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Resumen.

El control biolégico, definido como el uso de enemigos naturales de las plagas agricolas, incluyen
una gran variedad de grupos taxondémicos: acaros, nematodos y microorganismos; dentro del grupo
de los microorganismos se encuentran las bacterias, los virus, y hongos entomopatégenos. Los
hongos entomopatdégenos son es una herramienta implementada desde finales del siglo XIX en el
combate a las plagas. Con el surgimiento de la “revolucion verde” en la década de los afios 40 del
siglo XX, se dio una sobreproduccién agricola con el uso de plaguicidas, fungicidas y herbicidas de
origen sintético, frenando en desarrollo del control biologico. El uso desmedido de los plaguicidas de
origen sintético, ocasioné resistencia de las plagas a ellos, surgimiento de nuevas plagas, dafio a
los agroecosistemas, a la salud de los agricultores y los consumidores. Por sus efectos adversos a
la salud y al medio ambiente, partir de la década de los afios setenta del siglo pasado, la legislacion
mundial en materia ambiental comenzd a prohibir el uso de algunos plaguicidas altamente téxicos.
En esos afios, nuevamente recobra interés el uso de los enemigos naturales de las plagas y entre
ellos, los hongos entomopatdgenos. Los géneros de hongos entomopatégenos aislados de suelo
con mayor destrucciéon a nivel mundial son: Metarhizium y Beauveria. El desarrollo biotecnol6gico
que se ha logrado a nivel mundial en hongos hentomopatégenos, ha permitido el control de algunas
plagas agricolas con el disefio de bioplaguicidas con base en uso de los conidios 0 micelio de estos

hongos, a partir de cepas silvestres.

Contar con una coleccion propia de cepas endémicas, permite dar inicio a pruebas de control en
laboratorio y campo, de plagas de importancia econémica en las zonas agricolas del Distrito
Federal. Para su uso en futuros programas de control biolégico, ya que, ofrecen grandes beneficios
a los agroecosistemas. Ademas, la ventaja de contar con este tipo de coleccion es que permite

tener un germoplasma propio, adaptado a las condiciones climaticas del Distrito Federal.

En este trabajo se aislaron 26 cepas de hongos entomopatdgenos; una de insecto, identificada
como Beuveria bassiana y 25 pertenecientes al género Metarhizium, de los cuales 9 cepas son de
Metarhizium anisopliae, una es de Metarhizium robertsii y 15 de Metarhizium sp. Muestras de todas
las cepas fueron depositadas en el Centro Nacional de Referencia de Control Biologico. Siete cepas
fueron preservadas por dos métodos: 1) criopreservacion a -80° C durante 5 meses y 2) en agua
estéril a 4° C; el mejor método de preservacién fue en agua estéril a 4° C y la mejor cepa fue
Metarhizium robertsii Xoch-6.1. Se seleccionaron las cepas Beauveria bassiana Tac-1, Metarhizium
sp. Cuj-2.1, Metarhizium anisopliae Tac-3.1 y Metarhizium sp. Xoch-8.1 para comparar los
parametros de: produccion de conidios en arroz (con/gssi), germinacion (%), germinaciéon en

condiciones hiperosmoralidad (%) (estrés osmético), termotolerancia a 45° C (TSso) y realizar
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Bioensayos con los conidios cultivados en arroz (% de mortalidad) con larvas de Tenebrio molitor,
contra la cepa comercial metasin® de Metarhizium anisopliae ABNMa201. El aislado Beauveria
bassiana Tac-1, fue quien produjo mas conidios (2.17x10* con/gssi), es una cepa completamente
diferente a Metarhizium anisopliae ABNMa201 metasin® que, produjo 2.03x10° con/gssi. Sin
embargo, la produccién de conidios de las cepas silvestres registraron érdenes de magnitud que la
cepa comercial. La cepa con mayor porcentaje de germinacion fue el preparado comercial
Metarhizium anisopliae ABNMa201 (88.85%). En condiciones de estrés osmotico el mejor aislado
fue Metarhizium sp Cuj-2.1 con 64.50 y 96.59% de viabilidad. La cepa mas termotolerante fue
Beauveria bassiana Tac-1. Sin embargo la cepas que causo mayor porcentaje de muerte (42 y 54)
fue Metarhizium anisopliae Tac-3.1, lo que nos muestra en este trabajo que, no se pudo establecer

una relacién entre la germinacion y la infectividad en ninguna de las cepas estudiadas.
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Introduccidn.

1.1. Zona geografica de colecta de hongos entomopatégenos: Distrito Federal.

El Distrito Federal (D.F.) cuenta con una superficie de 1500.45 Km?; se localiza al sureste de la
Cuenca de México. La zona de reserva ecoldgica, al sur y suroeste del D. F. ocupa la mayor
superficie de la entidad y comprende parte de las Sierras Ajusco-Chichinautzin y las cruces, donde
se encuentran los Parques Nacionales Desierto de los leones y el Ajusco, asi como los Dinamos, el
Valle de las Monjas y el monte de las Cruces. Se encuentran también algunas reservas ecologicas
hacia el norte y este, como la Sierra de Guadalupe, Parque Nacional Cerro de la Estrella y Sierra de
Santa Catarina. Existen zonas hacia el oeste del D. F. en el area de las chinampas de Xochimilco y

Tlahuac, donde prospera un pastizal resistente a las concentraciones de sales (INEGI, 2002).

El hecho que el D.F. sea el centro politico, econémico, financiero y cultural del pais y que en él se
concentre uno de los nucleos de poblacién mas grandes del planeta, hace pensar que su caracter
es exclusivamente urbano; sin embargo, el 59% del territorio es suelo de conservacion, en parte del
cual se llevan a cabo actividades de produccién rural y ecoldgicas; entre las que destacan la
produccién de maiz, avena forrajera, nopal, frijol, amaranto, alfalfa, hongos seta, hortalizas y flores.
De la superficie del Suelo de Conservacién, 62 000 hectareas son de propiedad social (ejidos y
comunidades), en las que habitan pueblos originarios. Cuarenta y seis pueblos aiun cuentan con
superficies destinadas a actividades agricolas, sumando mas de 30 mil hectareas en cultivos y
7,000 en actividades pecuarias. (G. D. F., 2007).

1.1.1 Uso de suelo en el D. F.

El uso del suelo en el Distrito Federal se puede definir en dos grandes conceptos; la reserva
ecoldgica y la zona urbana. La reserva ecolégica del D. F. se constituye por bosques, matorrales,
pastizales y la zona agricola. La agricultura se divide en: de temporal, de riego y de humedad. En
terrenos con pendiente o suelos altamente permeables se practica la agricultura de temporal. La
agricultura de riego y de humedad (temporal) se localiza en zonas bajas y planas de Xochimilco y
Tlahuac (INEGI, 2002). Estos territorios ubicados hacia el sur del D.F., estan conformados por las
superficies que constituyen poblados rurales y estructuras agrarias (ejidos y comunidades), en las
delegaciones Alvaro Obregon, Cuajimalpa de Morelos, Magdalena Contreras, Tlalpan, Xochimilco,
Tldhuac y Milpa Alta. (G.O. D. F., 2010).
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Figura 1.1 Distribucién de climas en el Distrito Federal. Tomado de INEGI (2002).
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1.2. Produccién agricola del D. F.
En cada una de las Delegaciones Rurales del D.F. se llevan a cabo actividades agricolas, donde se

producen los cultivos que en tabla 1.1 se describen.

Delegacion Cultivos
Alvaro Obregén Maiz, frijol y avena
Cuajimalpa Maiz y avena
Magdalena Contreras Maiz, frijol, habay ciruelo
Milpa Alta Nopal verdura, avena, maiz, amaranto, hortalizas y
flores
Tlahuac Maiz, amaranto, espinaca, romeritos y acelgas, y en

forma perenne: alfalfa, peral, higo, y nogal.
Tlalpan Avena Forrajera, Maiz, Papa, Ryegrass, Chicharo,
Rosa, Peral, Higo, Manzano, Ciruelo y Durazno
Xochimilco Maiz, frijol, amaranto, girasol, sorgo, la papa, la veza de
invierno y el maiz de ciclo corto para forraje, hortalizas,
nopal, calabaza, chayote, chilacayote; frutales como el
durazno, la ciruela roja y negra, el tejocote y el capulin.
Tabla 1.1. Productos agricolas del D.F. Tomado de (SEDUVI, 2015 (a, b, c, d, e, f, gy h)).

1.3. Principales plagas que atacan a los cultivos agricolas del D.F.

En la actualidad la produccién de alimentos enfrenta el reto de mantener un alto nivel de calidad,
considerando aspectos de inocuidad alimentaria y sistemas de produccion con retribucion mas justa
para los productores. (Gonzales-Castillo et al.,, 2012). En el D.F. son frecuentes e importantes los
dafios causados en maiz por plagas conocidas como: el gusano elotero, el pulgén, gusano soldado,
la arafia roja, gusano cogollero y la gallina ciega (SENASICA, 2015(a)) y en nopal, el picudo, la
grana-cochinilla, las arafias rojas y la chinche gris (INEGI, 2007); las mosquitas blancas, las

chicharritas o los pulgones que atacan a las distintos cultivos. (Alatorre et al. 2000).
1.3.1. Plagas de maiz.

De acuerdo a sus habitos alimenticios las plagas de maiz, se pueden dividir en dos grupos, los que

atacan el follaje y tallo y, las plagas de raiz, misma que se enlistan en la siguiente tabla.
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Follaje y tallo Raiz

Trips (Frankliniella williamsi) Gusano alfilerillo (Diabrotica virgifera
zeae)

Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) Catarina del maiz (Colaspis sp.)

gusano soldado (Spodoptera exigua) Gusano de alambre (Agriotes sp.)

Gusano trozador (Agrotis sp.) Gallina ciega (Phyllophaga sp, y

Gusano trozador (Agrotis sp.) clocephala sp., Diplotaxis sp.,

Macrodactylus sp., y Anomala sp.)
Barrenador del tallo (Diatraea sp.)

Frailecillo (Macrodactylus mexicanus)
Picudos (Geraeus senilis, Nicentrites

testaceipes)

Arafia roja (Olygonychus mexicanus y

Tetranichus sp.)

Chapulines, (Sphenarium sp, Melanoplus sp)

Tabla 1.2. Plagas de importancia econémica en maiz. Tomado de (CSAVEG, 2015).

1.3.2. Plagas de Nopal.

La entomofauna que dafia al nopal es amplia, el grado de afectacién depende de las especies de
nopal y condiciones ambientales presentes. Las plagas principales son: el gusano blanco, Leniifera
cilcades es plaga primaria en el Altiplano Potosino y la grana o cochinilla es plaga importante en el
Estado de México. La palomilla del nopal Cactoblastis cactorum Berg es considerada
potencialmente destructiva para diversas especies de Opuntia, especialmente en O. ficus-indica, la
gallina ciega (Phyllophaga spp.), el gusano de alambre (Diabrotica spp), el picudo barrenador
(Cactophagus Metamasius) spinolae Gyllenhal), el picudo de las espinas (Cylindrocopturus
biradiatus Champion), la chinche gris (Chelinidea tabulat Buermeisteir), la chinche roja
(Hesperolabops gelastops Kirkaldy), el gusano blanco (Leniifera cyclades Druce), el gusano cebra
(Olycella nephelepasa Dyar), el escarabajo barrenador (torito) (Moneilema variolaris Thompson),
chinche gris (Chelinidea tabulatus Burmesiter), la grana o cochinilla (Dactylopius indicus Green), los
Trips (Sericothrips opuntiae Hood), la perilla de la tuna (Aceria cactorum), la mosca de la fruta
(Ceratitis capitata), el gusano cogollero (Spodoptera spp) y el caracol (Helix aspera) son de

importancia econémica (Vargas et al., 2008).
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1.3.3. Plagas de Amaranto.

El cultivo de amaranto es atacado por una amplia gama de insectos de los cuales siete especies
son consideradas como plagas potenciales. Los insectos que se alimentan del follaje y panoja son:
Sphenarium purpurascens, Epicauta cinerea, Spodoptera exigua y Pholisora catullus; mientras que
los insectos que dafan el tallo son Herpetogramma bipunctalis y Amauromyza abnormalis y quien

dafia la raiz es Phyllophaga ilhuicaminai (Torres et al., 2011).

1.3.4. Plaguicidas empleados para su control.

Durante los Ultimos 40 a 50 afios el combate a los insectos y &caros que son plagas en la
agricultura y el medio rural, se ha hecho principalmente por medio de insecticidas quimicos (Parsa
et al., 2014). Esta practica ha sido muy 0til en la proyeccion de las cosechas a través de esos afios,
los cuales fueron exitosos en el control de plagas en sus inicios, minimizando las pérdidas de las
cosechas. Sin embargo, como consecuencia de su uso inadecuado e indiscriminado, pronto
aparecieron problemas de resistencia de los insectos hacia estos productos, asi como un rapido
crecimiento de las poblaciones de plagas secundarias y alteraciones ecoldgicas, causando efectos
indeseables en el medio ambiente y en la salud del ser humano. Esto ha ocasionado la prohibicion
0 restriccion de muchos insecticidas como el dieldrin, mirex, BHC, paration etilico, toxafeno y DDT
(Gonzélez-Castillo et al., 2012)

Figura 1.2. Dafio a la salud y ambiente con plaguicidas de origen sintético.

1.4. Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico.
El Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico (CNRCB), tiene la mision de desarrollar y
establecer estrategias reglamentadas de control biol6gico para plagas, para ello genera y

proporciona tecnologia alternativa al uso de plaguicidas quimicos. De igual modo, coadyuva con
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programas o campafias fitosanitarias en las que se promueve el uso de organismos benéficos como
agentes de control biolégico, todo esto con la finalidad de fortalecer la sanidad de los cultivos
vegetales en México, coadyuvando en el incremento de su productividad y calidad agricola. El
CNRCB también aplica la normativa en el caso de las importaciones de agentes de control
biolégico, y asimismo orienta y valida el buen uso de los insumos fitosanitarios empleados en el
control biolégico (SENASICA, 2015 (b)).

Actualmente el Servicio de Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria SENASICA
desarrolla diversos programas con la finalidad de contar con una alternativa amigable con el
ambiente y de proteccion de la salud publica. Esta estrategia ha tomado importancia y relevancia en
el pais, ya que se ha demostrado que genera bienestar a la agricultura del pais, asi como a la
economia y sustento alimentario. Para fortalecer la investigacion, se establecen vinculos para
desarrollar mas investigacién en otras instituciones y se conforma un acervo documental acerca de
este tipo de control. Para cumplir con las responsabilidades que por mandato estan establecidas en

la Ley Federal de Sanidad Vegetal, se han establecido los objetivos institucionales:

e Reglamentar y normar las Importaciones de agentes de control bioldgico y las actividades
de control bioloégico de plagas bajo control oficial.

e Implementar y coordinar programas de control bioldégico de plagas reglamentadas en
campanias fitosanitarias de la Direccion General de Sanidad Vegetal.

e Orientar y validar el buen uso de los insumos fitosanitarios utilizados para el control
biolégico de plagas reglamentadas por la Direccién General de Sanidad Vegetal.

e Generar, validar y transferir tecnologia en control biolégico de plagas bajo control oficial.

e Orientar la investigacion y establecer vinculos para llevar a cabo acuerdos o convenios de
cooperacion nacional e interinstitucional para el desarrollo de la investigacion, capacitacion
y transferencia de tecnologia en materia de control biol6gico.

e Establecer, fomentar y mantener Colecciones de referencia de enemigos naturales, con el
fin de apoyar la implementacion de programas de manejo fitosanitario de plagas
reglamentadas.

e Implementar la conformacion de un Acervo documental de referencia y desarrollar bancos
de informacién y bases de datos en aspectos de control biolégico, incluidos directorios.

e Generar, fomentar y coordinar la elaboracion de Impresos de divulgacion sobre control
biolégico de las plagas reglamentadas por la Direccion General de Sanidad Vegetal
(SENASICA, 2015 (b)).
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1.5. Manejo integrado de plagas (MIP).

Diversas plagas se estan combatiendo desde hace varios afios mediante otros métodos y los
productores estan sustituyendo a los insecticidas por alternativas mas ventajosas, como el manejo
integrado de plagas (MIP). La definicibn de MIP mas ampliamente difundida es la de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO): “El Manejo
Integrado de Plagas es una metodologia que emplea todos los procedimientos aceptables desde el
punto de vista econdémico, ecoldgico y toxicoldégico para mantener las poblaciones de organismos
nocivos por debajo del umbral econémico, aprovechando, en la mayor medida posible, los factores
naturales que limitan la propagacién de dichos organismos” y como parte estratégica del MIP, el
control biologico (CB). Aunque la adopcion del MIP, no elimina la posibilidad de emplear insecticidas
en algunas circunstancias, sin embargo, hay que reducir o eliminar el uso de los productos

extremada y altamente toxicos, optimizando el control biologico (Cafedo et al., 2011).

El CB como parte del MIP, consiste en el control de plagas agricolas mediante el uso de enemigos
naturales de plagas: parasitoides (predadores) entoméfagos y organismos entomopatdégenos que
pueden ser hongos, virus, nematodos, bacterias y protozoarios. Los hongos entomopatégenos (HE)
han recibido mayor atencién, la gran variedad de especies y amplio rango de hospedantes, asi

como por su crecimiento sobre la superficie de su huésped (Cafiedo y Ames, 2004).

1.6. Hongos entomopatégenos.

Los HE como agentes de control biolégico se utilizan en diferentes paises, como una alternativa
viable para regular los insectos fitfagos que afectan cultivos de importancia econémica dentro de
un programa de manejo de plagas (Angel-Cuapio, 2011). Estos hongos se encuentran en la
naturaleza, en rastrojos de cultivos, estiércol, en el suelo, las plantas, etc. Logran un buen
desarrollo en lugares frescos, hUumedos y con poco sol; constituyen el grupo de mayor importancia
en el CB de insectos plagas. Practicamente, todos los insectos son susceptibles a algunas de las
enfermedades causadas por HE. Se conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies de
HE. Entre los mas importantes estan: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,
Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Isaria,

Paecelomyces y Verticillium (Roy et al., 2006).

Los HE viven a expensas de insectos de diferentes 6rdenes en forma natural, representando un
grupo importante, desde el punto de vista ecolégico y econdmico. La mayoria de ellos se
encuentran en las divisiones Chytridiomycota, Zygomicota, Ascomycota y Basidiomycota (Roy et al.,
2006). Los HE poseen paredes celulares que se componen de B-glucanos y producen esporas no

moviles asexuales (conidios), son unicelulares o filamentosos, acuéticos o terrestres. Los conidios
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son las unidades infectivas y penetran el cuerpo del insecto produciéndole disturbios a nivel
digestivo, nervioso, muscular, respiratorio, excretor; haciendo que el insecto se enferme, deje de
alimentarse y posteriormente muera (Lacey y Kaya, 2000). El mecanismo de accién se divide en
tres fases: la primera es la adhesion seguido de la germinacion de la espora sobre la cuticula de del
insecto; la segunda fase es la penetracion en el hemocele y la tercera es la invasion o desarrollo del
hongo sobre érganos y tejidos, misma que concluye con la muerte del insecto (Alean, 2003).
Cuando el hongo penetra la cuticula hasta el hemocele, la hifa queda inmersa en proteinas, lipidos,
melanina, difenoles y carbohidratos; algunos inhiben el crecimiento del hongo y se activa el sistema
inmune a través de procesos de melanizacion, fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento (St. Leger
y Roberts, 1997). Los HE presentan diferentes estrategias para evitar el sistema de defensa de los

insectos como cambios en la pared celular y produccion de toxinas (Khachatourians, 1991).

1.7. Proceso infectivo de HE.

Durante la temporada de cultivo se pueden observar regularmente en las poblaciones de insectos
en el campo los brotes de enfermedades, denominado epizootias. En general, el desarrollo de
epizootias depende de la dinamica de acogida de la poblacién hospedante, el nUmero de fases
infecciosas en la poblacién del patdgeno y la viabilidad de éstas, la eficiencia y el desarrollo de la
infeccién (Meyling, y Eilenberg, 2007).

1.7.1 Adhesion y germinacion de la espora.

El proceso de adhesion, dependiendo del hongo, puede ser un fendmeno especifico o no
especifico. Mientras que la germinacion de las esporas es un proceso mediante el cual la espora
emite uno o varios pequefios tubos germinativos que al desarrollarse da origen a las hifas que
penetran la cuticula, este proceso depende de las condiciones de humedad y temperatura
ambiental. También puede producir una estructura llamada apresorio, misma que ayuda en la
perforacion de la cuticula. El éxito de la germinacion y penetracién no dependen necesariamente
del porcentaje de germinacion, sino del tiempo de duraciéon de la germinacion, agresividad del
hongo, tipo de espora y susceptibilidad del hospedante (Shah y Pell, 2003). Los HE, ademas,
pueden infectar a los insectos a través de las aberturas corporales como son cavidad bucal,
espiraculos y otras aberturas externas. Las esporas pueden germinar rapidamente en estos
ambientes por ser hiumedos. Cuando lo hacen en los fluidos digestivos, en este caso, el insecto no

muere de micosis, sino a causa de las toxinas (Boucias y Pendland, 1998).
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1.7.2. Colonizacion del hemocele.

Angel-Cuapio, (2011) menciona que la penetracién por parte de la hifa es el resultado de la
degradacién enzimatica de la cuticula y la presién mecéanica ejercida por el apresorio. Ademas,
depende de las propiedades de la cuticula, grosor, presencia de sustancias nutricionales y
antifngicas, asi como del estado de desarrollo del insecto. En este contexto Montesinos-Matias et
al., (2011), corroboraron que el tegumento de los insectos es degradado por los hongos mediante

enzimas como proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas y quitinasas.

1.7.3. Muerte del insecto (reproduccion).

Una vez en el hemocele, el hongo puede evitar la defensa inmune del insecto produciendo células
parecidas a levaduras, llamadas blastosporas, que se multiplican y dispersan rapidamente
desarrollando protoplastos, elementos discretos ameboideos, sin pared celular que no son
reconocidos por los hemocitos del hospedante (Pérez, 2004) y produciendo micotoxinas (Glare,
2004), que causan la muerte del insecto, entre estas toxinas se han encontrado dextruxinas,
demetildextruxina y protodextruxina, las cuales son sustancias de mucha actividad toxica sobre

insectos, acaros y nematodos (Monzén, 2001).

Figura 1.3. Multiplicacién del hongo entomopatégeno en un hospedante.

1.8 Pros y Contras en el uso de hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico
1.8.1. Atributos e impacto en el uso de los hongos entomopatégenos.

Las ventajas que presenta los HE son: grados variables de especificidad que, pueden ser
especificos a nivel de familia o especies muy relacionadas. En el caso de cepas, pueden ser
especificas a nivel de especie de insecto, sin afectar a otras poblaciones. Si el entomopatégeno
encuentra las condiciones adecuadas para introducirse y colonizar un ecosistema, se reproduce y
renueva en forma continua, se vuelve persistente, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones. Se

pueden aplicar mezclas de HE con dosis subletales de insecticidas para lograr efectos sinérgicos
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superiores a los logrados con aplicaciones de cada producto por separado; no contaminan al medio
ambiente ni afectan al hombre u otros animales superiores. Cuando el hongo no llega a causar la
muerte directa, se presentan efectos secundarios que alteran el normal desarrollo del ciclo de vida
del insecto. Los HE poseen caracteristicas muy especiales que les permiten sobrevivir en forma
parasitica sobre los insectos y en forma sapréfita sobre material vegetal en descomposicion. El
crecimiento saprofito puede dar como resultado la produccion de conidiéforos, conidios y desarrollo
miceliar, lo cual permite que el hongo se pueda cultivar en el laboratorio. Practicamente, todos los
insectos son susceptibles a algunas de las enfermedades causadas por estos hongos (Cafiedo y
Ames, 2004)

1.8.2. Desventajas en el uso de los hongos entomopatdégenos.

Pero también presentan algunas desventajas, como son: sensibilidad a la variacion de las
condiciones climaticas como temperaturas extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes
estan siendo contrarrestadas con el uso de aditivos (protectores solares, aceites, antidesecantes);
requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las moléculas inorganicas, para
evitar que pierdan su patogenicidad. En general no matan instantdneamente. Alcanzan buenos
niveles de control entre una y tres semanas después su aplicacion, dependiendo de la plaga y del
ambiente. Sin embargo, el insecto deja de ser plaga al ser parasitado por el hongo, deja de

alimentarse mucho antes de morir, disminuyendo el dafio (Cafiedo y Ames, 2004).

1.9. El suelo.

El suelo es un sistema dinamico que responde a los cambios ambientales y suministro de energia e
incluye factores ambientales como materia organica, humedad, pH, actividad microbiana, atmésfera
gaseosa y temperatura, entre otros (Berlanga-Padilla et al., 2015). Considerando la enorme
importancia del suelo como un “sistema sustentador de la vida”, se conoce mucho acerca de la
formacion de los suelos, su composicidon quimica y fisica, tambien conocemos un enorme ndmero
de organismmos del suelo. Por otro lado, nuestro conocimiento de la tierra como un biotopo es
menos extensa. El biotopo es un area de condiciones ambientales uniformes que provee espacio
vital a un conjunto de flora y fauna. El biotopo es casi sinénimo del término habitat, con la diferencia
de que habitat se refiere a las especies o poblaciones, mientras que biotopo se refiere a las
comunidades bioldgicas (Margalef, 1991). Asi, aunque ciertas relaciones autoecol6gicos se han
elucidado en detalle, se conoce bastante menos acerca de los procesos demoecoldgicos y
sinecologicos (Keller y Zimmermann, 1989), entendiéndose como proceso demoecolégico al el
estudio de las poblaciones formadas por los organismos de una misma especie desde el punto de

vista de su tamafio (nUmero de individuos), estructura (sexo y edad) y dinamica (variacion en el
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tiempo). Y sinecoldgicos al estudio de la composicidn y estructura de las comunidades formadas por
especies diferentes; los cambios que ocurren en el tiempo y las relaciones entre las especies de la
comunidad (Margalef, 1991), por lo que las interacciones de corto plazo son muy importantes e
interesantes. Asimismo, aunque las interacciones particulares entre HE y sus artropodos
hospedantes son bien entendidos, se sabe menos de la importancia de las interacciénes en el

ecosistema (Keller y Zimmermann, 1989).

Estas investigaciones se presentan muy dificultosas, por el gran numero y diferntes tipos de suelo,
comunidades vegetales y consecuentemente los organismos del suelo y sus diferentes
interacciones. En la naturaleza de los suelos utilizados con fines agricolas subyacen influencias
artificiales adicionales, tales como: agricultura, rotacion de cultivos, periodos de barbecho y la

aplicacion de fertilizantes y pesticidas (Keller y Zimmermann, 1989).

Comparado con los demas habitats principales, aire y agua, los suelos son caracterizados por la
ausencia de luz y por el efecto buffer que posee contra influencias extremas de factores biotico y
abioticos. El suelo es un excelente habitat para microorganismos y artropodos. Consecuentemente
el nimero de especies es muy diferente entre habitats. La mayoria de estos organismos viven
exclusivamente en el suelo, pero otros pasan solo una parte de su vida en el suelo, usualmente la
etapa larval, pupal o el periodo invernal. Correspondiendo con esta riqueza variedad de organismos,
existe una rigueza de interacciones entre especies y grupos de organismos: antagonismo,
comensalismo, sinergismo, predacioén, pasitismo, patogenicidad y competencia dominan la vida del

suelo (Keller y Zimmermann, 1989).

1.9.1. Factores que afectan el suelo.

Las interacciones entre la microflora y fauna del suelo son numerosas y, generalmente
influenciadas por los factores fisicos y quimicos del habitat. Para una mejor comprension de este
fendmeno, la principal caracteristica fisica que afecta a microorganismos e insectos que habitan el
suelo, son brevemente esbozados: La ausencia de luz visible y ulravioleta es el principal factor del
ambiente aereo, excluye cualquier influencia de la profundidad en el crecimiento, reproduccion,

comportamiento de cualquiera de los dos. De esta forma, factores como:

» La textura del suelo (arena, limo y arcilla), juega un significante papel determinante en la
actividad microbiana.
> El agua, tiene influencia en la sobrevivencia, germinacion y crecimiento de los HE en el

suelo, esta enormemente influenciado por el potencial de agua.
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» La atmosfera, en suelos normales con buen drenaje, los huecos estan llenos de aire; el
volumen total de aire, sin embargo, es determinado principalmente por el tamafo de
particula y el contenido de agua. La concentracién de oxigeno y dioxido de carbono en el
suelo juega un sigificativo papel detrminante en la actividad, densidad y diversidad de
organismos en diferentes tipos de suelo.

» El pH del suelo, influencia altamente la microflora del suelo. En general alta acidez ocasiona
disminucion en el crecimiento de bacterias y aumenta la de hongos del suelo. Los suelos
alcalinos son mas adecuados para bacterias y los hongos toleran condiciones &cidas.
Ademas, el ph de los suelos esta estrechamente asociado con la disponibilidad de muchos
nutrientes.

» La temperatura del suelo, es uno de los factores clave que influencian la composicién y
actividad de la microflora y fauna del suelo. Ello depende en gran medida en espectos de
localisacién geografica y el gradiente de pendientes de la superficie, exposicion, color del
suelo y la naturaleza de la covertura vegetal y

» Practicas agricolas, tales como arar la tierra, rotacién de cultivos y aplicasiion de pesticidas
puede radicalmente alterar la poblacién de organismos del suelo. Esto puede ser debido a
su desecacién, cambios en la aireacion del suelo, un directo efecto de los pesticidas en

organismos 0 no objetivo o por la adicién de material organico (Keller y Zimmermann, 1989).

1.10. Diversidad y distribucién de los hongos entomopatoégenos.

La distribucién y abundancia de los HE en el mundo ha sido estudiada y en particular en las zonas
templadas, encontrandose a Beauveria bassiana. (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales:
Cordycipitaceae) y Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) como
las especies mas abundantes (Bidochka et al., 1998; Klingen et al., 2002; Keller et al., 2003;
Meyling y Eilenberg, 2006; Meyling et al., 2009).

La diversidad y abundancia de los hongos entomopatdgenos es afectada por factores bioticos y
abiéticos, ya que pueden disminuir su capacidad de sobrevivir, propagarse e infectar a su
hospedante; entre los factores mas importantes se mencionan la radiacién UV, temperaturas altas y
desecacion (Cardona, 1998; Gottel et al.,2000). Los conidios son susceptibles a la radiacion
ultravioleta (UVB) cuya porcién del espectro solar es de 295 a 320 nm, afectando la persistencia de
estos en el sustrato donde se encuentren (Galvao y Bettiol, 2014). Con respecto a la temperatura, la
mayoria de los entomopatégenos tienen un amplio rango de tolerancia a temperaturas, pero para
crecer y esporular generalmente esta entre 20 y 30 °C (Godoy et al., 2007). En la mayoria de las

especies los conidios pueden sobrevivir a temperaturas bajo cero, lo cual facilita su almacenamiento
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por largos periodos en laboratorio a -20 °C o en nitrégeno liquido a —196° C (Gottel et al., 2000;
Loépez-lastra et al., 2002). Estudios recientes han identificado algunas cepas de M. anisopliae que
pueden tolerar temperaturas de hasta 48° C sin afectar su actividad biologica (Rangel et al., 2005; Li
y Feng, 2009).

Como se mencion6 anteriormente, la humedad es importante para la esporulacién y germinacion de
los conidios, los hongos requieren de una humedad alta para iniciar una epizootia natural (Gottel et
al., 2000; Hussein et al., 2010). El impacto de la lluvia en la persistencia de conidios sobre el insecto
y en follaje se ha estudiado extensamente, debido a que remueve los conidios del integumento del
insecto adulto o larva; sin embargo, medir los efectos de la lluvia en la persistencia de estos hongos
en campo se dificulta por la confusién de variables, la rapida desactivacion del conidio por radiacion
solar no permite estimar un efecto real de la precipitacion en la persistencia de los conidios a través
del tiempo (Goettel e Inglis, 1997). También se ha determinado que el tipo de suelo puede tener un
efecto en la diversidad y abundancia de estos microorganismos, ya que B. bassiana se ha reportado
con mayor abundancia en suelos arcillosos, con un pH alto y bajo contenido de materia organica,
siendo estas dos Ultimas variables importantes en la presencia de los géneros Beauveria y

Metarhizium (Quesada-Moraga et al., 2007).

1.11. Colecta de muestras de suelo e insectos.

Durante los ultimos 25 afios, a través del mundo muchas especies de hongos han sido encontrados
infectando insectos que habitan en el suelo. Las formas habituales de colectar HE de insectos de
suelo, incluye buscar insectos muertos infectados o vivos que, luego son criados en el laboratorio,
donde posteriormente se observa la incidencia de micosis (Keller y Zimmermann, 1989). Ambos
insectos, vivos y muertos pueden ser encontrados infectados por HE en casi todos los entornos,
incluidos los ecosistemas terrestres, acuaticos naturales y agroecosistemas (Lacey y Brooks, 1997).
Algunas especies se pueden encontrar en habitats agricolas y naturales (Meyling y Eilenberg,
2007). Beauveria bassiana (Bals) Vuill. y Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. tienen una

distribucién y un amplio rango de insectos hospedantes (Bidochka et al., 1998).

Los insectos colectados deben ser etiquetados con los datos del nombre del colector, nombre del
insecto colectado, lugar de colecta, cultivo y fecha. Colectar consiste en recoger insectos vivos 0
muertos, en el follaje, axilas, tallos, corteza de los arboles, sobre la superficie o en el interior de
éstos, en el suelo, inclusive en crianzas masivas de laboratorio. Si el insecto se encuentra pegado a
una superficie, es necesario cortar la porcion del sustrato que lo contiene y colocarlo en una placa o

frasco. El material se conserva mejor si se mantiene a bajas temperaturas (Cafiedo y Ames, 2004).
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En el caso de que los ejemplares colectados sean de raiz, se depositan en hielera con peat moss

para trasladarlas al laboratorio y almacenadas 4° C (Carrillo et al., 2013).

Cuando se colecta suelo, los sitios muestreados son ubicados con geoposicionador satelital y las
muestras son etiquetadas con los siguientes datos: nimero de colecta, nombre del colector, fecha
de colecta, cultivo y localizaciéon geografica. Las muestras se conservan en cuarto frio a 4 °C hasta
su procesamiento (Hernandez et al., 2011). Se toman de tres a cinco submuestras de suelo de 500
g a una profundidad de 10 a 15 cm de la superficie en cada zona de muestreo (M1, M2, M3, M4 y
M5). Se recomienda procesar las muestras o mas pronto posible, usualmente dentro de los

primeros 5 dias después de la colecta (Zimmermann, 1986).

1.12. Aislamiento de hongos entomopatdégenos.

Este método fue desarrollado por Zimmermann, (1986), originalmente era para aislar nematodos
entomopatdgenos de muestras de suelo (Meyling, 2007). Larvas de Galleria mellonella se utilizan
para aislar cepas de Metarhizium anisopliae (Metsche.) Sorok., Beauveria bassiana (Bals.) Vull., e
Isaria fumosorosea de distintas localidades (Zimmermann, 1986). El suelo es generalmente el
ambiente de aislamiento convencional de los HE (Keller y Zimmermann, 1989). La HE silvestres
pueden ser aislados a partir de suelo colectado, ya se utilizando la técnica del insecto trampa o a
través de medio de cultivo selectivo (Berlanga-Padilla et al., 2015) y de insectos vivos o muertos

micosados colectados en campo (Keller y Zimmermann, 1989).

1.12.1. Aislamiento de suelo, utilizando el insecto trampa.

En estudios de ocurrencia natural de HE en suelo, se han utilizado insectos cebo tales como
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) o Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrioidae), por
lo general se afiaden a muestras de suelo a fin de recuperar aislados fungicos; en principio, el
método puede ser descrito como el uso de medios selectivos (Meyling, y Eilenberg, 2007), porque
gue solo los hongos que son patdégenos de estos insectos ocasionaran infeccion sobre las larvas, lo

que facilita su aislamiento (Berlanga-Padilla et al., 2015).

Los aislamientos se obtienen de la siguiente forma: se depositan 200 g de suelo humedo en
contenedores de plastico, se agregan de 15-20 larvas de Galleria mellonella o Tenebrio molitor del 4
estadio; se tapan, y se incuban a 27°C por 14 dias. Periédicamente el suelo se invierte para

asegurar que la larva permanezca expuesta al hongo, después de 7 dias de incubacion, las larvas
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muertas seran separadas del contenedor de plastico, posteriormente se desinfectan
superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min, se enjuagaron tres veces en agua
destilada estéril y se colocaron sobre papel filtro a fin de remover el exceso de humedad; se
incuban individualmente en cajas de Petri a 25 °C (Zimmermann, 1986) y a una humedad relativa
(HR) de 97%, mantenida con K,SO, al 11% (Goettel e Inglis, 1997). Alternativamente las larvas
retiradas del trampeo, primero pueden ser desinfectadas con etanol al 70% por un minuto, un
segundo lavado en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos, después se lavan
con una solucién estéril de Tween 80 al 0.03%, se secan y se colocan en cadmara humeda.
Finalmente los hongos desarrollados sobre la superficie de los insectos, se aislan en condiciones de
esterilidad y se siembran en Agar Dextrosa Sabouruad (SDA) (Carrillo et al., 2013), o en Agar Papa
Dextrosa (PDA), fitolevadura y miel peptona agar y/o adicionados con antibiéticos (Cafiedo y Ames,
2004).

1.12.2. Aislamiento de suelo, utilizando medios selectivos

Este método se basa en realizar alicuotas de suelo con 0.35 g + 0.05 g en tubos Eppendorf de 2 mi
de capacidad. Se agrega 1 ml de agua destilada estéril a cada tubo, se agita por 30 segundos y se
toma alicuota de 50 ul para sembrar en placas Petri con medio de cultivo (ADS), se incuban a 27 +
1°C; se resiembran colonias sospechosas de ser HE a medio de cultivo selectivo especifico, como
medio adicionado con Cloranfenicol, Tiabendazol y Ciclohexamida (Berlanga-Padilla et al., 2015),
tetraciclina o estreptomicina. El principal obstaculo para el aislamiento de HE con medios selectivos
es su crecimiento lento comparado con el de los hongos saprobios oportunistas que se encuentran

en suelo (Meyling, 2007).

1.12.3. Aislamiento a partir de insectos con o sin micosis.

Los insectos colectados para aislamiento de HE pueden ser vivos y muertos con o sin presencia de
micosis (Keller y Zimmermann, 1989). Los insectos colectados vivos, se colécan en vasos de
plastico con peat moss himedo con agua estéril e incubados a 25 °C durante 40 dias (Catrrillo et al.,
2013) o en cajas de Petri incubadas a 27° C (Hernandez et al., 2011); se revisan cada 7 dias los
insectos y los que presentan infecciéon ocasionada por hongos, son limpiadas con pincel para quitar
el exceso de sustrato, se desinfectan, se colocan en camara himeda y se siembran en medio de
cultivo; siguiendo el método de Zimmermann (1986) o la modificacién al método, sugerido por
Carrillo et el (2013). En el caso de los insectos colectados muertos con micosis, se limpian,
desinfectan, colocan en cémara humeda y siembran siguiendo el método ya explicado

anteriormente.
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1.13. Identificacion de los asimientos.

1.13.1. Identificacién morfolégica.

La identificacién de la mayoria de los hongos entomopatégenos depende necesariamente de la
observacion de caracteres microscopicos. Muchos entomopatégenos comunes pueden, ser
facilmente identificados hasta género o, en algunos casos, hasta especie por la observacion, ya sea
a simple vista, o bajos aumentos de lupas o0 microscopio estéreo. Las identificaciones de especies
por lo general requieren la confirmacién de sus caracteres microscopicos esenciales (Humber,
2012). Los hifomicetes constituyen una clase de hongos que poseen conidioma hifal libre y se
reproducen por esporas asexuales denominadas conidios. Los conidios nacen en células
especializadas (células conidiégenas) de los conidiéforos. Durante muchos afos los hongos
conidiales se denominaron como “Fungi imperfecti” u “hongos imperfectos” por su modo de
reproduccion asexual a través de la mitosis. Numerosos son los sistemas artificiales creados con el
objetivo de clasificar dichos hongos al usar sus caracteres morfolégicos, fundamentalmente

basados en los conidios y conidi6foros (Castafieda 2001).

Figura 1.4. Estructuras reproductoras de un hongo entomopatégeno

1.13.2. Identificacién molecular.

Los aislados requieren ser identificados a nivel molecular para asegurar su autenticidad, riesgos a la
salud y seguridad durante su manejo para los investigadores o usuarios en su posible aplicacion
como bioplaguicidas (SENASICA, 2015 (c)).
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La identificacion molecular se realiza con base en el andlisis de las secuencias llamadas
espaciadores transcritos internos (ITS), que son secuencias de ADN ribosémico (ADNr) contenida
en los cromosomas. Estas regiones de ADNr se denominan también regiones de organizacion del
nucléolo. Los genes de los ARNr 18S, 5'8S y 28S estan agrupados en una Unica unidad de
transcripcion. El transcrito de mayor longitud es el precursor a partir del cual, por medio de una serie
de reacciones intermedias, se generan los tres ARNSs. La unidad de transcripcion completa contiene
dos segmentos de ADN espaciadores, no codificantes, llamados ITS, que separan a las tres
regiones codificantes unas de otras. Los ITS difieren muchisimo en secuencia y en organizacion de
una especie a otra. La Unica caracteristica comun de las secuencias ITS entre distintas especies es
la presencia de repeticiones directas organizadas en tandem, que secuencias de entre 5 y varios
cientos de nucledtidos que se repiten en ordenan de manera consecutiva, de modo que secuencias
idénticas, o casi, se disponen unas detras de otras miles de veces generando regiones repetidas
con tamafos que oscilan entre 100,000 nucledtidos hasta varias megabases. La secuencia de la
unidad de repeticién es propia de cada organismo. El nivel bajo de polimorfismo en la unidad de
transcripcion de ADNr permite la caracterizacion de cada especie usando sé6lo unos pocos
ejemplares y hace que este ADN sea Uutil para la comparacion interespecifica. Ademas, las
repeticiones de las diferentes regiones de codificacion del ADNr muestran distintas tasas de
evolucion. Como resultado de ello, este ADN puede proporcionar informacién sobre casi cualquier

nivel sistematico (Hillis y Dixon, 1991).

1.14. Desarrollo de bioplaguicidas.

1.14.1 Produccién masiva.

La producciéon masiva de HE para el control de insectos plaga es un requisito necesario para su
aplicacion en gran escala. El método utilizado depende generalmente del organismo en cuestion y
el producto final deseado. La produccion de HE puede ser en medio sélido o en fermentacion
sumergida, teniendo la produccién en medio so6lido mas ventajas para la producciéon de Metarhizium
anisopliae (Porcayo, 2014). Su produccion se basa la multiplicacion masiva del hongo y sus
estructuras reproductivas en un sustrato natural. Hasta la fechase han evaluado diferentes tipos de
sustratos naturales, principalmente arroz, trigo, maiz, frijol y soya, pero lo méas utilizados son arroz y

trigo (LOpez-Pérez et al., 2014).

Se tienen avances aplicados a la cosecha, formulacion y produccion en masa de Metarhizium. Pero
es de gran importancia, determinar para cada cepa flngica el sistema a emplear: el sustrato 6ptimo,
el momento adecuado para cosechar la produccién en masa y las condiciones efectivas para el

almacenamiento, incluyendo el contenido de humedad, la disponibilidad de oxigeno, la temperatura
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y el tipo de envase (Roberts y St Leger, 2004). La estabilidad, viabilidad y persistencia en campo de
los entomopatégenos es en gran medida determinada por el tipo de formulaciéon (Cortez-Madrigal,
2006). Para Fernandez y Juncosa (2002), la temperatura y la humedad son las principales limitantes

para la eficacia en la germinacion de esporas, infeccion y desarrollo.

1.14.2. Pruebas de calidad.

El éxito en el desarrollo de un bioplaguicida tiene su origen en el control de calidad, debe realizarse
con mucho rigor, debido a que es el inicio del proceso de produccion y la seleccién de la cepa y del
cultivo puro. La presencia de contaminantes afectara los siguientes pasos del proceso, y por
consiguiente la calidad y el rendimiento del producto obtenido. En el proceso de produccion de HE
el control de calidad constituye un factor clave. Este consiste en la evaluacion rigurosa de la calidad
en cada uno de los pasos del proceso de produccion. Su objetivo es evitar los problemas de
contaminacién y garantizar la calidad del hongo producido y obtenciéon de cultivos puros, con
buenas caracteristicas de crecimiento y de eficacia para el control de la plaga (Monzén, 2001), ya
que, bajo condiciones de campo se han reportado inconsistencias en el efecto fungicida de los HE,
debido a factores relacionados con el medio ambiente tales como la temperatura, los rayos
ultravioleta (UV) (Samish et al., 2004), estrés osmotico y oxidativo (hemolinfa) (Shuyang et al.,
2012).

1.14.2.1. Germinacion.

La germinacion de las esporas es un proceso mediante el cual una espora emite uno o varios
pequefios tubos germinativos que al crecer y alargarse da origen a las hifas, este proceso depende
de las condiciones de humedad y temperatura ambiental. La espora que germina en el insecto
forma un tubo germinativo el cual funciona como una hifa de penetracién de la cuticula. También
puede producir una estructura llamada apresorio, la cual ayuda a la adhesion de la espora (Shah y
Pell, 2003). El éxito de la germinacién y penetracién no dependen necesariamente del porcentaje de
germinacion sino del tiempo de duracion de la germinacion, modo de germinacion, agresividad del
hongo, tipo de espora y susceptibilidad del hospedante (Cafiedo y Ames, 2004). De acuerdo con
Ibrahim y Jenkinson, (2002) un conidio ha germinado cuando la longitud del tubo germinativo es

mayor que su diametro.
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Figura 1.5. Germinacion a las 15 h de conidios de un entomopatégeno del género Metarhizium.

1.14.2.2. Germinacion en condiciones de hiperosmoralidad (Estrés osmaético).

La actividad del agua se define como el potencial quimico del agua libre en solucién; variaciones en
este potencial, que en la naturaleza pueden ser numerosas y repentinas, causan uno de los
estreses ambientales mas comunes, el estrés osmotico. Las células pueden tener que enfrentarse
tanto a una situacion de choque hiper-osmoético, que causaria salida de agua y pérdida de volumen,
como a un choque hipo-osmotico, con efectos contrarios a la situacion anterior. Generalmente es la

condicion de choque hiperosmoético la que se define como estrés osmotico (de Nadal et al., 2002).

Una célula expuesta a un medio con elevada osmolaridad puede deshidratarse, sufrir un colapso de
los sistemas de transporte i6nico con un incremento en la concentraciéon de biomoléculas e iones
gue puede, incluso, causar la pérdida de la viabilidad. Las alteraciones del volumen celular causan
también cambios en la estructura real. El estrés osmdético puede dafiar aspectos importantes de la
fisiologia celular como el crecimiento, el transporte vesicular y el nivel estructural de las
membranas, incluyendo la expresion de genes del metabolismo lipidicos, la flexibilidad vy
permeabilidad de la membrana celular. El estrés osmético viene acomparnado de un estrés salino,
debido a un descontrol en el balance de iones y cationes, que puede ser tdxico para la célula. La
regulacién de estos niveles se lleva a cabo a través de bombas idnicas especificas de las
membranas plasmaticas y vacuolares y de reguladores especificos del potencial de membrana (de
Nadal et al., 2002).

En este contexto, Shuyang et al., (2012) reportan que la eficacia de los HE en el control de plagas,
se ve afectada principalmente por diversos factores ambientales: el calor, la radiacion UV-B y por

las respuestas del insecto huésped, tales como estrés oxidativo y estrés osmético.

1.14.2.3. Termotolerancia.
Uno de los principales factores que pueden afectar la persistencia y eficacia en campo a los HE, es
la termotolerancia que poseen las cepas (Toriello, 2008; Hussein et al., 2010), siendo para

Metarhizium anisopliae 37° C la temperatura limite maxima para la germinacién de sus conidios
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(Walstad et al., 1970; Li and Feng 2009) y de 37 a 40° C para el crecimiento hifal (Li and Feng
2009). Aunque, estudios recientes han identificado cepas de Metarhizium anisopliae que toleran
temperaturas de 48° C sin afectar su actividad bioldgica (Li and Feng 2009; Rangel et al., 2005).
Debido a las inconsistencias que existen entre los resultados generados en condiciones de
laboratorio y de campo, la evaluacion de la termotolerancia de los HE es un paso necesario cuando
se evallan diferentes cepas, con base en ello, Li and Feng, (2009) sugieren evaluar la
termotolerancia para M. anisopliae a temperaturas entre 45 y 48° C. Por lo anterior, es necesario
conocer la temperatura Optima para el desarrollo de los aislamientos de estos hongos, con el fin de
liberarlos en las regiones y épocas en las cuales las temperaturas sean adecuadas (Berlanga-

Padilla y Hernandez-Velazquez, 2002).

1.15. Preservacion.

La investigacidn sobre microorganismos requiere conservar y almacenar el material microbiano de
interés puro y debidamente identificado, para garantizar la idoneidad y reproducibilidad en la
experimentacion, por esto es necesario contar con métodos de conservacion ex situ. El manejo de
microorganismos contempla métodos de conservacion de largo plazo, con los que se paraliza el
crecimiento de las células microbianas sin causar pérdida de viabilidad. Asi, se avala la estabilidad
genética al limitar la aparicibn de generaciones sucesivas y la latencia durante varios afios. Los
métodos de conservacion pertenecientes a este grupo incluyen: criopreservacion a -20 6 -80° C en
glicerol al 10%, liofilizacion, agua destilada estéril y aceite mineral (Gutiérrez et al., 2009). Sin el
embargo, el mejor método para preservar los HE es con nitrégeno liquido como crioprotectante a -
196° C, ya que mantiene su viabilidad celular y conserva sus propiedades bioldgicas (inefectividad y
virulencia) (Lépez-Lastra et al., 2002). La viabilidad es la cantidad de conidios que tienen la
capacidad de germinar después de un periodo prolongado de almacenamiento, expresada en
porcentaje. El estandar recomendado para la utilizacion de HE como agentes de control bioldgico es
una viabilidad mayor del 80% (Berlanga-Padilla, 2006; Angel-Cuapio, 2011). La eficacia de los
microorganismos utilizados como principio activo de bioplaguicidas esta directamente relacionada

con su viabilidad y puede ser afectada por diferentes factores ambientales (Samish et al., 2004).

1.16. Productos comerciales elaborados con base en hongos entomopatégenos.

A nivel mundial, desde la década de 1960 un nimero considerable de productos bioplaguicidas se
han desarrollado, y de 174 bioplaguicidas comercializados en todo el orbe, el 33.9% esta elaborado
con base en Beauveria bassiana, 33.9% en Metarhizium anisopliae, 5.8% en Isaria fumosorosea,
4.1% en B. brongniartii y el 10% restante en diversas especies de HE (Faria y Wright, 2007). En la
actualidad, muchos de los bioinsecticidas comercializados estan basados con los HE B. bassiana o
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M. anisopliae. Estas dos especies, tienen amplios rangos de hospederos. Botanigard es un
producto en emulsion liquida realizada con conidios de B. bassiana mientras que Mycontrol esta
elaborado con polvo de conidios (Glare, 2004). Durante el 2007 el mercado mundial estuvo
dominado por los productos BEA-SIN, Botani-Gard 22WP, Mycontrol, Mycotal, Meta-Sin, PAESIN,
FITOSAN y Biofung elaborados con base principal de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e
Isaria fumosorosea y en menor medida productos como Best, Best Ultra S, MildOut, Biobacter C,
Nemaxxion Biol que se elaboran con otros HE (Alatorre-Rosas, 2007). Para en el 2013 el 36% de
160 catalogos de bioinsecticidas comercializados fueron elaborados con el HE Beauveria bassiana.
y los productos se vendian bajo diferentes nombres, tales como BotaniGard o Mycotrol, basado en
la cepa GHA de B. bassiana de la empresa Laverlam Internacional, anteriormente Esmerald
Bioagricultura Corp. o Mycotech Corp (L6pez et al., 2014).

2. Antecedentes.

Fue Agostino Bassi quien descubrio a los HE, al encontrar que un microorganismo era el agente
causal de enfermar y matar al gusano de la seda y, que esta patologia se transmitia a otros
gusanos de la seda, mas tarde este microorganismo seria llamado Beauveria bassiana. En 1878 Eli
Mechnikoff cultivd masivamente a M. anisopliae como primer agente de CB. La aplicacién de los
hongos en inoculaciones masivas contra las plagas de insectos comenz6 con Krassilstchik en 1888;
con el desarrollo de plaguicidas de origen quimico, el conocimiento de los HE se frené y fue hasta la
década de 1960 del siglo pasado, cuando los problemas ambientales hicieron retomar el interés en
ello. El desarrollo de la cepas M. anisopliae var. acridium fue todo un éxito en la lucha contra la
langosta en varios paises. Inicialmente, una cepa de este hongo se desarroll6 en Africa, bajo un
programa llamado LUBILOSA, lo que llevo al desarrollo del bioplaguicida comercial “Green Muscle”.
Este programa ha inspirado el desarrollo de cepas autéctonas de M. anisopliae var. acridium en
otros paises. Por ejemplo, en Australia el éxito del Programa LUBILOSA se ha duplicado con el
desarrollo del GREEN GUARDE, basado en un aislado australiano de M. anisopliae var. acridium y
de otro aislado de M. anisopliae, se ha desarrollado un bioinsecticida llamado BioCane para el
escarabajo de la cafa (Dermolepida albohirtum). En Colombia distintos hongos entomopatdégenos

han sido probados contra (Diptera: Cecidomyiidae) que infesta el tomate (Travis, 2004).

Los hongos son uno de los miembros més activos de la comunidad bioldgica del suelo. Muchos
hongos saprofito y parasitos facultativos viven en el suelo. (Ghanbary et al., 2009). Los HE tienen
una distribucion mundial y de suelo se han aislado cepas de Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana o isaria fumosoroseus. (Keller et al, 2003; Hajek, 1997; Zimmermann, 1986 y, Meyling y
Eilenberg, 2007).
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En la Universidad Auténoma Metropolita (UAM-1) se tienen distintas lineas de investigacion con
cepas HE. Las cepas con las que actualmente se cuenta son: Metarhizium anisopliae CP-OAX, M.
anisopliae 59, Beauveria bassiana 88 e Isaria fumosorosea CNRCB1 y ARSEF 3302 que, son los
qgue constituyen la coleccion de la UAM-1, dentro de esta coleccion, aun no se conocen los HE

endémicos del suelo del D.F.

3. Justificacion.

Casi el 60% del territorio del D.F. es de uso agricola, en él se llevan a cabo el cultivo de diversos
productos agricolas como el amaranto, maiz, hortalizas, leguminosas, plantas medicinales,
aromaticas y ornamentales ((INEGI, 2002). Los problemas fitopatoldgicos que estos cultivos
enfrentan son diversos, aunado a los elevados costos de produccién que los agricultores tienen que
desembolsar por la aplicacion de plaguicidas de origen sintético. La problematica se agrava, pues
muchos de plaguicidas son téxicos con el medio ambiente, ademas de afectar la salud humana
(Garcia-Gutiérrez 'y Gonzalez-Maldonado, 2010). En el suelo existe variedad de insectos,
protozoarios, bacteria, virus, nematodos y hongos, que en su conjunto son parte de la microbiota
benéfica del suelo, cuya contribucién radica en la disminucion de las pérdidas de los productos
agricolas, ocasionados por el ataque de plagas de insectos (Alatorre et al. 2000). El conocimiento
de la macro y microbiota es de suma importancia y en particular para este trabajo, el conocimiento
de los HE que habitan en el suelo agricola del D.F. es de gran importancia para su
aprovechamiento sustentable, con fines en la sustitucién de los plaguicidas de origen sintético
comUnmente utilizados por los productores del D.F., ya que, el uso de cepas endémicas ofrece

grandes contribuciones a los agroecosistemas (Meyling y Eilenberg, 2007).

Actualmente no se han desarrollado trabajos sobre al aislamiento de los HE del suelo agricola del
D.F. Por lo tanto, este trabajo dard inicio al conocimiento de la diversidad de HE presentes en suelo
agricola del D.F. para el desarrollo de cepas utilizables en programas integrales de plagas en las

zonas agricolas del D.F.

4. Hipotesis.
Los hongos entomopatdgenos aislados de suelo agricola del Distrito Federal tendrdn una calidad

similar a los hongos entomopatégenos de preparaciones comerciales.

5. Objetivos
5.1. General.
Aislar cepas de hongos entomopatdgenos de suelo agricola del Distrito Federal y comparar su

calidad con una cepa comercial.
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5.2. Particulares.

Aislar hongos entomopatdgenos de suelo de 5 Delegaciones agricolas del D.F.
Identificar morfologica y molecularmente los aislados.

Depositar muestras de todos los aislamientos obtenidos en el CNRCB.
Preservar al menos un aislado de cada Delegacion en dos métodos.

Caracterizar el suelo del que se obtuvieron los aislados.

I T o

Determinar la produccion de conidios en arroz de los aislados seleccionados Vs una cepa
comercial.
7. Comparar la calidad de conidios de los aislados seleccionados con una cepa comercial.

6. Materiales y métodos.

6.1. Desarrollo de la clave de los aislados

El primer aspecto de la metodologia fue desarrollar una clave para cada aislado y con ella identificar
a la Delegacién de donde fueron obtenidos. De esta forma se determind constituir la clave de tres a
cuatro letras que son parte del nombre de cada delegaciéon considerada; ademas de designar y
representar a cada aislado, los diferencia entre las distintas delegaciones muestreadas del D.F.
También se buscé, que la frase o sonido generado para cada abreviacién no tuviesen parecido
entre ellas. Asi las claves de las siete delegaciones rurales agricolas del D.F., con las que en lo
sucesivo se identificara y escribira después del respectivo nombre cientifico, se muestra en la tabla
6.1.

Delegacion Clave
Alvaro Obregén Alo
Cuajimalpa Cuj
Magdalena Contreras Mag
Milpa Alta Mia
Tldhuac Tac
Tlalpan Tap
Xochimilco Xoch

Tabla 6.1. Claves asignadas a cada Delegacion.
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6.1.1. Clave para aislamientos plurispdricos.

Una vez obtenida la clave de cada delegacion, se determiné asignar un numero en forma
ascendente, que seria escrito después de la clave y separados (clave y numero) por un guion;
dependiendo el nimero mayor de la cantidad de aislados obtenidos por delegacién. La anterior
descripcién corresponde a los aislados plurispéricos, que fueron los primeros aislamientos

obtenidos a partir de suelo e insectos.

Delegacion Clave Nombre cientifico Nombre completo

Milpa Alta Mia-1 Metarhizium anisopliae =~ Metarhizium anisopliae Mia-1

Tabla 6.2. Ejemplo de un nombre hipotético para un aislamiento plurispérico.

6.1.2. Clave para aislamientos monospéricos.

Para los aislamientos monospéricos, que fueron obtenidos a partir de los aislamientos plurispéricos,
se acordo designarlos utilizando la nomenclatura ya establecida para los aislamientos plurispéricos,
con la salvedad de adicionar, después del digito, un punto y un decimal, que hacen referencia al

ndmero de aislamientos monospéricos obtenidos de cada plurisporico.

Delegacién Clave Nombre cientifico Nombre completo

Milpa Alta Mia-1.1 Metarhizium anisopliae Metarhizium anisopliae Mia-1.1

Tabla 6.3. Ejemplo de un nombre hipotético para un aislamiento monospérico.

6.2. Colecta de suelo e insectos.
Para la colecta de suelo agricola y forestal e insectos, se realizdé un recorrido a cada una de las 7
Delegaciones rurales del D. F., las cuales son: Alvaro Obregén, Cuajimalpa, Magdalena Contreras,

Milpa Alta, Tlalpan, Xochimilco y Tlahuac la informacion recaba se muestra en la tabla 6.4.
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Figura 6.1. Los 7 puntos muestreados del D.F.

En la Delegacion Alvaro Obregén la colecta se realizé en cultivo de maiz del ejido de San Mateo. En
Cuajimalpa el cultivo de colecta es de frambuesa, se ubica en la calle lajas, No 51, Col. Pueblo San
Lorenzo Acopilco. En la Delegacion Magdalena Contreras la colecta fue en zona forestal conocida
como paraje los Cedros, Pueblo San Nicolas Totolapan. En Milpa Alta se muestreo en un cultivo de
nopal del ejido San Jer6nimo. En Tlalpan se colecto en un cultivo de acelga. En Xochimilco se

colecto en cultivo de maiz y en Tldhuac se colecto en cultivos de maiz, amaranto y hortalizas.
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Fecha Coordenadas geografica Delegacion | Cédigo | Predio Propietario | Muestra
de de
colecta | Punto | UTM 14Q muestra
08- 1 2135517 | 0464934 | Cuajimalpa | Cuj Calle Marciala Suelo e
octobre- lajas, No | Pefialoza insectos
13 51, Col. | Baltasar
2 2135544 | 0464951 Pueblo
3 2135521 | 0464922 San
4 2135554 | 0464934 Lorenzo
Acopilco.
Cultivo de
frambuesa

Imagen

Cuajimalpa de_More!o§ .Cn_{dad geM‘éxgco (D) _E',M.e'méo

lajas 4 ‘la;as 3

Georreferencia del predio las lajas.
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9- 1 2125409 | 0500933 | Tlahuac Tac El llano Asociacién | Suelo e

RSO,
EEIMexicomliahuacs

octubre- de insectos

13 comuneros
2 2125543 | 0500859 del Llano
3 2125569 | 0500833 Tecomitl-
4 2125847 | 0500876 San Juan.
5 2126001 | 0500913 Cultivo:
6 2126186 | 0500958 Maiz,
7 2126365 | 0501004 Hortalizas y .
8 2126323 0501043 Amaranto = ”anosé?':amo 14 8SaniMarcos Huitzilz
9 2126226 | 0501120 Elllano B NBE llano 1
10 2126135 | 0501192 L e
11 2126033 | 0501273 il i (%\a«:‘p\?m?‘}\t
12 2125887 | 0501383 $Santa CatarinalAyotzin
13 2126145 | 0501479
14 2126077 | 0501548
15 2126267 | 0501615
16 2126205 | 0501765
17 2126324 | 0501810
18 2126289 | 0501905
19 2126292 | 0501915
20 2126294 | 0501979
21 2126342 | 0502084
22 2126321 | 0502134
23 2125722 | 0501836
24 2125665 | 0501960
25 2125642 | 0502032
26 2125007 | 0501414

\\p¥e
82

o Googlees
il

)

Georreferencia del predio el Llano.
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10- 2120430 0502344

Octubre-

13
2120446 0502346
2120454 0502365
2120425 0502363

Milpa Alta

Mia

Ejido San
Jerénimo

Pedro de la
Rosa
Martinez

Suelo
insectos

e

MilpaiAlta

EiS:Jerdnimo ‘t5Je'on mo

E S Jerdnio

Georreferencia de Milpa Alta.

E S‘Jerommo
" d
EfS.erénimo

ES Jercmo‘ ‘ESJerommo

-

oy -3

Georreferencia del ejido San Jerénimo.

Google eart
|

Google earth
C
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13- 2139015 | 0472534 | Alvaro Alo. Ejido de | Marcela Suelo e
octubre- Obrego6n San Mateo. | Martinez insectos.
13 Gomes.

2139045 0472519

2139022 0472472

2138985 | 0472495

Georreferencia de Alvaro Obregén.

La) ):\‘l\' 3]

Georreferencia del ejido dan Mateo.
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14- 2126842 0495702

octubre-

13
2126833 0495702
2126842 0495682
2126853 0495691

Xochimilco

Xoch

Ejido de la
zona cerril
de San
Gregorio
Atlapulco

Oton Galicia

Suelo e
insectos

S. Gregorio ‘S Gregorio

S: Gregorio

2

. g5
Exochimilco

v AL

- e
k.m\:\k_ |

Georreferencia de Xochimilco.

¥

S. Gregorio
S Gregoriol ‘S Gregorio

LY

S‘-\Gregono

RV
Google

Georreferencia del ejido San Gregorio Atlapulco)
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22- 2123494 0482933

octubre-

13
2123464 0482936
2123451 0482981
2123452 0482979

Tlalpan

Tap

Predio
Ocotla, San
Miguel
Topilejo

Albino Flores
Garcia

Suelo
insectos

e

| 3 o Rt 1, 4
fajMagdalenaiContrerasiCiudadideiMexicol DIETIMexICo

- §

0
UEER

PAOcotla o Ocotla
P Ocotla

Georreferencia de Tlalpan.

‘P Ocotla

uk]

Georreferencia del predio Ocotla

Xochimilco

\E
wr

( ;t\(\::'k" LY

\

)
.

)
‘D Ocotla

IP Ocotlg

\-‘U(\:{lk' L

\
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25- 1 2131807 0473677 Magdalena Mag Paraje los | Aurelio Luna | Suelo e
octubre- Contreras Cedros San | Hernandez insectos
13 Nicolas

2131790 0473701 Totolapan

2131718 0473618

2131733 0473603

¢ o) 3 - .
a Contreras .Ciudad/de MéxiCo¥ D 'F MeXiCO (La,?v‘agcialevwa Contreras

-

O
Jilalpans

P. Cedros IP Cedros
P. Cedros

Google eart

Georreferencia de Magdalena Contreras.

PACedros &
o cedros

Gox \:\‘l\' rtr

Georreferencia del paraje los Cedros.

(Zimmerman, 1986; Hernandez et al.,, 2011; Carrillo et al.,
2013)

Tabla 6.4. Muestreo y Georreferencia de los 7 recorridos realizados en las delegaciones rurales del D.F. El sistema UTM (Universal Transversa de
Mercator) es una referencia Internacional que nos permite ubicar geograficamente un objeto en la Tierra y asi conocer su latitud y longitud, la cual esta dada
n metros. El numero 14 indica a que region de la Republica Mexicana pertenece esa coordenada relacionado con el Huso. La letra Q esta relacionada con la

Latitud.
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Las primeras 6 zonas de colecta (Alvaro Obregén, Cuajimalpa, Magdalena Contreras, Milpa Alta,
Tlalpan, Xochimilco) tienen magnitudes de 3,000 a 8,000 m?, la colecta se realizé6 tomando suelo
de perimetro en el interior del cultivo. Excepto en la séptima zona de muestreo (Tlahuac), misma
gue tiene 105 hectareas de cultivos; en este caso, el muestreo se realizé en toda la extension de

su perimetro.

Figura 6.2. Ejemplo de la forma colectada en 6 delegaciones.

En cada uno de los siete predios se colectaron en bolsas de plastico 10 muestras de 1/2 kg
aproximadamente, se tomaron con un cucharon de plastico a una profundidad no mayor a 15 cm, se
guardaron en hielera (Zimmermann, 1986) y se etiquetaron con los datos de la fecha de colecta,
nombre del colector, zona de colecta, Delegacion, clave de la Delegacion, se registro el cultivo del
gue se muestreo y el nombre del agricultor. Ademas, los sitios muestreados fueron ubicados con un
Geoposicionador Satelital (Garmin etrex) y todas las muestras de suelo fueron almacenadas en
refrigeracion a una temperatura de 4°C (Hernandez et al.,, 2011), en el cuarto frio, donde

permanecieron hasta su procesamiento.

En tubos estériles falcon, se colectaron insectos vivos con pinzas de diseccion, incluyendo trozos de
hojas del cultivo de donde se tomaron; fueron llevados al laboratorio (Carrillo et al., 2013) W-104 de
hongos filamentosos de la UAM-I, donde fueron procesados el mismo dia de colecta. Se recabaron

los mismos datos de la colecta de suelo.

B OWENE - )

Figura 6.3. Muestras de suelo e insectos colectados y etiquetados.
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Magdalena Contreras Magdalena Contreras

Figura 6.4. Colecta de suelo e insectos en las 7 Delegaciones Rurales del D.F.
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6.3. Aislamiento de HE (obtencién de aislados plurisporicos)

6.3.1. Aislamiento por el método de trampeo.

Para el aislamiento de Hongos entomopatdégenos se utilizaron muestras de suelo de las siete
Delegaciones. Las muestras de suelo fueron cernidas con un tamiz del namero 10 (CENICANA,
2012) y humedecidas, se tomaron submuestras de 60 g y se vertieron en vasos de plastico cristal
desechable No 6, se agregaron 5 larvas de Tenebrio molitor o Galleria mellonella se taparon, cada
24 horas los vasos se giraron 180° para que las larvas estuviesen en mayor contacto con el suelo,
en el séptimo dia de incubacion, las larvas muertas fueron separadas del contenedor de plastico
para continuar con el procesamiento. A las larvas con micosis, se les retiré el exceso de suelo con
un pincel, después se sumergieron un minuto en una soluciéon de alcohol al 70 %, después 5
minutos en solucién de Hipoclorito de sodio al 1 %, y finalmente 3 lavados en agua destilada estéril
de 5 minutos cada uno (Carrillo et al, 2013). Las larvas se colocaron sobre papel filtro estéril a fin de
remover el exceso de humedad, se colocan en cadmara humeda e incubaron a 28 ° C y en
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. En condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar)
las larvas fueron retiradas de la cadmara humeda y se eligieron las que presentaban signos de
micosis por HE, se sembré un corte transversal de las larvas infectadas en el centro de placas de
agar (cajas Petri) con medio de cultivo SDA (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V.
Cuautitlan itzcalli) (Carrillo et al, 2013; Zimmermann, 1986), fue preparado de acuerdo a las

especificaciones del fabricante (a una concentracion de 65 g/L).
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Figura 6.5. Proceso del trampeo para obtener aislamientos plurispéricos (pasos del 1 al 12).

47



6.3.2. Aislamiento por el método de alicuota.

En tubos Eppendorf con 1 mL de agua destilada esterilizada y 0.35 g de suelo de las 7 zonas
colectadas, se prepararon alicuotas, se agitaron en vortex durante 30 s. Los tubos se prepararon
por cuadruplicado para cada delegacién. En condiciones de esterilidad se sembraron 50 pyL de
alicuotas en placas con medio de cultivo selectivo para Metarhizium (SM) y medio de cultivo
selectivo para Beauveria (BSM). Los medios de cultivo fueron elaborados con ADS (BPBioxon ®
Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan ltzcalli). Cuando el medio de cultivo estaba a
una temperatura de 60° C, se le agregé 0.05 g/ml de tetraciclina y 0.05 % de desoxicolato de sodio
(Sigma Aldrich) para preparar medio BSM, y para preparar medio SM, al ADS (BPBioxon® Becton
Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan Itzcalli) se le agregé 500 uL de cloranfenicol y 0.05 %
de desoxicolato de sodio (Sigma Aldrich) (Meyling, 2007).

6.3.3. Aislamiento a partir de insectos colectados.

Los insectos colectados fueron procesados el mismo dia de colecta. Se retiraron de los tubos y se
colocaron en camara humeda, después de 14 dias los insectos muertos con signos de micosis,
presuntamente por un HE, fueron procesados de la siguiente forma: se limpiaron con un pincel, se
desinfectaron en solucion de alcohol al 70 % por 1 minuto, después un lavado de 5 minutos en
solucién de Hipoclorito de sodio al 1 %, y finalmente 3 lavados en agua destilada estéril de 5
minutos cada uno, se colocaron sobre papel filtro estéril a fin de remover el exceso de humedad
para colocarlo en cAmara humeda e incubar e 28 ° C y con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad.
En condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar), se tomd una asada del micelio que crecié
sobre la superficie externa del cuerpo del insecto y se inocul6 en cajas de Petri con medio de cultivo
SDA (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan ltzcalli) (Carrillo et al, 2013;
Zimmermann, 1986).

Figura 6.6. Aislamiento de HE a partir de insecto.
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6.4. Cultivo monospdrico.

El cultivo monosporico se elabord en un medio de cultivo agar-agua (BPBioxon ® Becton Dicknson
de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) al 1.5 % con agar bacteriolégico y una solucién de
Tween 80 al 0.03 % (AMRESCO®) esterilizado en autoclave a una presién de 15 Ib/in? durante 15
minutos. De un aislado con 15 dias, se tomé una cantidad no determinada de conidios y se
colocaron dentro de un frasco vial con 15 mL de Tween 80 al 0.03% (AMRESCO®), de esta
suspension se tomaron alicuotas de 100 yL y se sembro6 por césped en cajas de Petri con agar-
agua (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan Itzcalli) al 1.5% e incub6 24
h a 28° C con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Se observé al microscopio para comprobar
la germinacion de los conidios y en condiciones estériles se tomd un conidio germinado para
sembrarlo en una placa de ADS (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan
Itzcalli) y se incubo a la misma temperatura y fotoperiodo ya mencionados. (Carrillo et al, 2013). De

cada aislado plurisp6rico se obtuvo un aislado monospérico.

Germinacion

Figura 6.7. Proceso de obtencion del cultivo monospérico

6.5. Identificacién morfolégica.

La identificacion morfolégica se realizé a través de lecturas microscopicas en preparaciones
elaboradas con muestras de cada una de las aislados monospdricos. Las muestras se prepararon
inoculando 100 uL de una suspension de conidios en agar-agua (BPBioxon ® Becton Dicknson de

México S. A. de C. V. Cuautitlan Itzcalli) al 1.5% y se incub6 a 28° C con fotoperiodo de 12 h luz y
49



12 h oscuridad; el cultivo se extendio por 7 dias, su crecimiento se frend con unas gotas de azul
lactofenol (HYCEL DE MEXICO S. A. de C.V.). Se cort6 un fragmento de cultivo y se realizaron
montajes en portaobjetos, donde se observaron las estructuras reproductoras de los aislados. La
identificacion morfolégica de los aislados se realiz6 a partir de observaciones con microscopio
(OLYMPUS BX50) y con el programa Image-Pro plus 6.3 se tomaron las imagenes y medidas de las
estructuras reproductoras para cada aislado; al menos 30 mediciones de conidi6foro, fialides y
conidios de cada aislado se obtuvieron. La identificacion morfol6gica se realizd con base en las
claves de Humber (2012).

Figura 6.8. Montajes y equipo de microscopia para realizar la identificacion morfolégica.

6.6. Identificacion molecular.

6.6.1. Obtencidén del micelio fangico.

En condiciones de esterilidad se inoculé con asa microbioldgica conidios de los aislados en 50 mL
de medio liquido de cultivo, previamente elaborado con 10 g/L de peptona (BPBioxon ® Becton
Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan Izcalli) y 20 g/L de glucosa (REASOL MR) y
esterilizado a una presién de 15 Ib/in% el cultivo se incubé a 28° C con fotoperiodo de 12 h luz y 12
h oscuridad por 6 dias (Carrillo et al, 2013).
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Figura 6.9. Cultivo del micelio flingico de los aislados para su identificacion

6.6.2. Extraccion del ADN.

La extraccion del ADN se realiz6 siguiendo el protocolo-Promega del kit de purificacion comercial
Wizard®. Aproximadamente 2 g de micelio cultivado fue macerado en un mortero con un volumen
adecuado de nitrogeno liquido; una pequefa porcion de micelio pulverizado fue vertido en un tubo
Eppendorf (estéril) de 2 ml y se siguieron las instrucciones del kit de extraccion. EI DNA fue

almacenado a -80° C

Figura 6.10. Extraccién del AND con el kit de Promega de purificacion comercial Wizard®.
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6.6.3. Electroforesis en gel de agarosa.

Para comprobar la calidad e integridad del ADN obtenido se realiz6 electroforesis en gel de
agarosa. El gel se elaboré con 0.5 g de agarosa (marca Mercury) diluidos en 40 mL de solucion
TAE 1X y 0.2 pL de rojo de Texas. Para cada muestra se colocaron 6 ul de agua destilada des-
ionizada, 1 pl de buffer de carga y 1 ul de muestra ADN. El corrimiento electroforético se realiz6 a
85 Volts por 55 minutos. La imagen del gel fue tomada en un fotodocumentador de microscopia

fluorescente, modelo 2200 pro, de la marca Carestream.

6.6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion de PCR se realizé con el kit master mix HotStar Taqg ® (QUIAGEN), se prepard en un
tubo Eppendorf de 200 uL a un volumen total de 25 pL. Las cantidades de cada reactivo y el orden
en que se mezclaron fueron: 12.5 pL polimerasa Master mix, 1.5 pyL de cada primer que
amplificaran los espacios transcritos internos (ITS) (forward 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3
y reverse 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), 10 uL de agua libre de RNAsas (QUIAGEN) y 1
pL de ADN de cada aislado. Las condiciones de reaccion fueron 95° C por 5 minutos, 94° C por 1
minuto, 48° C por 45 s, 72° C por 1 minuto, realizando 35 ciclos y finalmente la extensién a 72° C
por 10 minutos. Como control negativo se utilizé la misma cantidad de primers, de Master mix y de
agua destilada desionizada pero sin ADN. La imagen del gel fue tomada en un fotodocumentador

de microscopia fluorescente, modelo 2200 pro, de la marca Carestream.

6.6.5. Electroforesis de PCR en gel de agarosa.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se elaboré un gel de agarosa para PCR con 0.5 g de
agarosa (marca Mercury) en 50 mL de solucion TAE 1X y 0.2 uL de rojo de Texas. Se mezclaron 1
uL de buffer de cargay 2 pL de la reaccion de PCR de cada muestra y se depositaron en el gel. El
gel se corri6 a 85 Volts por 55 minutos. La foto del gel de PCR fue tomada con el mismo

fotodocumentador ya mencionado.

6.6.6. Purificacidn, secuenciacién e identificacion de los aislados.

Corroborada la aparicién de las bandas (producto de PCR) en el gel, la mezcla de reaccién de PCR
de cada aislado (incluyendo el control), fueron purificadas en gel de sephadex (GE Healthcarre) y
finalmente enviadas a secuenciacién al Laboratorio Divisional de Biologia Molecular (LDBM) de la
Direccion de Ciencias Biologicas y de la Salud (CBS ) de la UAM-I. El secuenciador empleado fue
un Applied Biosystems, modelo Abi Prism 3130 XL (Hitachi). Las secuencias de los primers
amplificadas fueron comparadas en la base de datos de HE del programa informatico de

alineamiento de secuencias (BLAST) del National Centre for Biological Sciences (NCBS).
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Para comprobar que la extraccion de ADN y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de todas
las cepas silvestres se realizd correctamente, se decidié utilizar durante el procesamiento de las
muestras de la identificacién molecular, al HE Metarhizium anisopliae var. lepidiotae CP-Oax como
control positivo, que es parte de la coleccion de HE del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo Texcoco.

6.7. Preservacion de los aislamientos.

Con la finalidad de determinar la sobrevivencia de los conidios a través del tiempo de las cepas
monosporicos de Metarhizium robertsii Xoch-6.1, Metarhizium sp Xoch-3.1, Metarhizium sp Mag-
1.1, Metarhizium sp Xoch-4.1, Metarhizium sp Cuj-3.1 y Metarhizium sp Mia-4.1, el porcentaje de
viabilidad fue evaluado después de 5 meses.

Una colonia de 14 dias de cada cultivo fue seccionada en trozos de 5 mm de diametro con un
sacabocados y en condiciones de esterilidad fueron preservados por 2 métodos: a) Crio-
preservacion. Se colaron 3 segmentos de 5mm de didmetro en crio-viales (CORNING ®) de 2 mL
de volumen, se les agrego 1.8 mL de una solucion de glicerol al 10 % y las muestras se crio-
preservaron a -80° C. b) Refrigeracion, a los crio-viales con 3 segmentos de cultivo se le agrego 1.8
mL de agua destilada estéril y se guardaron en refrigeracion a 4° C (Lopez-Lastra et al., 2002;

Carrillo et al, 2013; Montesinos-Matias, 2008). Para cada cepa fueron almacenados 10 crio-viales.

Cada mes fue retirado un crio-vial de ambos tratamientos de cada cepa para medir su viabilidad, a
partir del que se elaboré una suspensién de conidios de 1x10* con/mL e inoculando 30 uL
(aproximadamente 300 conidios) en placas de Agar Maltosa Sabouruad (AMS), la composicién del
cultivo es la siguiente en g/L: Maltosa 20, Peptona de carne 2.5, Peptona de caseina 2.5, Agar
Bacteriolégico 15 y Extracto de levadura 0.5 (todos de la marca BPBioxon ® Becton Dicknson de
México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) y adicionado con Desoxicolato de sodio a 0.5 g/L (Sigma-
Aldrich), con cuatro repeticiones, los cultivos fueron incubados a 28° C con fotoperiodo de 12 h luz y
12 h oscuridad, una caja con SDA sin sembrar fue colocada como control. La viabilidad se reporté
como unidades formadoras de colonias (UFC) (Garcia-Ortiz, 2012; Angel-Cuapio, 2011), a
diferencia de los autores, en este trabajo, las colonias formadas se contaron a las 48 horas. En el

dia del inicio de la preservacion, también se midi6 la viabilidad de cada cepa.
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Figura 6.11. Preservacion de 7 cepas aisladas del D.F.

6.8. Envio de muestras al Centro Nacional de referencia de Control Biol6gico (CNRCB)

Se prepararon cultivos plurispéricos y monospadricos por duplicado de todos los aislados obtenidos
en agar SDA en (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan lzcalli) tubo
inclinado; en total, 108 tubos se enviaron al CNRCB para el registro, resguardo aprovechamiento,
investigacion y conservacion de los HE silvestres endémicos del D.F. Los certificados de depésito

se muestran en el anexo nimero 3.

Figura 6.12. Muestras de las cepas aisladas para su envio y depdsito en el CNRCB.
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6.9. Produccién de conidios en sustrato sélido (arroz).

A partir de este punto, se trabajo exclusivamente con las cultivos monospdéricos de Metarhizium sp.
Xoch-8.1, Metarhizium anisopliae Tac-3.1, Metarhizium sp. Cuj-2.1 y el aislado plurispdrico
Beauveria bassiana Tac-1. Se realizaron 2 experimentos, en el primero se compar6 entre los 4
aislados la produccion de conidios en arroz y las pruebas de calidad (germinacién, estrés osmotico,
termotolerancia y bioensayo) de cada aislado; en un segundo experimento fue incluido la cepa
comercial Metasin® Metarhizium anisopliae ABNMa201 de la empresa Agrobionsa, con quien fue
comparado los mismos parametros; la cepa ABNMa201 fue aislada sembrandola por estria cruzada
en caja de Petri con ADS (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli),
posteriormente se resembro un cultivo monocolonia siguiendo la técnica de Angel-Cuapio, (2011) y

se realiz6 su identificacion morfoldgica siguiendo la metodologia del apartado 6.5.

6.9.1. Preparacion del in6culo.

Se inocularon las cepas en matraz Elernmeyer de 250 mL de capacidad, con medio de cultivo ADS
(BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) e incubaron a 28° C con
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, durante 7 dias (Angel-Cuapio, 2011).

Figura 6.13. Indculo de 7 dias de cultivo para resiembra en arroz.

6.9.2. Produccioén de conidios en arroz.

Se realizaron cinéticas de produccién de conidios por triplicado para cada cepa de 7 y 10 dias de

cultivo, utilizando botellas seroldgicas con 10 g de arroz precosido (Valle Verde ®) esterilizado e

inoculado con una suspensién de conidios de 1x10” con/mL, elaborada con el inéculo cultivado por
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7 dias en ADS (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan lzcalli); se agreg6
5.05mL de agua estéril y se homogenizé el in6culo con el arroz pre-cosido, se incubd a 28° C con
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. En el dia 7 y 10 de cultivo fueron cosechados los conidios
transfiriendo a un vaso de precipitados el cultivo y se adicionaron 60 mL de Tween 80 al 0.05%
(AMRESCO®), se agité durante 10 minutos en una parrilla magnética (Barnstead International), se
realiz6 el conteo de conidios en la cAmara de Neubauer para determinar el rendimiento de conidios.
La produccion de conidios se reporta como conidios por gramo de sustrato sélido inicial (con/gssi)
(Angel-Cuapio, 2011).

Figura 6.14. Cultivo de las 4 cepas aisladas en arroz y la cepa comercial ABNMa201.

6.10. Pruebas de calidad.

6.10.1. Germinacion.

A partir de conidios cosechados por 10 dias de cultivo en arroz de las 4 cepas, se elaboré una
suspensién de conidios de 1x10” con/mL con la cual, se sembraron 50 pL en placas de SDA
(BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) por césped
(distribuyendo sobre el agar con varilla de vidrio el inéculo) con 2 repeticiones. Se contaron al
menos 3 sectores de la caja donde se podia contar conidios germinados a las 15 h de incubados los
cultivos a 28° C y con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad; se colocé una caja con medio SDA
(BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) sin in6culo como control.
Los conidios se consideraron germinados cuando la longitud del tubo de germinacién fue mayor que

el doble del diametro de los conidios (Miranda Hernandez et al., 2014).
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Figura 6.15. Germinacién de conidios de aislados del género Metarhizium.

6.10.2. Germinacién en condiciones de hiperosmoralidad (Estrés osmotico).

Se evalug la resistencia de las 4 cepas en 2 concentraciones diferentes de sal. A través de inocular
30 pL de una suspension de conidios de 1x10* con/mL en placas de SDA (BPBioxon ® Becton
Dicknson de México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) a concentracion de 0.3 M y 0.5 M, la
suspension fue elaborada con conidios cosechados en arroz (dia 10). La siembre fue en
condiciones de esterilidad e incubada a 28° C con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, con 5
repeticiones y se colocé una caja con medio SDA (BPBioxon ® Becton Dicknson de México S. A. de
C. V. Cuautitlan itzcalli) sin in6culo como control; la viabilidad se reporté como unidades formadoras
de colonias (UFC) (Miranda Hernandez et al., 2014). A las 48 horas de cultivo fueron contadas las

colonias formadas.

6.10.3. Termotolerancia.

A partir de los conidios cosechados en arroz para cada una de las cuatro cepas, se preparé una
suspensién de conidios de 1x10* con/mL, entonces 1 mL de esta suspensiones fue colocado en
tubos de vidrio y sometidos en bafio de agua a una temperatura de 45° C a distintos tiempos
(tratamientos), 0 h (como control), 0.5 h, 1 h, 1.5 h, 2 h y 3 h, con 5 repeticiones para cada
tratamiento, enseguida los tubos fueron agitadas en un bortex (Scientific Industries, New York, NY)
y 30 pL fueron inoculados (300 conidios) en placas de SDA (BPBioxon ® Becton Dicknson de
México S. A. de C. V. Cuautitlan itzcalli) y esparcidos con una varilla de vidrio sobre la superficie del
medio de cultivo, se incub6 a 28 ° C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Una caja con
medio SDA se colocé sin inéculo como control. El porcentaje de viabilidad de los tratamientos fue
comparada con el del control y la informacion experimental fue ajustada al modelo de decaimiento
exponencial (Miranda Hernandez et al., 2014), Las unidades formadoras de colonias fueron

contadas 48 h después.
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6.10.4. Bioensayos.

Se cosecharon conidios del dia 10 de cultivo de las 4 cepas y se preparé 20 mL de una suspension
de conidios 1x10® con/mL. En ella fueron sumergidos durante 15 segundos larvas de Tenebrio
mollitor, usando como unidad experimental una caja de Petri con 10 larvas y 5 repeticiones por cepa
(5 unidades) y una unidad experimental como control, estas larvas fueron sumergidas 15 segundos
en una solucién de Tween 80 al 0.03 % (AMRESCO®) estéril. Todas las unidades experimentales
fueron colocadas dentro de camara himeda e incubada a 28 ° C con fotoperiodo de 12 h luz y h
oscuridad; el bioensayo se dejé correr por 14 dias, las larvas fueron revisadas a partir del tercer dia
y después a diario hasta el término. Las larvas muertas fueron transferidas a otra camara himeda
para estimular el crecimiento flngico, si es que la larva habia muerto por un HE (Montesinos-Matias
et al., 2011). La informacion del bioensayo se ajustaria al modelo de decaimiento exponencial Y =
(100 — S) e*™) + S: donde

Y =100; si 0 £t <ty donde:

Y es el porcentaje de sobrevivencia al tiempo t.

k es la velocidad de muerte especifica (dias™).

to es el tiempo de retraso en que ocurre la primera muerte (dias).

S es el porcentaje de sobrevivencia estimado (%6).

A reserva, de que el porcentaje de muerte de los bioensayos alcance en al menos dos cepas el
60%.

Figura 6.16. Realizacién del bioensayo con los conidios cultivados en arroz de las 4 cepas aisladas y la cepa
comercial ABNMa201.
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6.11. Caracterizacion del suelo.

La caracterizacion del suelo se realzé en las muestras de las que solamente se pudo aislar HE
(Milpa Alta, Tlahuac, Magdalena Contreras, Cuajimalpa y Xochimilco), misma que se fue elaborada
en el Laboratorio de Fisica de Suelos del Edificio de Edafologia del Colegio de Posgraduados,

Campus Montecillo, Texcoco.

6.12. Analisis estadistico.

La prueba de germinacién fue reportada como porcentaje de germinaciéon. Para la informacion de
preservacion de 7 cepas, estrés osmatico y produccion de conidios en arroz, se realizé una ANOVA
de una via y una prueba de comparacion de medias de Tuckey (alpha 0.05). En el caso de la cepa
B. bassiana para la produccion de conidios se realiz6 una prueba de comparacién de medias de t
Student (alpha 0.05), el programa estadistico utilizado fue el SPSS y los datos de termotolerancia

fueron ajustados al modelo de decaimiento exponencial.

7. Resultados y discusion.

7.1. Aislamiento de Hongos entomopatdgenos de suelo e insectos.

Del suelo colectado de las siete Delegaciones Rurales del D.F., se aislaron 25 cepas de HE de
suelo de 5 Delegaciones y una cepa aislada de insecto, dando un total de 26 cepas aisladas. La

distribucion de cepas aisladas por Delegacion es mostrada en la tabla 7.1.

Coordenadas No. de aislados por
Delegacion Localidad geogréficas Cultivo localidad
UTM 14Q Beauveria Metarhizium

Alvaro Obregon San Mateo 2139015 0472534 Maiz 0 0
Cuajimalpa San Lorenzo Acopilco 2135517 0464934 Frambuesa 0 5
Magdalena San Nicolas Totolapan 2131807 1473677 Fresa 0 1
Contreras
Milpa Alta San Jerénimo Miacatla 2120430 0502344 Nopal 0 4
Tldhuac San Juan Ixtayopan 2125409 0500933 Maiz y

amaranto
Tlalpan San Miguel Topilejo 2123494 0482933 Acelgas
Xochimilco San Gregorio Atlapulco 2126842 0495702 Maiz

Tabla 7.1. Localizacion geografica y politica de las zonas elegidas para el aislamiento de hongos
entomopatdgenos. Se muestra también el tipo de cultivo de cada campo agricola y forestal del D.F.

59



Los HE Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tienen una distribucién mundial (Bidochka et
al., 1998; Keller et al., 2003; Meyling y Eilenberg, 2006; Meyling et al., 2009), siendo géneros de HE
que fueron aislados en éste trabajo. Kelleret al, (2003) analizaron 82 suelos distintos, logrando
aislar Metarhizium anisopliae de 79, Beauveria bassiana en 2; encontraron que el 96% de los suelos
analizados contenian HE. En el trabajo realizado por Bidochka et al., (1998) encontraron HE en 78
(91%) de 86 localidades muestreadas; Beauveria bassiana fue detectada en 61.2% de los sitios
muestreados, Metarhizium anisopliae en 66.7% y 10% para Isaria fumosorosea; siendo aislado
Metarhizium anisopliae en mayor cantidad de suelos agricolas que en forestales (suelos naturales),
para Beauveria bassiana los aislamientos fueron mayores en suelos forestales y en menor cantidad
de suelos agricolas. En éste trabajo no se pudo aislar Beauveria bassiana de suelos forestales
(Delegaciones Magdalena Contreras y Cuajimalpa), sélo de insecto colectado en zona agricola. En
esta investigacion encontramos mayor presencia de Metarhizium anisopliae en suelos agricolas
(Bidochka et al., 1998). Meyling y Eilenberg (2007) denominan a Metarhizium anisopliae como una
especie “agricola”, ya que ha sido muy frecuentemente aislado de ambientes de suelos expuestos y

perturbadas.

Las muestras de suelo analizadas en este trabajo fueron 27 de 7 suelos distintos; de ellas en el
81.5% se lograron aislar HE y en cinco de muestras, no fue posible aislar HE (3 de la Delegacion
Alvaro Obregén y 2 de la Delegacion Tlalpan). Los géneros a los que pertenecen los HE aislados
son: Metarhizium y Beauveria, del primero se obtuvieron 25 y del segundo uno (de insecto). La
riqueza en la distribucion de los aislados se da en la Delegacion Xochimilco con 9 del género
Metarhizium, obtenidos de suelo franco (Tabla 7.2) volcanico cultivado con maiz y en orden
descendente; de suelo franco no volcanico de la Delegacién Tlahuac se aislaron 7 cepas, 6 del
género Metarhizium de un cultivo de maiz y una cepa del género Beauveria de un cultivo de
amaranto; de suelo franco (volcanico) de la Delegacion Cuajimalpa se obtuvieron 5 cepas del
género Metarhizium de un cultivo de frambuesa inmerso en area forestal, en el caso de la
Delegacion Milpa Alta, se aislaron 4 cepas del género Metarhizium de suelo franco arcilloso arenoso
volcanico de cultivo de nopal y la menor cantidad se obtuvo del suelo franco arcilloso de la
Delegacion Magdalena Contreras, aislandose una cepa del género Metarhizium de cultivo de fresa
dentro de zona forestal (suelo volcanico). A pesar que, el suelo colectado de las Delegaciones
Magdalena Contreras y Cuajimalpa pertenecen a cultivos agricolas, tienen origen forestal (los
cultivos se encuentran dentro zonas forestales); con clima, suelo y altura diferentes entre ambos.
Los restantes 3 sitios de colecta (Milpa Alta, Tldhuac y Xochimilco), son zonas agricolas y también,

con clima, suelo y altura distintos entre ellas.
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Clave Clase textural

R Arcilloso

RI Arcillosos limosos
Ra Arcillo arenosos
Cr Franco arcilloso
Crl Franco arcillo limosa
Cra Franco arcillo arenosa
C Franco

Fl Franco limosa

L Limosa

Ca Franco arenosas
Ac Areno francosa

A Arenosa

Tabla 7.2. Clasificacion de las clases texturales de suelo (de la Federacion, D. O. 2002).

Clase Materia organica (%)

Suelos volcanicos Suelos no volcanicos

Muy bajo <4 <05
Bajo 4.1-6.0 0.6-15
Medio 6.1 -10.9 16-35
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy alto >16.1 >6

Tabla 7.3. Valores de referencia para clasificar la concentracion de materia organica en suelos (de la

Federacion, D. O. 2002).

Independientemente de la ubicacion geografica, elevados porcentajes de Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana fueron aislados de suelos de textura arcillosa, con pH acido, alto contenido de
materia organica y la ausencia de ambas especies fue determinada por suelos arenosos alcalinos
con bajo contenido de materia organica (Quesada-Moraga et al., 2007). Otras fuentes reportan
grandes cantidades de aislamientos de HE de suelos (no mencionan la textura de suelo) con alta
cantidad de materia organica (Meyling y Eilenberg, 2007). Los resultados obtenidos en éste trabajo
muestran que, el 96% de los aislados fueron obtenidos de suelo de textura franco y con contenido
de materia organica (Tabla 7.3): mediano en las Delegaciones Tlahuac y Cuajimalpa, bajo para

Milpa Alta y muy bajo en la Delegacion Xochimilco que, es donde se registrd la mayor cantidad de
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aislamientos. El porcentaje restante de aislamiento se obtuvieron en suelos: franco arcilloso
arenoso (Milpa Alta) de contenido de materia organica bajo y en franco arcilloso (Magdalena
Contreras) de contenido medio de materia organica y en general, el pH para todos los suelos fue
acido Tabla (7.4). Los resultados de esta investigacion, difieren con los reportados con por trabajos
ya citados; el Unico parametro que puede asociarse a la ocurrencia de HE, es el pH. Sin embargo,
de acuerdo con Pérez-Gonzalez et al., (2014) las propiedades fisicas y quimicas (clase de textura

del suelo, materia organica y pH) del suelo no tienen efecto en la ocurrencia de HE.

Delegacion Materia organica Clase Textura pH No de
(%) aislados

Tl&huac 1.72 Medio Franco 6.83 7
Xochimilco 291 Muy bajo  Franco 5.87 9
Milpa Alta 5.69 Bajo Franco arcilloso arenoso  6.455 4
Cuajimalpa 6.35 Medio Franco 5.615 5
Magdalena 6.35 Medio Franco arcilloso 5.71 1
Contreras

Tabla 7.4. Propiedades fisicas y quimicas del suelo a partir de donde se obtuvieron los HE.

Las comunidades de HE aislados de suelos agricolas (suelos perturbados), son diferentes de los
que pertenece a comunidades poco perturbadas (forestales) (Bidochka et al., 1998; Meyling y
Eilenberg, 2006). El grupo de aislados de Metarhizium de suelo agricola pertenecen a un grupo
genético especifico diferente de los aislados de suelo forestal, siendo 2 especies cripticas
separadas (Bidochka et al., 2001). De esta forma, los aislados obtenidos en este trabajo del género
Metarhizium, es muy probable que correspondan a 2 tipos: forestal (Delegaciones Cuajimalpa y
Magdalena Contreras) y agricola (Xochimilco, Tlahuac y Milpa Alta), coincidiendo éstos resultados
con los obtenidos por (Bidochka et al., 1998), quienes aislaron cepas del género Metarhizium en
mayor cantidad de suelo agricola y en menor proporcién de areas forestales, como en nuestro caso.
Este fendmeno ha sido observado en varias partes del mundo en agroecosistemas de clima
templado, ademas que, distintos grupos genéticos de HE coexisten a escala local dentro de un
mismo agroecosistema y demostrandose que un habitat en particular, puede albergar diferentes

especies de HE, asi como también, diferentes grupos genéticos de HE (Meyling y Eilenberg, 2007).

Los factores que influencian la preferencia de los HE por el habitat local, no han sido determinados
(Bidochka et al., 1998). La enorme cantidad de diversidad genética de estos hongos y su potencial
adaptativo a varios hospedantes, conidiacion y habilidad saprofitica puede influenciar
profundamente los resultados de aislamiento de estos hongos, a partir de suelo. Pero se sugiere

gque Beauveria Bassiana requiere infectar en serie a hospedantes para sobrevivir y la ausencia de
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ellos en suelos agricolas representa una desventaja (Bidochka et al., 1998). Lo anterior podria
explicar porque solo se aisl6 una cepa de B bassiana (de insecto) en contraste con los aislados 25
cepas aislados de M. anisopliae, ya que, M. anisopliae es capaz de conidiar por largos periodos de
tiempo y sobrevivir extensos periodos en el suelo en ausencia de un hospedante secundario,
incrementando su presencia mejor que B. bassiana. Hay mdltiples factores que pueden influenciar
la sobrevivencia de los HE en suelo (Bidochka et al., 1998). La tendencia general es que, M.
anisopliae puede sobrevivir largos periodos de tiempo en el suelo, mientras que B. bassiana es
sensible a la competencia de las poblaciones microbianas existentes en el suelo (Bidochka et al.,
1998).Beauveria bassiana tiene asociacion endofitica con vegetales (tallo y hojas), y por tanto, ha
sido aislada mas frecuentemente de varias plantas: maiz, cacao, amapola, tomate y de vegetacion
secundaria (arbustos y plantas silvestres) de regiones templadas. Metarhizium anisopliae presenta
asociaciones en la rizésfera de los vegetales, lo que le permite sobrevivir fuera del hospedante y
permanecer durante largos periodos de tiempo (Meyling y Eilenberg, 2007). Las condiciones
abidticas del habitat, seleccionan al grupo genético de Metarhizium anisopliae que puede sobrevivir
en un habitat dado (Bidochka et al., 2001). De esta forma, los HE que en este trabajo se lograron
aislar de cada una de las distintas Delegaciones, podrian ser cepas distintas, ya que, provienen de
diferentes climas y suelos. Siendo el presente trabajo, el primer reporte sobre aislamiento de HE
silvestres de las zonas agricolas y forestales del D.F. que se registra. Las imagenes de los 26

aislados plurispéricos se muestran en el anexo A.

7.2. Cultivo monospdrico.
El cultivo monospdérico se realizdé con base a lo reportado por Carrillo et al., (2013). Las imagenes

de los 26 aislados monospéricos se muestran en el anexo B.

7.3. Identificacién morfoldgica.

La identificacién morfolégica de los aislados fue realizada con base en las claves de Humber (2012)
y de acuerdo con él, las caracteristicas morfoldgicas para el género Metarhizium son: conidi6foros
densamente entrelazados, conidios ovoides de color verde, formados en cadenas paralelas largas o
cortas adheribles, originan columnas prismaticas o placas continuas (parénquima en empalizada).
Los conidiéforos son muy ramificados (fialides), con forma de candelabro y extremadamente
entrelazados. DE acuerdo con Humber, (2012), Las medidas de conidios son clasificadas en tres
rangos: conidios < 9 um corresponde a Metarhizium anisopliae; conidios = 11 pym pertenecen a
Metarhizium majus y entre 7 y 11 pm es Metarhizium acridum. El género Beauveria es descrito por
Humber, (2012), formando una densa capa blanca algodonosa sobre el exoesqueleto del

hospedante, desarrollando fasciculos erectos de hifas, células conidiégenas (conidiéforo)
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densamente agrupados (verticilado o solitario), blanco en forma de botella y conidios globosos < 3.5

um.

Las caracteristicas morfoldgicas de 25 aislados observadas en microscopio, corresponden con la
descripcidn caracteristica y realizada por Humber, (2012), para el género Metarhizium. La estructura
reproductora (conidiéforo) en forma de candelabro densamente entrelazado y formando areas
fértiles productoras de columnas de conidios, son apreciables en el anexo C, donde también se
muestran fotografias de estructuras reproductora tipicas del aislado nimero 26, que corresponde

con las caracteristicas del género Beauveria, también descritas por Humber (2012).

Los valores promedio de las estructuras reproductoras (conidiéforo, fidlides y esporas) de los 26
aislados, se muestran en la tabla 7.5. Las medidas promedio de los conidios del género
Metarhizium y Beauveria corresponden con los descritos por Humber, (2012) y las de Beauveria son
muy cercanos a los reportados por Pérez-Gonzalez et al., (2014). Los valores promedio de
conidiéforo y fialides para el género Metarhizium, coinciden con los reportados por Bischoff et al.,
(2009).

7.4. ldentificacion molecular.

Con base en el soporte que proporciona el analisis de las secuencias de los ITS ribosomales
(Bischoff et al., 2009), fue confirmada por biologia molecular la autenticidad de los 26 aislamientos
(identificados previamente por la via morfoldgica), como organismos entomopatdgenos. En algunas
cepas, fue posible llegar hasta especie, en otras, la identificacion molecular solo ayudo a confirmar
la cepa como microorganismo entomopatégeno y quedandose hasta género, como Metarhizium sp.
La cepa de HE Metarhizium anisopliae var. lepidiotae CP-Oax incluida en el proceso como control
positivo, también fue identificada como tal. En la tabla 7.5 se muestra la informacién sobre la
identificacion molecular de los 26 aislados (Metarhizium anisopliae Cp-Oax no se incluye). En el
caso del aislado identificado morfolégicamente como B. bassiana, también se confirmd su
autenticidad por la via molecular. Tanto las secuencias de los amplicones obtenidos de cada uno de
los aislados, como lo resultados de la identificacion de los mismos, pueden consultarse en los

anexos D y E respectivamente.
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Figura 7.1.Gel de electroforesis de los productos de PCR de los aislados Metarhizium sp Mag-1.1,
Metarhizium sp Xoch-1.1, Metarhizium sp Cuj-1.1, Metarhizium anisopliae Xoch-2.1 y Metarhizium sp
Xoch-3.1. El control positivo (CP) utilizado fue Metarhizium anisopliae var. lepidiotae CP-Oax. El control
negativo (CN) es la mezcla de la reaccion de PCR sin muestra de ADN fungico y el marcador de peso

molecular (MPM), es el valor de referencia de peso molecular.
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Localidad

Fuente

Identificacién molecular

Longitud de

conidio (um)

deconidiéforo (um)

Longitud de
fialides (um)

Color de

conidios

Color de

micelio

1 San Lorenzo Acopilco Suelo Metarhizium sp Cuj-1.1 6.5+0.6 8.9+3.07 10.4+3.26 Verde olivo amarillo
2 San Lorenzo Acopilco Suelo Metarhizium sp Cuj-2.1 6.5+0.6 7.9£3.76 9.4+2.78 Verde olivo amarillo
3 San Lorenzo Acopilco Suelo Metarhizium sp Cuj-3.1 6.5+0.38 8.6+2.76 11.5+3.26 Verde olivo amarillo
4 San Lorenzo Acopilco Suelo Metarhizium sp Cuj-4.1 6.5+0.54 8.4+3.83 10.2+2.96 Verde olivo amarillo
5 San Lorenzo Acopilco Suelo Metarhizium anisopliae Cuj-5.1 5.9+0.6 9.9+3.83 12.1+5.50 Verde olivo amarillo
6 San Nicolas Totolapan Suelo Metarhizium sp-Mag-1.1 6.3+0.43 10.4+3.51 9.6+£2.49 Verde olivo amarillo
7 San Jerénimo Miacatla Suelo Metarhizium anisopliae Mia-1 6.1+0.81 12.8+0.42 9.9+3.09 Verde olivo amarillo
8 San Jerénimo Miacatla Suelo Metarhizium anisopliae Mia-2 6.43+0.41 12.2+5.29 12.4+5.08 Verde olivo amarillo
9 San Jerénimo Miacatla Suelo Metarhizium sp Mia-3.1 6.2+0.52 13.3+£3.88 17.3+£8.24 Verde olivo amarillo
10 San Jerénimo Miacatla Suelo Metarhizium sp Mia-4.1 6.1+0.42 7.314.30 10+3.62 Verde olivo amarillo
11 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium sp Tac-1.1 5.9+0.43 8.1+3.38 8.545.12 Verde oscuro  blanco

12 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium anisopliae Tac-2.1 6.3+0.60 10.9+4.58 13.4+7.04 Verde oscuro  blanco

13 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium anisopliae Tac-3.1 6.3+0.53 10.8+3.83 13.4+3.86 Verde olivo blanco

14 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium anisopliae Tac-4.1 6.6+0.56 11.2+4.57 11.5+4.88 Verde olivo blanco

15 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium sp Tac-5.1 6.0+0.76 12.3+5.88 8.9+3.19 Verde olivo amarillo
16 San Juan Ixtayopan Suelo Metarhizium anisopliae Tac-6.1 6.8+0.51 11.8+3.52 12.3+4.10 Verde olivo amarillo
17 San Juan Ixtayopan Insecto Beauveria bassiana Tac-1 2.65+0.48 7.74+0.63 6.53+0.48 Blanco Blanco

18 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-1.1 6.6+0.32 7.7£0.3 10.4+0.51 Verde olivo amarillo
19 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium anisopliae Xoch-2.1 6.4+0.19 14.4+0.21 10.2+0.29 Verde olivo amarillo
20 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-3.1 6.0+0.12 12.8+0.14 11.9+0.61 Verde olivo amarillo
21 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-4.1 6.2+0.15 15.0+0.16 15.9+0.89 Verde olivo amarillo
22 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium anisopliae Xoch-5.1 5.9+0.12 11.8+0.45 12.8+0.10 Verde olivo amarillo
23 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium robertsii Xoch-6.1 6.1+0.11 8.5+0.33 11.3+0.45 Verde olivo amarillo
24 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-7.1 6.1+0.09 13.1+0.24 10.6+0.88 Verde olivo amarillo
25 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-8.1 6.2+0.14 10.9+0.13 9.9+0.34 Verde olivo amarillo
26 San Gregorio Atlapulco Suelo Metarhizium sp Xoch-9.1 6.4.+0.2 10.7£0.19 9.6+0.7 Verde olivo amarillo

Tabla 7.5.La identificacién se realiz6 tanto con métodos morfolégicos como de biologia molecular para los 26 aislados.
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7.5. Preservacion de cepas

La investigacidn sobre microorganismos requiere conservar y almacenar el material microbiano de
interés puro y debidamente identificado, para garantizar la reproducibilidad en la experimentacion,
por esto es necesario contar con métodos de conservacion ex situ; (Pinzén et al., 2009). Las
condiciones de almacenamiento adversas reducen severamente la viabilidad conidial y virulencia de
M. anisopliae; las mejores condiciones de almacenamiento para la retencion de la viabilidad de las

esporas y la virulencia es a 4°C (Yeo et al., 2003).

En este trabajo se preservaron 7 cepas del género Metarhizium, su viabilidad después de 5 meses
de almacenamiento en glicerol al 10% en criopreservacion -80° C y en agua destilada estéril a 4° C

se describe en la tabla 7.6.

Cepa Viabilidad (%) en Viabilidad (%) en agua
criopreservacion a -80°C estéril a 4°C
Metarhizium sp Cuj-3.1 30.81 +3.83 78.49+14.8
Metarhizium sp Mag-1.1 28.65+4.41 84.49+ 11.78
Metarhizium sp Mia-4.1 57.00 £ 8.01 75.50+ 13.44
Metarhizium anisopliae Tac-3.1 4.00 = 3.48 63.89+ 2.46
Metarhizium sp Xoch-3.1 9.08 + 0.48 58.52+ 13.15
Metarhizium sp Xoch-4.1 35.81 £ 8.60 57.94+ 26.99
Metarhizium robertsii Xoch-6.1 7.20+£2.45 82.58+ 14.78

Tabla 7.6.Porcentaje de viabilidad de 7 aislados del género Metarhizium en dos métodos de conservacion. La

prueba se realizo transcurridos 5 meses.

Los resultados del método de criopreservacién muestran que, el porcentaje de viabilidad de las 7
cepas tiene diferencias significativas a lo largo de los 5 meses. Las diferencias significativas fueron:
en el primer mes con Fg 14=7.081, P<0.05, siendo Metarhizium sp Xoch-4.1 la mejor cepa
conservada; en el segundo mes con Fg 14= 85.31, P<0.05, en éste periodo la mejor cepa fue
Metarhizium robertsii Xoch-6.1; en el tercer mes conFs 14=46.475, P<0.05, en este caso
Metarhizium robertsii Xoch-6.1 y Metarhizium sp Mia-4.1 fueron las mejores cepas; en el cuarto mes
con Fg 15= 40.43, P<0.05, nuevamente Metarhizium robertsii Xoch-6.1 es la mejor cepa y en el

quinto mes con Fg 13 = 38.79, P<0.05, Metarhizium sp Mia-4.1 fue la mejor cepa (Figura 7.3).

A diferencia del método de criopreservacion a -80° C, el tratamiento en agua estéril a 4° C presento
diferencias significativas en dos meses: durante el primer mes con Fg, 14=82.72, P<0.05, las mejores

cepas fueron: Metarhizium sp Cuj-3.1, Metarhizium sp Mag-1.1, Metarhizium sp Mia-4.1,
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Metarhizium anisopliae Tac-3.1 y Metarhizium sp Xoch-4.1 y, en el cuarto mes con Fg 11=10.541,
P<0.05 las mejor conservadas fueron: Metarhizium sp Mag-1.1, Metarhizium anisopliae Tac-3.1,
Metarhizium sp Mia-3.1 y Metarhizium robertsii Xoch-6.1; en los restantes meses (nimero 2,3y 5),

no hubo diferencias significativas en la conservacion por efecto del tratamiento en las 7 cepas
(Figura 7.2).
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M. sp Cuj-3.1 M. sp Mag- M. sp Mia-4.1 M. a. Tac-3.1 M. sp Xoch- M. sp Xoch- M. r. Xoch-6 -

1.1 3.1 4.1 1
Cepas

W Mes 1 m Mes 2 m Mes 3 B Mes 4 m Mes 5

Figura 7.2.Viabilidad de 7cepas de Metarhizium conservadas en agua estéril a 4° C. Se muestra la viabilidad

encontrada durante los 5 meses de conservacion. Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba
de medias (Tukey; P=0.05).
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Figura 7.3.Viabilidad de 7cepas de Metarhizium conservadas por el método de criopreservacion (-80°C). Se
muestra la viabilidad encontrada durante los 5 meses de conservacion. Las letras distinguen los grupos que
resultaron dela prueba de medias (Tukey; P=0.05).

El porcentaje de conservacion entre los dos tratamientos y entre cepas difiere. De esta forma, se
puede observar en la tabla 7.6, en el método de agua a 4° C que Metarhizium sp Xoch-3.1 tiene una
viabilidad 58.52% y Metarhizium sp Xoch-4.1 presenta viabilidad de 57.94; las dos cepas tienen
resultados ligeramente superiores al reportado por (Garcia-Ortiz, 2012), quien reporto 51% de
viabilidad de Metarhizium anisopliae var. lepidiotae CP-Oax preservado durante 2 meses en
liofilizacion. Los resultados aqui reportados, tienen una gran ventaja sobre los obtenidos por Garcia-
Ortiz (2012), ademas de que, el porcentaje de conservacion en este trabajo es a 5 meses y
ligeramente mayor, el peso en la importancia de los datos, recae en que, los resultados son
obtenidos con un método de conservacién muy econémico, comparado a la liofilizacién que es un
método caro. Los resultados de viabilidad de: Metarhizium anisopliae Tac-3.1 fue de 63.89%,
Metarhizium sp Cuj-3.1 fue de 78.49, Metarhizium sp Mag-1.1 fue de 84.49%, Metarhizium sp Mia-
4.1 fue de 75.50 y Metarhizium robertsii Xoch-6.1 fue 82.58%, también en agua estéril a 4° C, son

porcentajes mucho mayores a los reportados por el autor ya mencionado. Deducciones similares se
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derivan de comparar los resultados obtenidos en esta investigacion con los encontrados por Angel-
Cuapio, (2011), quien conservé Metarhizium anisopliae var lepidiotae CP-Oax en agua estéril por 6

meses de almacenamiento, reportando 43% de viabilidad del microorganismo.

En la presente investigacion, se encontraron diferencias entre los métodos de conservacion
estudiados, después de 5 meses. Con el método de criopreservaciéon a -80° C los porcentajes de
viabilidad de 6 cepas fueron bajos, estando por debajo del 50% de viabilidad, excepto Metarhizium
sp Mia-4.1 que, en el tercer y cuarto mes y, Metarhizium sp Xoch-4.1 durante el primer y segundo
mes superaron dicho porcentaje. A pesar de que, en el Ultimo mes la viabilidad de M. robertsii Xoch-
6.1 cayo drasticamente a 7.20% + 2.45 (Tabla 7.6), fue la cepa que mantuvo el mejor
comportamiento con porcentajes superiores y ligeramente inferiores a 90% durante los 4 meses
anteriores (Figura 7.2); mientras que al conservarse con agua estéril a 4° C el promedio al final del
periodo fue de 82.58% +14.78, (tabla 7.6); manteniendo durante el periodo de conservacion
porcentajes de viabilidad cercanos a 90%, siendo de las mejores cepas, al igual que las restantes 6
cepas, es decir, todas las cepas incrementan sus promedios de conservacién a lo largo de los 5
meses de almacenamiento con respecto al método de criopreservacion, mostrando algunas cepas
(Metarhizium anisopliae Tac-3.1) porcentajes de viabilidad cercanos al 100% a lo largo del periodo
de estudio (Figura 7.1). Todas las cepas mostraron porcentajes de viabilidad similares en el método
de agua estéril a 4° C.Sl bien, la viabilidad de M. robertsii Xoch-6.1 en ambos métodos es similar
hasta el cuarto mes (Figuras 7.2 y 7.3), es interesante continuar su investigacion, ya que, al parecer

no le afectan temperaturas extremadamente bajas.

En esta investigacion, el método de agua estéril a 4° C resulto ser el mejor método para la
conservacion de las cepas aisladas del género Metarhizium. Lopez-Lastra et al., (2002) encontraron
gue la conservacion en agua estéril a 4° C es el mejor método de conservacion para Paecilomyces

fumosoroseus comparado con el método de criopreservacion a -80° C.

7.6 Envié de muestras al Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico.

Las 26 cepas de HE plurispérico y 26 monospoéricos (52 cepas en total), fueron depositadas en el
CNRCB para su conservacion e investigacion. En la UAM-I también se conservan muestras de cada
HE plurispérico y monospérico para continuar con las investigaciones en el desarrollo de
micoinsecticidas aplicables en las zonas agricolas del DF. Como comprobante de depésito de las
cepas en el CNRCB, nos fue extendié (por el CNRCB) el certificado de depésito de las cepas para

su comprobacién, documentos que se pueden consultar en el anexo F.
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7.7. Produccién de conidios.

La produccion de conidios en arroz obtenida con las cepas Metarhizium sp. Xoch-8.1, Metarhizium

anisopliae Tac-3.1, Metarhizium sp Cuj-2.1, Beauveria bassiana Tac-1 y la cepa comercial

Metarhizium anisopliae ABNMa201 se enlista en la tabla 7.7.

Cepa

Beauveria bassiana Tac-1.

Produccioén (con/gssi)

Metarhizium anisopliae ABNMa201°

Metarhizium sp. Cuj-2.1

Metarhizium anisopliae Tac-3.1

Metarhizium sp. Xoch-8.1

Primer experimento
6.83x10° +6.71x10°

1.12x10° +1.76z10°
1.58x10° +3.03x10°
1.52x10° +2.86x10°

Segundo experimento
2.17x10% +2.93x10°

2.03x10° +2.88x10°
3.65x10° +4.33x10’
6.51x100° +3.47x10°
9.92x10° +4.02x10°

Tabla 7.7. Produccién de conidios de 4 aislados y una cepa comercial de M. anisopliae ABNMa201. *No se

considerd en el primer experimento.
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M. anisopliae Tac-3.1
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M. sp Xoch-8.1

Figura 7.4. Produccion de conidios de tres aislados del género Metarhizium (primer experimento). En ninguna

de las tres cepas se encontraron diferencias estadisticas (Tukey, P=0.05).
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Figura 7.5. Produccién de conidios de tres aislados del género Metarhizium y la cepa de M. anisopliae
ABNMa201 (segundo experimento).Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias
(Tukey; P=0.05).
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Figura 7.6. Produccion de conidio a los 10 dias de la cepa de Beauveria bassianaTac-1.Las letras distinguen

los grupos que resultaron de la prueba de medias (t Student; P=0.05).
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En la cepa Beauveria bassiana Tac-1, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (t
Student, P= 0.05) en la produccién de conidios a los 10 dias (Figura 7.6). En el primer experimento
la produccién de Beauveria bassiana Tac-1 fue 6.83 x 10°con/gssi y en el segundo experimento fue
de 2.17 x 10™ con/gssi (Tabla 7.7). Estos rendimientos de conidios de Beauveria bassiana Tac-1
obtenidos en ambos experimentos, son mayores a los reportados por Garza-Lépez et al., (2011),
quiénes cultivaron conidios de una cepa de Beauveria bassiana en arroz y cosecharon una
produccién de 1.14 x 10°con/gssi. La produccion del segundo experimento (2.17 x 10'° con/gssi) de
Beauveria bassiana Tac-1, supera a la obtenida por Posada-Flérez, (2008), que cultivé esporas de
otra cepa de Beauveria bassiana en arroz y obtuvo una produccién de 1x10™ con/gssi. Otro autor
gue reporta una produccién de conidios en arroz de Beauveria bassiana inferior a la obtenida en el
segundo experimento con Beauveria bassiana Tac-1 es Ye et al., (2006), siendo de 2.4 Xx
10°con/gssi. Aunque el sustrato de cultivo es el comin denominador en los trabajos ya
mencionados, las diferencias en la produccion resaltan en favor de Beauveria bassiana Tac-1,
aislada de la Delegacion Tlahuac. Kamp y Bidoshka, (2002), mencionan que la produccion de

conidios es diferente entre aislados.

La produccion de conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotae CP-Oax en arroz a los 6 dias
fue de 3.69 x 10° con/gssi y cuando el sustrato fue mezcla de arroz mas lirio acuatico (90%/10%), la
produccién fue de 2.7 x 10° con/gssi (Angel-Cuapio, 2011), siendo producciones bajas comparadas
con las obtenidas en el primer y segundo experimento por los aislados: Metarhizium sp Cuj-2.1
(1.12 x 10°con/gssi), Metarhizium anisopliae Tac-3.1 (1.58 x 10° y 6.51 x 10%con/gssi) y Metarhizium
sp Xoch-8.1 (1.52 x 10° y 9.92 x 10%con/gssi) (Tabla 7.7). En el trabajo realizado por Freitas et al.,
(2014), cultivaron conidios de siete aislados de Metarhizium anisopliae en arroz precosido durante
10 dfas con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, reportaron rendimientos de 1.1 x 10°, 1.37 x
10°, 1.41 x 10°, 1.56 x 10°, 1.58 x 10°, 1.75 x 10° y 1.82 x 10° con/gssi, los cuales son similares a

los obtenidos en este trabajo en el (primer experimento).

Para el caso del primer experimento (con una F, s = 3.367, P=0.05), no existen diferencias
significativas en la produccion de conidios entre las cepas Metarhizium sp Cuj-2.1, Metarhizium
anisopliae Tac-3.1, Metarhizium sp. Xoch-8.1 (Figura.4) y teniendo niveles de produccion similares
a la cepa comercial de Metarhizium anisopliae ABNMa201 que, fue incluida en el segundo
experimento; donde se encontraron diferencias significativas (Fs, ; = 12.987, P=0.05) en la
produccion en favor de la cepa comercial Metarhizium anisopliae ABNMa201 (Figura 7.5). La
diferencia podria explicarse, a que los conidios de los que se inicié la produccion del segundo

experimento, eran conservados (en refrigeracién a 4° C). La viabilidad o proporcién de conidios
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vivos disminuye con el tiempo, esto depende de las condiciones en las cuales son almacenados
(Angel-Cuapio, 2011). A diferencia del primer experimento, donde los conidios utilizados para la
produccién, provenian de constantes resiembras (aproximadamente 5), de esta forma, los conidios

utilizados eran recientes, asegurando su viabilidad.

7.8. Pruebas de calidad.

7.8.1. Germinacion.

De acuerdo con Lopes et al., (2013) la evaluacién de la germinacion, es un reflejo de la calidad de
los conidios de HE; y dentro de los principales factores que influencian la germinacion de conidios
de HE se encuentran la composicion del medio, el pH, disponibilidad de agua, edad del conidio,
niveles de hidratacion de la célula, temperatura de incubacién, humedad relativa durante la
incubacion, tiempo de incubacién antes de evaluar la germinacion, la temperatura del agua utilizada
en las suspensiones y la longitud del tubo germinativo considerado en las evaluaciones. Lopes et
al., (2013) evaluaron la germinacion de conidios de alta y baja calidad de Metarhizium anisopliae;
incubados a 25° C por 18 h. considerando los parametros: a) nivel de hidratacion de la célula y b)
temperatura del agua de la suspensién utilizada antes de evaluar la germinaciéon. Los resultados
fueron:

a) 33% y 80% de germinacion para los propagulos deshidratados de lotes de baja y alta calidad
respectivamente; y 63% y 95% para los propagalos hidratados.

b) la germinacién promedio de conidios de baja calidad varié de 53% a 98 y la germinacion de los

conidios de alta calidad fue siempre >94%.

Cepa Primer experimento Segundo experimento
(%) 15 (h) (%) 12 (h)
Metarhizium anisopliae ABNMa201* - 88.85+9.36
B. bassiana Tac-1 96.6+ 1.7 52.91+6.76
Metarhizium sp Cuj-2.1 87.2+ 3 72.22+4.44
Metarhizium anisopliae Tac-3.1 69.1£ 2.7 28.28+4.33
Metarhizium sp Xoch-8.1 78.7+6.83 34.77+6.98

Tabla 7.8. Porcentaje de germinacion (12 y 15 h) de las cepas evaluadas y la cepa comercial ABNMa201.

#No se incluyo en el primer experimento.

A diferencia del de Lopes et al., (2013), en éste trabajo, las cepas aisladas presentan porcentajes
de germinacién aceptables (Tabla 7.8) a 15 horas de incubacion con diferencias significativas entre

los 4 aislados (Figuras 7.7 y 7.8), donde B bassiana Tac-1 se presenta como la cepa que tuvo un
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mayor porcentaje (96.6%) y Metarhizium anisopliae Tac-3.1 como la que tuvo menos porcentaje de
germinacion (69.1). Sin embargo, desde las 12 horas, ya hay diferencias significativas en la
germinacion, donde B bassiana Tac-1 tuvo una germinacion lenta, ya que, presento 52.91% de
germinacion y la cepa de Metarhizium anisopliae ABNMa201 fue la que alcanzé el porcentaje de
germinacion mas alto (88.85) y, Metarhizium anisopliae Tac-3.1 siguié siendo la cepa con el menor
porcentaje de germinacion (28.28). La germinacion de Metarhizium sp Cuj-2.1 a las 15 h fue 87.2%
y alas 12 h fue 72.22%, para Metarhizium sp Xoch-8.1 a las 15 h fue 78.7% y a las 12 h fue 34.77,;
Metarhizium sp Cuj-2.1 siempre fue mayor a Metarhizium sp Xoch-8.1 y ambas siempre fueron
mayores que Metarhizium anisopliae Tac-3.1 (69.1% a las 15 h y 28.28% a las 12), que se
caracterizd por ser una cepa de germinacion lenta (graficos 7.7 y 7.8). Francisco et al., (2006)
determinaron la germinacion en un lapso de 15 h a cinco cepas de B. bassiana, encontrando
valores de germinacion en un rango de 78.7 a 97.7%. Lo que demuestra que la germinacién de B
bassiana Tac-1 es similar a los resultados encontrados en otras investigaciones; al igual que la

germinacion de las cepas del género Metarhizium.

En ambos experimentos Metarhizium anisopliae Tac-3.1 fue el aislado con menor porcentaje de
germinacion. En las restantes cepas del género Metarhizium los resultados del primer experimento
no estan alejados de los obtenidos por Lopez et al.,(2013), en el segundo experimento sélo
Metarhizium sp Cuj-2.1 alcanza altos porcentajes de germinacién, estando abajo del preparado
comercial ABNMa201 (tabla 7.8) pero hay que considerar que, él incubd las cepas durante mas
tiempo que en éste trabajo (tres horas mas). En la investigacion realizada por Freitas et al., (2014),
se cultivaron conidios de Metarhizium anisopliae en arroz durante 10 dias y se determiné la
germinacion después de 24 horas, encontrando que el 94.84% germind, siendo un tiempo muy

grande para medir la germinacion.
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Figura 7.7. Porcentaje de germinacion de las 4 cepas del primer experimento (15h). Las letras distinguen los
grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P=0.05).
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Figura 7.8. Germinacion de las 4 cepas y una comercial del segundo experimento (12h). Las letras distinguen
los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P=0.05).
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7.8.2. Germinacioén en condiciones de hiperosmoralidad (Estrés osmatico)

Asegurar 100% de esporas viables en una aplicacion es altamente deseable, con el propésito de
asegurarla maxima infeccion. Para ser utilizados con éxito los HE como agentes de control biolégico
deben inducir epizootias a bajos niveles de humedad (estrés osmético). Pero la seleccion en la
variacion del nivel de estrés ambiental en las especies de HE, puede ser un paso util en el
desarrollo de un bioplaguicida (Freitas et al., 2014). Los HE necesitan la presencia de agua, en una
forma disponible, para crecer y llevar a cabo sus funciones metabdlicas. La mejor forma de medir la
disponibilidad de agua es mediante la actividad de agua (a,) (Siurana et al., 2003). A una actividad
de agua a,= 0.944 M. anisopliae tuvo germinacién del 71.5% y 7.6% para M. acridum. Mientras que
con un valor de a,= 0.973, encontraron que la germinacién fue de 77.5% en M. anisopliae y 18.74%
para M. acridum, después de incubar a 25° C. por 18 h (Smith y Edgington, 2011). En lo que
respecta a al presente trabajo, los resultados muestran que, con un valor de a,= 0.987, Metarhizium
sp Xoch-8.1 germind en 87.57 y 75.80% en el primer y segundo experimento, B. bassiana Tac-1
germiné 77.77 y 54.58% en el primer y segundo experimento, Metarhizium anisopliae Tac-3.1
germiné 69.37 y 85.3% en el primer y segundo experimento y Metarhizium sp Cuj-2.1 germiné 64.50
y 95.71% en el primer y segundo experimento respectivamente; con un valor de a,= 0.975,
Metarhizium sp Xoch-8.1 tuvo germinacién de 61.60 y 48.65% en el primer y segundo experimento,
B. bassiana Tac-1 germin6 53.87 y 34.64% en el primer y segundo experimento, Metarhizium
anisopliae Tac-3.1 germiné 36.90 y 55.86% en el primer y segundo experimento, y Metarhizium sp
Cuj-2.1 germind 62.07 y 96.59% respectivamente. En el primer ensayo, no se incluyd la cepa
comercial de Metarhizium anisopliae ABNMa201, su germinacion con valor de a,= 0.987 fue
76.07% y con a,= 0.975 fue de 75.10 (Tabla 7.9), es decir no se fue afectada por alta contraccién
de sal (0.5M de NacCl). Sin embargo, la cepa Metarhizium sp Cuj-2.1 se muestra como la cepa mas
resistente al estrés osmaético. Aunque en los resultados del segundo experimento, no se repiten los
valores con respecto al primer ensayo, los promedios de los porcentajes de viabilidad muestran
que, a una a,= 0.987, Metarhizium sp Cuj-2.1 es la mejor cepa, después se ubican Metarhizium
anisopliae Tac-3.1, ABNAMa201, Metarhizium sp Xoch-8.1 y B. bassiana Tac-1. De igual forma con
valor de a,,=0.975, Metarhizium sp Cuj-2.1 sigue siendo mejor que las demas cepas, quedando en
segundo término la cepa comercial ABNMa201, en tercer Metarhizium anisopliae Tac-3.1, en cuarto
Metarhizium sp Xoch-8.1 y en dltimo lugar B. bassiana Tac-1; repitiéndose en ambos experimentos
tendencias (figuras 7.9 y 7.10) que, muestran a Metarhizium sp Cuj-2.1 como la cepa mas resistente
al estrés osmotico, teniendo igual porcentaje de viabilidad en ambas concentraciones de sal (0.3 y

0.5 M) en cada experimento.
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Cepa

Primer experimento

Segundo experimento

a, 0.987 a,, 0.975 a,, 0.987 a, 0.975
(0.3M) (0.5M) (0.3M) (0.5M)
Metarhizium anisopliaeABNMa201® - - 76.07 +7.35 75.10 + 7.43
B. bassiana Tac-1 77.77 +2.43  53.87+1.17 5458 +1.07 34.64 +5.92
Metarhizium sp Cuj-2.1 64.50 +8.71  62.07 +6.54  95.71 + 4.65 96.59 + 5.85
Metarhizium anisopliae Tac-3.1 69.37 +5.64 36.90 +3.46 85.35 + 6.88 55.86 + 6.18
Metarhizium sp Xoch-8.1 8757 +2.14  61.60+6.68  75.80 + 4.79 48.65+ 1.93

Tabla 7.9. Porcentaje de viabilidad de los conidios de 5 cepas de hongos entomopatégenos. * No se incluyé en
el primer experimento.

A diferencia delo reportado por Smith y Edgington (2011), en donde se evalué la viabilidad de cepas
de M anisopliae y con valor de a,= 0.973 obteniendo 77.5% de germinacion, en éste trabajo se
encontr6 que Metarhizium anisopliae Tac-3.1 con a,= 0.975, tuvo 55.86% y 36,90% en cada
ensayo, éstas diferencias probablemente se deban por la mayor cantidad de sal empleadas en
nuestra caso. Pero en el caso de Metarhizium sp Cuj-2.1 los porcentajes de viabilidad fueron
96.59% y 62.97% (primer y segundo experimento). En éste caso, el resultado de Metarhizium sp
Cuj-2.1 es mejor que el reportado por Smith y Edgington (2011) y la diferencia podria deberse al
origen de los aislados. En lo que respecta a la cepa comercial ABNMa201 (75.10% de germinacion),
que fue incluida en el segundo experimento, su resistencia al estrés osmético quedo 20 puntos
porcentuales por debajo de la mas resistente (Metarhizium sp Cuj-2.1), es decir, también soporta

altas concentraciones de sal

Las cepas de M. anisopliae y Beauveria Bassiana germinaron 98% con un valor de a,= 0.99
después de 24 h de incubacion (Lazzarini et al., 2006). Aunque el valor de a, y el tiempo de
germinacion son mayores a los empleado en este trabajo (12 h), el resultado de Metarhizium sp
Cuj-2.1 obtenido del segundo experimento (95.71%) es mucho mejor, porque es obtenido a una a,,
mas baja (a,= 0.975) y a la mitad de tiempo de germinacion y, el obtenido con Beauveria bassiana
Tac-3.1 es muy parecido (96.6% de germinacién) con respecto al primer experimento (a,, de 0.987 y

15 h de incubacion).
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Figura 7.9. Porcentaje de viabilidad de los conidios en condiciones de estrés osmotico de las 4 cepas aisladas

(primer experimento). Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P=0.05).
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Figura 7.10. Porcentaje de viabilidad de los conidios en condiciones de estrés osmoético de las 4 cepas
aisladas y la cepa comercial Metarhizium anisopliae ABNMa201 (segundo experimento). Las letras distinguen
los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P=0.05).
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7.8.3. Termotolerancia.

En la naturaleza, la temperatura es el principal factor que influencia la actividad bioldgica y
sobrevivencia de los conidios de los HE. Ademas, afecta la vida de anaquel de los biopesticidas
(Magalhdes y Boucias, 2004).Los conidios, ingredientes activos de los micoinsecticidas son
sensibles a la temperatura y la los rayos UV (Rangel et al., 2005; Ying y Feng, 2004). Asi, la
realizacién de un bioinsecticida que persista mas tiempo en campo, requiere de incrementar su
tolerancia a la temperatura (Hsia, 2014). La termotolerancia de conidios de los agentes de control
biolégico, se pueden medir mediante la exposicion al estrés por calor durante un periodo dado de
tiempo y luego examinar su viabilidad que, por lo general, estd representado por la tasa de
germinacion (Rangel et al., 2005; Ying y Feng, 2004).

Cepa Temperatura (° C) TS a(h)
50
M. anisopliae Tac-3.1 45 0.69 £ 0.03 (a, b)
B. bassiana Tac-1 45 1.07 + 0.30 (a)
Metarhizium sp Xoch-8.1 45 0.58 £ 0.16 (b)
Metarhizium. sp Cuj-2.1 45 0.62+ 0.13(a, b)

a
Indica el tiempo (h) en el que 50% de los conidios son viables.
Tabla 7.10. Termotolerancia delos conidios de 4 aislados ajustados al modelo de decaimiento exponencial.

Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey, a= 0.05).

De las cepas 4 expuestas a una temperatura de 45°C, Beauveria bassiana Tac-3.1 fue la mas
termotolerante que las 3 cepas de Metarhizium evaluadas, ya que el valor del parametro TSs, fue de
1.07 h y siendo mayor que los obtenidos por M. anisopliae Tac-3.1, Metarhizium sp Cuj-2.1 y
Metarhizium sp Xoch-8.1 (0.69, 0.62 y 0.58 h respectivamente) (Tabla 7.10). Los resultados son
atipicos respecto de los reportados por muchos trabajos, ya que (Hsia, 2014), encontr6 que M.
anisopliae fue mas termotolerante en comparacion con B. bassiana a una temperatura de 40° y 45°
C durante 15 minutos de exposicion. A 40° C B. bassiana presento 24.3 % de viabilidad y M.
anisopliae 56.7% y, a 45° C M. anisopliae registr6 29.3% de viabilidad. Un resultado similar fue
reportado por Horaczek y Viernstein, (2004), donde M. anisopliae no pierde viabilidad después de
ser expuesto 15 minutos a 40 y 45° por 15 minutos. Sin embargo, cuando se expone B. bassiana a
la misma temperatura y tiempo, sufre una reduccion del 17 y el 43% en la viabilidad
respectivamente. El analisis estadistico (ANOVA conF3 g = 4.532, P<0.05) muestra la cepa B.
bassiana Tac-1 como la més resistente al tratamiento térmico a 45° C. El resultado de B. bassiana
Tac-1 coincide solo con el reportado por (Ying y Feng, 2004), quien encontr6 la cepa de B. bassiana
Bb2879 con valor TSgy de 61:9 min a una temperatura de 48° C. Otro reporte que describe a M.

anisopliae tolerante a altas temperas, es el realizado por Li y Feng, (2009), quienes expusieron 18
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aislados de M. anisopliae a 48° C y el valor del TSsq estuvieron en un rango de 14.3-150.3 min,
valores que coinciden con los encontrados por en éste trabajo con los aislados del género
Metarhizium. Se ha demostrado que, la termotolerancia caracteristica de los conidios de los HE se
relaciona con su origen geografico (Hsia, 2014).

7.8.4. Bioensayo.

Dado que en ambos bioensayos, al menos 2 cepas, no alcanzaron el 60% de mortalidad de lavas
de Tenebrio molitor, por lo tanto los resultados de mortalidad no pudieron ser ajustados al modelo
de decaimiento exponencial propuesto por Rodriguez-Gémez et al., (2008), Y = (100 — S) e**)) + S.
Por lo que, se decidio reportar la informacion del bioensayo en términos de porcentaje de mortalidad
(Figuras 7.11 y 7.12). En estos términos, la cepa que presento mayor mortalidad en larvas de
Tenebrio molitor en los dos bioensayos, fue M. anisopliae Tac-3.1, con 42 y 54% respectivamente.
Después encontramos a Metarhizium sp Xoch-8.1 con 44 y 37.5% de mortalidad, enseguida el
preparado comercial de M. anisopliae ABNMa201 de la empresa Agrobionsa cuyo porcentaje fue de
34%, Beauveria bassiana Tac-1 causé 32 y 26% de mortalidad y finalmente Metarhizium sp Cuj-2.1
tuvo 18 y 30% de larvas muertas (Tabla 7.11). En cuanto al control, no murié ninguna larva durante
los ensayos.

Cepa Primer experimento

Bioensayo 1 (%) Bioensayo 2 (%)

M. anisopliaeABNMa201 * - 34+ 1.04
B. bassiana Tac-1 32£1.21 26x0.75
Metarhizium sp Cuj-2.1 18+ 0.65 30+ 0.92
Metarhizium anisopliae Tac-3.1 42+1.21 54 +1.58
Metarhizium sp Xoch-8.1 44+ 1.07 37.5+£1.13

Tabla 7.11. Porcentaje de muerte de larvas de Tenebrio molitor con 4 aislados y la cepa comercial M.
anisopliae ABNMa201.% No se incluyé en el primer experimento.
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Figura 7.11. Primera prueba de infectividad de cuatro cepas de hongos entomopatégenos hacia larvas del
insecto Tenebrio molitor. Se muestra el porcentaje de mortalidad alcanzado por cada una de las cepas
después de 14 dias. Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey, a = 0.05).
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Figura 7.12. Segunda prueba de infectividad de cuatro cepas de hongos entomopatdgenos y la cepa comercial
M. anisopliae ABNMa201 hacia larvas del insecto Tenebrio molitor. Se muestra el porcentaje de mortalidad

alcanzado porcada una de las cepas después de 14 dias. Las letras distinguen los grupos que resultaron de la
prueba de medias (Tukey, a = 0.05).

Algunos trabajos encuentran correlacion entre la germinacion y la infectividad de los aislamientos,

por ejemplo, en Paecilomyces fumosoroseus fue altamente significativa en larvas de la polilla de la
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col, Plutella xylostella (Altre et al., 1999). Al evaluar tres aislamientos contra &fidos de Aphisfabae
Scopoli, el aislado V. lecanii HRI 1.72 tuvo la mayor tasa de germinacion (80%), es posible que esto
esté relacionado con la patogenicidad in vivo de este aislado (Yeo et al., 2003). En el trabajo
realizado por (Hassan et al., 1989), la germinacion se correlaciona con una mayor patogenicidad en
mutantes de Beauveria bassiana. En esta investigacidn, no se encontré relaciéon entre el porcentaje
de germinacién y la infectividad, debido a que, la cepa Metarhizium anisopliae Tac-3.1 en la prueba
de germinacion, presentd los porcentajes mas bajos (69.9 y 28.28% respectivamente) en ambos
experimentos y en la prueba de infectividad, fue la cepa que causo los mayores porcentajes (42 y
54) de muerte de larvas de Tenebrio molitor (Figuras 7.11 y 7.12). Sin embargo, de manera
contrastante, en la investigacion realizada por Montesinos-Matias et al., (2011), el porcentaje de
germinacion de conidios de Beauveria bassiana esta correlacionada con parametros de virulencia,
tales como el tiempo de inicio de la muerte, el tiempo letal y maxima mortalidad en larvas de

Tenebrio molitor.

8. Conclusiones.

» Se aislaron 26 cepas endémicas de HE silvestres de las zonas agricolas del D.F., 25 del
género Metarhizium y una de Beauveria bassiana.

» No se encontro relacién entre la cantidad de materia organica y la clase textural del suelo
con la cantidad de aislamientos de HE.

» Se encontré que el mejor método de conservacion para los aislados, fue en agua destilada
estéril a 4° C.

» De acuerdo a los resultados obtenidos, no pudo establecerse una relacion entre la
germinacion y la infectividad en ninguna de las cepas estudiadas.

» El aislado nativo Metarhizium anisopliae Tac-3.1 fue mejor que la cepa comercial de
Metarhizium anisopliae ABNMa201 y las cepas Metarhizium sp Cuj-2.1 y Metarhizium sp

Xoch-8.1 son al menos, iguales que la cepa comercial.
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9. Perspectivas.

» Se sugiere determinar la infectividad de los aislados obtenidos con plagas de interés
econdémico.

» Podrian probarse métodos que permitan mejorar la infectividad y termotolerancia de las
cepas evaluadas.

» Disminuir los valores de a, (incrementar las condiciones de hiperosmoralidad) para
determinar una mayor diferencia entre las cepas evaluadas.

» Probar métodos alternativos de identificacion molecular (beta tubulina, factor de elongacion
alpha) para ver si es posible determinar la especie de los aislados obtenidos en los que sélo

se identifico el género.
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Anexos.

Anexo A. Aislados plurispéricos obtenidos de cinco delegaciones rurales del D.F.
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Anexo B. Aislados monospéricos obtenidos de los aislados plurispéricos (purificacién).
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Anexo C. Estructuras reproductoras de los aislados monospdéricos. (Identificacién morfologica).
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Anexo D. Secuencias amplificadas de los aislados monosporicos

Metarhizium sp Cuj1-1.1

Sentido.
CGTAAATCACTCACCCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGG
GGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCG
GCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCC
TCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCC
CAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAGAGCATATCATAAAC
CGGAGGAAACACCCTGGGGAAATAATACCTTTAATTGGTGGCTTCGGCGGGACTAGAGGCCCG
CCGGGGACCCAGACCTTCTGAACTTCTGCAGTGAGAGATCTTCCGAGTGGGTTAAGAAAAATG
AGATCAAAAACTTTCCCACCAACCGGGACCTCTGGGTTCTGGGCATTCTATAAAAAAAAGCCAC
CTGAAATGCGTTAAGTAAGTGGCAAATAGTCAAAATTCATTGAATCATCAATCTTTGGACGGCCC
AATTGTAGTCAGATCAGCATTCTAGATCGAGCATGCTAGTTCAGAGGGTCCTAGCCCCCTGGTC
TACGAGACATAGTATGGGGACACGCCAGACCCTGTATTCACTCAGAGCCTCCCGTACCTACTG
CGTTGCCACAGTACCTCCATAGCCG

Metarhizium sp Cuj-1.1

Antisentido
TAATCGTAACTACTCATCGAGTCACTATAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCG
GGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAAT
TTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGA
CTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCA
GAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAG
CAACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCA
GTCACCCTACGGAAGGTATGCACTCCAACCCTGTGAATTATACTTTAATGTTGCTCGGCGGGAC
GTTCGCGCCGCGGGACCAACCTTCTGAATTTTTATAGTATCTCTGAGTGTTAAAGAATGAATCAA
ACTTTCACACGACTTGTTCTGCATCGATAGAACGCACGATGCGATAGTATGTGGATGCAATCAT
GATCAGCGACTTTGACGCAATGCGCCGTCAGTATTCTGCGCATGCTGTCGAGCGTCATACCCC
AATACCCTTGGATGGGTTGGATGCAGCTGTTTTCAGCACCTCCTACTTATGATTGCTGCCTCCC
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TCGCATATGAACTCGCACGGACCGGCGGGTCCATGCTAAACCCAGTTTATTACCTGACGGTGA
ACCGGTAACTAGCATTCAGTCCGAGAGAA

Metarhizium sp Cuj-2.1

Sentido.
GCTAATCACTCCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
AACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTTAAGCATATCATAAAGC
GGAGGAAACAGCCCTGGGAAATTATACCTTTAATTGGTTGGTTCGGCGGGACTTCCGCGCCCG
CCAGAAGACCCGCACCCTTCGGAATTTTTTATAAGCACCCTCCGAGATGGATAAAAAAAATGAA
TTCATAACTTTCAACCACGGAGCTCTCTGGGGTTGCTGCCTCCGTAGAAAAACTGTACTAAATT
GCCATTAAGTGATGTGCAATATGCAAGAGATTCAATGGATTCTTTCACACTTTGACGCCGCTTTG
TTCTCGGCCGCATTTCTAAGTCGGCATGCCTTGTTCAGAGAT

Metarhizium sp Cuj-2.1

Antisentido
CCATACTACTCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTC
CTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAG
GGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGA
GGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGAT
ACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAA
TTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCAAC
CTACGGAAAAGTTTGCCACTCCAACCCTGTGAATTATACTGTACTGGTGGCTCTGCGGGACTTC
GCGCCGCCGGGACCAAGCTTCTGAATTTTTAATAGTATCTCTGGAGTGGTTAAAAGAATGATCA
AACTTTCAACACGGACTGTGGTTCTGCATCGATAAAACGCACGATGCGATAGTATGGTGGATTG
CAGATCAGTGATCACGACTTTGACGCACATGCGCCGTCAGTATTCTGCGCATGCTGTCGAGCG
TCATACCCCCATAAGTCCTGAGCACAGTTGTGCGGAGAGCCGACATGTTTTCTCTCAAACACAT
CCTTAACTTAATTGGCGGTTCGCCTGACCTCTCCCTCGCAGTATGAAGACGTCGACTGGACGA
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CGTCCATTGCCGTAAACCCACGTTTATTACTCGACGGTGGATACCTGACTTAAAGCATCTATAC
GCGAGGAA.

Metarhizium sp Cuj-3.1

Sentido
CGGGCGGGTTTACTGATCGCGGTCAGTATCATTAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGTGCGCG
TCAGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGGCCGGGCCACGGCCAGACCGTCTATTA
TTTTAAGGGACGGCTGTGCTGGTGAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACTCCAAGTCCACAGGGG
AGTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGATTGGCGCAATGTG
GGGAATGGAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCCTTCAGATTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCCGAACCCAGACATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATCATTTTTTTAACCCCT
CCAAACATACTTATTAAAAAATTCAGAGGGTTTGGGTCCCCGGCCGGCGTCAACTCACGACGAA
GAAACTATTAAGGGTATGATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCCGTAATGATGCCTCCGC
TGGTGACATCAACTGAGACCTTGCTACGAACATTTACTTCCTCTAAATGACCAAGAA

Metarhizium sp Cuj-3.1

Antisentido
CCACTAGTCCGCTTATGACAGCGGAGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAAT
TATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT
TTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCCACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCCATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCCGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCTAGGCTGGTTTTCCAACA
AAGCCTTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACT
CGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGACTTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCG
AATCAAGTAGGACTACCGCGATGAACTTAAGCATATCATAAGGCCCAGGAA

Metarhizium sp Cuj-4.1

Sentido.
TCTATAATCACTCACTCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCG
GGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTC
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CTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCC
CCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACATTAAGCATATCATAAA
GCCGGAGGAAAGCCTGGTAAATATATCCGTTTAATTGTTGCTTCCGGCGGGACTATCACGCCC
GCCGGGGGACCAAACCTTCTGGACTTTTTTAATAACTATCCTCTGAGTGGGTAGAAAAATGAAT
TAAAACTTTCCACCAACGGAACCCTTGGGTTCTTGCATCCAATAAAACAACGCCGCCGTAGTGC
GATTAGTTGATGTGATATTGCAGAGATTCAGCGATTCTTCGATTCTTTGGAGCGCGACTTATGA
GTTCCCGCCGATATTCCTTGTCCAGGCATTGCTAGTTTCCGAGAGGTTCTTTTGCGCCCCATCG
ACGCCCTCTGTCAGCACAGAATGTATG

Metarhizium sp Cuj-4.1

Antisentido
GGGGGTCCAAATATCAGTCCATAAAGTGGCGGTTTACGCAGTGACGCGCAGCTCTGTGCGAGT
GTTTTACTACTGCGCAGAGGTATGCACGCGAGACGCATATCAGACGCTGTGCTGAACAGCTCG
CGATCCCAACAACCAAGTCCACACAGGGGACTTGGAGGGGGCGGTTAATGGACCGCTCTCGA
ACAGGGCATGTGCCCCGCCCAAGAAATACCTGAGACGGGGCGCCAATGTGTGCGGTTTCAAA
GAGTTCCGAGTAATTTCACTGTGATTTCTGCCATTTCACATTTACTTTATCGCATTTCCCCGTCG
GTTTCTTCTACCGGAGGCCAGACACAAAAAATCCCGTGTTTAGAAATTTTTGATATCTTTTTTTTA
CCCCTCCAAAAATCTTTATTAAAAATATTAAGAGTGTGGGGTCCCGGGGGGGGCAAATCCCCCC
AACCCCTTTTTGGGGTTTTTCCGGGGTGGGAGGGGAAAAATCGAATGTCCCCCCGAGAGAATC
TCCCGAGAGAAAGGCGGTTCCCCCCCCCGGGAATTTTTTTTTGGGGGGGGGTGGGGGGGCGG
GACCTTTTTTTTAATTCGGGGGGGAAAAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGAAAAAAGGGGGGGGGG
GGGGGGGAAAAAGGGGGGCGGGGGGGGGCCCCCCCCCCGGGGGGGGGGGGGTGCTCCAA
AGTGTGTCCCCAAAAGCCCCCCCCCCTCTTTTTATAGAAAAAAAAAAA

Metarhizium anisopliae Cuj-5.1

Sentido.
GTTAATCACTCACTCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
AACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACATTGAAACATATCATAAGC
GGAGGAAAACCCTGGGAATATATACCTTTAATTGGTTGCTTCCGCGGGACTTCGCGCCCGTCG
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GGGGGGCCCAAGCCTTCTGAACTTCTGAATAAGTAATCCTCCCGAACTGGGTGAGAAAAAATG
AAATCAAAACTTTTTAACAACAGGGACTCTCTTTGGTTCTGGCATTCGTTGAAAAACCGCTGCAG
AGATGTGATAAGTGAAGTTGCCATATTGCGAGTATCAGCGAATCTTTGCAGCCTTTTGACGCCC
GTTTGTGTTTCTTGTCAGTATGTCTTGTTCGGCATTACTTTGTCTCAAAGGTCCTGTAAGCCTATT
AGTCGCGGATGGACGAGGAAGTGTGTTACACACACTCTTTATATTATGCAAGGTCTCTCTTGAC
CTTACTTTATTGACGGTATGCAACATCGTCTCATTGTGCTGATGAAACCTGCCAAACACCCGAG
TTTGCATAGCTTGATCGCGAAATCGTTATATGAAGCTATC

Metarhizium anisopliae Cuj-5.1

Antisentido.
GTTAATCACTCACTCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
AACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACATTGAAACATATCATAAGC
GGAGGAAAACCCTGGGAATATATACCTTTAATTGGTTGCTTCCGCGGGACTTCGCGCCCGTCG
GGGGGGCCCAAGCCTTCTGAACTTCTGAATAAGTAATCCTCCCGAACTGGGTGAGAAAAAATG
AAATCAAAACTTTTTAACAACAGGGACTCTCTTTGGTTCTGGCATTCGTTGAAAAACCGCTGCAG
AGATGTGATAAGTGAAGTTGCCATATTGCGAGTATCAGCGAATCTTTGCAGCCTTTTGACGCCC
GTTTGTGTTTCTTGTCAGTATGTCTTGTTCGGCATTACTTTGTCTCAAAGGTCCTGTAAGCCTATT
AGTCGCGGATGGACGAGGAAGTGTGTTACACACACTCTTTATATTATGCAAGGTCTCTCTTGAC
CTTACTTTATTGACGGTATGCAACATCGTCTCATTGTGCTGATGAAACCTGCCAAACACCCGAG
TTTGCATAGCTTGATCGCGAAATCGTTATATGAAGCTATC

Metarhizium sp Mag-1.1

Sentido
GAGGTGATCTACTGATCGCGGTCACTATCATTAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGAGCGCGC
CGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTAGTACTGCGCAGAGCCGGGCCACGGCCAGACCGTCTATTA
ATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGTGAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACTCCAAGTCCACAGGGG
AGTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGT
GCGTTCCAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCCTTCAGATTACTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCCCAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTC
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AAAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGACGAA
GCAACACTTAACGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATACCTCCGC
TGGTTCACCAACTGAGACCTTGAGAACGACTTTTACTTCCTCTAAATGACCAGGA

Metarhizium sp Mag-1.1

Antisentido
CGACTAGTTCGCTTGCTGACAGCGGTAGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGA
ATTATACCTTTGATTGTTGCTTCGGCGGGAGTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAGACCTTCTGAA
TTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCCATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCCGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTACCCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGTGAGGCTGGCTTTCCA
GCAAAGCCTACCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCACAGTAATAAAAC
ACTCGCAACAGGAGACCGGCGCGGTCCACTGACTTACAACCCCCCTACTTTTTATAGTTGACCT
CGAATCACGTAGGACTACGCAATGAAACTTAAG

Metarhizium anisopliae Mia-1.1

Sentido.
TTTAATTCACTCCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGG
GGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCG
GCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCC
TCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCC
CAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAACC
GGAGGAAACCCCCTGGGGAAATTTTACCTTTAATTGTGGTTCGAAGAGAGAATTCGCGCCCGG
CGGGGACCCACACCCTCCTGAATTTATAAATAATTATATTTCTGGAGTGGGTGAAAAAAAATGAA
TCCAGAACTGTGCAACAACGAGATCTCTTTGTTTCTGGCATCGATTGAAAAACGGCGGCGGAAT
GCGAGTAAGTAAGTGCATTGCCCGAGTTCCTCTAATTCTTCTGCAAGTCTCTTTGAAGCCCAAC
ATAGCAGTCCGGTCGCATTTCTTGTCGGGCAGTGTACTGAGTCGAGG
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Metarhizium anisopliae Mia-1.1

Antisentido
CGTAACTTACTCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCT
CCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAA
GGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTG
AGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAG
ATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAAC
AATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCC
CCCTACGGAAAGTTGCCACTCCAACCCTGTGAATTATACTTTATGTTGCTCGGCGGGACTTCGC
GCCGCCGGGACCAAGCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTCTGAGTGGTTAAAGAATGATCAAACT
TTCACAACGGACTGTGTCTGCATCGATAAAACGCACGATGGCGATAGTATGTGATGCAAATCAT
GATCACGACTTTGACGCACATGCGCCGTCAGTATCTGCGCATGCTGTCGAGCGTCATACCCCC
ATCAGCTCCCTGAGACGATGTGTTGGGGAAGAGCAGAACTTGTTTTTCTGCCAACCATCCTTAC
TATTGGCGGTTTCGCCTGGCCTCCCTGCGATATGAACATTCGAACAGACGACGGTCATGCCTA
AACCCACTTTAGTACCGACCGTAGATCCGTACTAAGCTCATGACGGAGAA

Metarhizium anisopliae Mia-2.1

Sentido.
TCTAATCACTCACCCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGC
GAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC
TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCA
ACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAGATTTAAGCATATCAAAAAGCG
GAGGAAACAGCCGGGGGAATATAACCCTTTAATTTAAAGAAAAGGGGGGGGAATTTAGGCCCC
CCGGGGGACCCCCCGCCTTTGAAAATTTTTTTAATAATTTTCCCCCGGGGGGGGGGTGAAAAA
AAGGGGGGGGAAAACTTTTTTCCAAGGGGAGTTTTTTGGTGTCTGGGCCCCCCTGGATAAAAA
CCCACAGGGTTGCGTAATGTGATGGGGAAATTTCGAGATTCTCGGACTCTTTAAAAACACTTTG
AGCCCCCACTATTTTCCCCGCCAAATTTCTTGTTGGGGCATCTTTCGCCCCGAAAGCCCCCTTA
TCCCCCCCTTGCCTCCCCAAGGGCCCCCAGTGTTTTTTTTTACAGAGCCACCCCCCCCTTTTTT
TTTATGGGAGGAGTACGCCCCCCTCCCCCTCTTTATTGCCCGGATGGGTAAAAACACTGCCGC
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CTCGGGGGACCCAGGGGGGAAAGGAAAATTTTGTGCTTATGAAAAAGACCCCCCCCGLGLCG
TTTTTTTGTATTTTAATATCCGCCA

Metarhizium anisopliae Mia-2.1

Antisentido.
TATGGTACTACTCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGC
TCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTA
AGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTT
GAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAG
ATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAAC
AATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCACTCCGCAGTCA
CCCTACGGAAATATCCACTCCACCCTGTGAATTATACCTTTAAGTGTTGCTTCGGGCGGGAGCT
TCGCGCCGCGGGGACCAAGCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTGCGGAGTGGTAAAGAATGAAT
CAAACTTTCAACACGGAATTTGTTCTGGCTTCGATTAAAACGCACGAATGCGGTAGTATGTGGA
TTGCAATCATGGATCATGCGATTTTTGACGCACATTGCGCCGTAGTATTCTGCGCATGCTGTCG
AGCGTCATACCCCCATCACTTTGATAAGGTTGTGGGGAAGCGACGACATGGTTTTCTGCAGCC
ACTTTATTAATGGGTAGGCGTTGCCTCTCTGGTAGAGACTCGAACGGACCGAGGTCATGGCTTA
ACCAGTTTTATTTACCTGAACCGTGGAATATCCTACTAAGCGTAGTAGCCGGAGACAAC

Metarhizium sp Mia-3.1

Sentido.
TGTATCACTACACGCTGCTGGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCG
GGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTC
CTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCC
CCAACTTTTTATAGTTGACCTCTAATCAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAA
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Metarhizium sp Mia-3.1

Antisentido
TAAATAACGTACTACTCATCGAGATCACTATAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGC
CGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATT
AATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAGAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGG
GACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTC
AGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAA
GCAACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGC
AGTCACCTACGGAAATTATCCACTCCAACCCTGTGAATTATATCTTTTAATTGTTGCTTCGCGGG
ACTTCGCGCCGCGGGGACCGAACTTCTGAATTTTTATAAGTTCTGCTGGAGTGTTAGAAGATGA
ATCAAACTTTCACAACGGATCTCTGGTTCTGGCATCGATGAGACGCACGAATGCATAGTATGTG
ATGCAGATCATGAATCATCGATTTGAAGCACAATGCGCGTCAGTATTCTGCGCATGCTGTTCGA
GCGTCATACGCCCTCAGTCCTTGGACTGGTTAGGGATCGCAGCTGTTTCACACACCTCATAAAT
AATTGGTTCGTCGCTCTCTCTGCCGGATAGAAAATCACACGGAAACCGGGCGGTCATGTC

Metarhizium spMia-4.1

Sentido
CGCGTGCTCTACTCATCGCGGTCACTATCATTAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGAGCGCGC
CGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTAGTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGTCTATTA
ATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGG
AGTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGT
GCGTTCAGAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCCTTCAGATTACTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCCGAACCAAGACATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTC
ACAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAA
GCCACAATTAACGGGATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCG
CTGGTTCACCAACGGAGACCTTGAGAACGACTTTTACTTCCTCTAAATGGACCAGGA

Metarhizium sp Mia-4.1

Antisentido
CGGCTAGCTCGCTGCTGACAGCGGTAGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGA
ATTATACCTTTGATTGTTGCTTCGGCGGGAGTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAGACCTTCTGAA
TTTTTTAAGAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCAATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGGCGAATTCAGTGA
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ATCGTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCTAGGCTGGTTTTCCA
ACAAAACCCATCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCTCAGTACTAAAAC
ACTCTTAACAGGAGACTCGGAGCGGTCCACTGACTTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACC
TCGAATCAAGTAAGACTACCCAGGAGAACTTAAGCATATCAAAAGGCCCAGGAA

Metarhizium sp Tac-1.1

Sentido
CGTTTATCACTCCACGCTGCTGGATCATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGC
CGGGGACCCAAACCTTCGGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGG
GATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGC
CCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGAAAAC
CCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAGCTTAAGCATATCAT
AAGCGGAGGAA

Metarhizium sp Tac-1.1

Antisentido
CACTCAGCTAACTACTGCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGC
CGGGCTCCTGTTGCGAGTGTATACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTA
ATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGG
ACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTC
AGAACATACTTATTAAAAAATTCAAAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAA
ACAACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGC
AGGTTCACCTACGGAAGTTTTTATCGGGTCCGGGAATTAACCCGGGGATCCCTCTGTGGTGTT
GGGGGGGGGGGACCCAGCGGGGAATTTTTTAGGTTTTTGAGGGTCAAAGGATGAAATTCCCAC
CGATCTTGGGACTGGGACTTAAAACGCAAAAGGAT
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Metarhizium sp Tac-2.1

Sentido
GCTAATCACTCACTCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
AACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAACGGA
GGAAACAACGCTGGGAAATTAAACCTTTAATTGTTGGCTTCGGCGGGACTTCCCGCCAGTCGG
GGGACCCGACCATCGGGATTTGTAGATAAGTATCTTCTCAAGCGCGTAGAAAAAAGAAATAAAA
AATTTTCAACATCGGAACTCTTGGTTCTTGGCCTCCGTAGACACAAACCCCACAGCACATTGCG
TAAAGTGGATGGCTAATTGTCAGGAGTCCAGCGAAATCATTCGAAGACCTTTTTGGAGGCCCAC
TTAGTTTCTCGTCGCATATCTGGTCGGGCATGATACGTTCGAAGAGCTCCTGACCCTTAATTTC
GCGTGATGCTAAGAATGTGTGTGATAGACCCAACACTGTTATTATAGGAGATATCCTTCTGACTA
TAATAGCTAGTCGCAGATAGTCCCGCTCTGACAGGCCGGAAAGTAAAACAATGACGTAAAACAC
CCGCGTTTGCATTGACCTGAAACCGGCAGAATACGCCTTTAGAC

Metarhizium sp Tac-2.1

Antisentido
CGTACTACTCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC
TGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAGG
GACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGAG
GGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGATA
CTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAAT
TAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCACCC
TACGGAAATTGTCCACTCCCACCCCTGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTCGGCGGGACTTCGC
GCCGCCGGGACCAGCCTTCTGAATTTTTAATAGTATCTCTGAGTGTTAAGAAATGATCAAACTTT
CACACGGACTTGGTCTGCATCGATAGACGCACGAATGCGATGAGTATGTGATGCACATCATGAT
CACGACCTTGACGCCACATGCGCGTCAGTATCTGCGCATGCTGTCGAGCGTCATACCCCATCA
CCCCTGAACAGGTGTGGGAAGGCCAGCTTGTTTTCTCTCAACCATCTTACTTAATGGCGTTCGC
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TGCCTCCCTCGCGTATGAACTCGACGACGACGTCATGGCTAACCCAGTTTAGTACCTGACGTG
ATCCGTACCTAAGCTTCGAGTAGCGAAA

Metarhizium anisopliaeTac-3.1

Sentido
CAACATAATCTCTGATCGAGGTCACTATATTAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGAGCGCGCC
GGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCACAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCTATTAA
TTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGA
GTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCCCAACCAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAA
AAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGC
AACAATTAACGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTG
GTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGAATTTTACTTCCTCTAAATGGACCAGGA

Metarhizium anisopliae Tac-3.1

Antisentido
CAGCGTGATCTACTGATCGCGTCAGTATCATTAGTTGAGGGGGTTTTACGGCACTGGAGCGCG
CCAGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGGCGAGCCGGGCCACGGCGAGACCGTCTATT
AATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGTGAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACTCCAAGTCCACACGG
GAGTTGATGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCCTTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCCCTCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCC
AAAGATACTTATTAAAAAATTCATAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCCAACTCCCGCCGAAG
CAACTATTAACGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCT
GGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGAAATTTACTTCCTCTAAATGGACCAGGAA

Metarhizium anisopliae Tac-4.1

Sentido
ATAATCACTCCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGG
ACCCAAACCTTCTGCAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
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CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
AACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTGAAGCATATCAATAAAC
CGGGAGGAAACACCCCTGGGAAATATTAACCTTTTAATGGTGGGTACGGGGGGCTTTCCCCCC
GCCCGGGGGCCCCAGCCATCAGGAATTTTTTTAATAAGGTAATCTTCTTGAGGGGGCTAAGAAA
AGGAAAAAAAACTTTTTTAACAATCGGAACCCTTGGGTTTCTGGGGCTCGCGGGAAAACACACC
CCCCCGGACATGGGGTTAAGTTGAATGGGGGATATTTGCCGAGAGTGTCCAGCGAAACCTTTC
CAAACCCCTTTGAAACGCCCCCAATCGGGGCCCCCCTCCGGAATTTTCCGGTGGGGGCGCTTA
GAATAGTTCCCAGAGGTCTTTTATCTCCCCCAAGAGTATTCCGCGGGAGCTG

Metarhizium anisopliae Tac-4.1

Antisentido
CGTACTACTCATCGAGTCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCC
TGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAGG
GACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGAG
GGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGATA
CTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAAT
TAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCCCCC
TACGGAAATTATCCACTCCAACCCTGTGAATATACCTTTAATGTGCTCGGCGGGACTTCGCGCC
GCCGGGACCAAGCTTCTGAATTTTTATAGTATCTCTGAGTGTTAAAGAATGAATCAAACTTCACA
CGGACTGTGGTCTGCATCGATAAAACGCACGATGCGATAGTATGTGATGCACATCATGATCATC
GACTTTGACGCACATGCGCGTCAGTATTCTGCGCATGCTGTCGAGCGTCATACGCCACTACGC
CTGGAGAGTGTTGGGGGATGACCGACTTGTTTTTCTTCAAACCATCTTCACTATGCGTTCCCTG
CCTCTCTCGCATTGAACTCGCACGGACGGCGTTCATGCTAACCAGGTTAGTGTACGACGGTGA
ATCCTAATTAGCTAGTTAGCGGAGAA

Metarhizium sp Tac-5.1

Sentido
CGACTCGCTGGTGACAGCGGAGGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTA
TACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTT
TAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGGAACGCACATTGGGCCCCGTCAATTATTTGGGGGGGATTTGCTGGTTCGAGCG
TTATTATACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCC
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AGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAA
ACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGA
CCTCGAATCAGGTAGGACTACAGCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGGAGGAA

Metarhizium sp Tac-5.1

Antisentido
CCAAATCTACTGATCGAGGTCACTATAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGG
CTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTT
AAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACT
TGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAA
GATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAA
CAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGT
TCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAATTGACCAAG

Metarhizium anisopliae Tac-6.1

Sentido
TCTATCACTCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGA
CCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCG
AGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCT
GCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAA
CTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTGAGCATATCAATAAAGCG
GGAGGAAA

Metarhizium anisopliae Tac-6.1

Antisentido
GAATAATACTACTCATCGAGATCACTATAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGG
GCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATT
TAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGAC
TTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTC
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TTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAG
AAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGC
AACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAG
TCACCCTACGGAAATTGTCACTCCAACCCTGTGAATTATACTTTAATGGGTGCTCGGCGGGAGC
TTCGCGCCGCCGGGGACCAACTTCTGATTTTTAATAAGTATCTCTGAGTGTTAAAGATGATCAAA
CTTTCACACGACTTTGTTCTGCATCGATAAACGCACGATGCGATAGTATGTGGATTGCAATCAT
GATCACGACTTTGACGCACATTGCGCCGTCAGTATTTCTGCGCATGCTGTTCAGCGTCATACGC
CCACTAATCCTGGAAAGTGTGAGGGATCGACTATGTTTTCCTCGCACCACTCCATACTTATTGC
GTCGCTGGCCTCCCTCGCTATAGAACTTCAACGGACCGCGTCATGGCTAACCACCCTTTGTTAC
CTGACGTGCATACGTGTACTTAGCATCTATCGGGGAGA

Beauveria bassiana Tac-1

Sentido
CGGGCAGCTCACTCCTACCTTCTGTGACTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCC
GGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGA
ATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC
CCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAA
TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGA
CGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

Beauveria bassiana Tac-1

Antisentido
AATTGCAGATCTACTGATCGAGGTCACGTTCAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGG
GGTTCCGGTGCGAGCTGTATTACTACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTC
AGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTG
AAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGGATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC
CAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAA
GATGCTGGAATACCAGAGTTTGAAGTCCCCGGCCGGCCCCTGGTCCCGTCCGCCTCCCGGCC
GGGGCCAATCCCCCCAAACCACCAATAGGTAGGTTCACAAAAGGGTTAGGAGAGTTGAAACAC
TCGATAAGAGAACCTCTCCGCAGGTTCACCTACGAAAACTGTACTTTGGTAGCTACGGCGGGAT
CTTCCGCGGAGGACCCGAAGGGACCGGAACGGGCCGGGGGCCCCCAGGAGGGGGGGTGCA
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GGTTCGGGGATACGGAATAGGGGGGGGAAAGGGGAATAATTTGCACACGGACCTGGGGCTGC
ATGGATAATAAGGGACGAATGCGGTAGTAGTGTGATGCGAACCGTGGATCACCAGCTGTGAAC
GCCATGGGGCCAGCCGGATCTGGCGGCAGCCGGTCAGGGTCATTGACCATGACCTCCTGGGG
GAACGTGGCTTTGGGGACCGCGCACACCGCCTGTCCTGATTGGAGTGCGCCCTCGCGGAGCG
TCGTGCGTAGTATACGGCCTCGCACGGAGCACTGACGCGGCCGGCCTTAGACTCCAACGTCT
GGACCGTGACTCGTAACGGTTAACTACCCGCTGAACTTAGAAGCTTCAGTACGCGCGGAGGGA
AA

Metarhizium sp. Xoch-1.1

Sentido
CCTATAAATCACTCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCG
GGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTC
CTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCC
CCGACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAAACATATCATAAG
CCGGAGGAAACTACCCTGGGAAATATAACCTTTAAATGGGTGGCTCGGGCGGGACTTCCCGCC
CGCCGGGGGGACCAGAAGCGTCTGAAATATTTTTATAAGTATCCTCCCGAACTGGGATAAAAAA
AATGAAATCAAAAACTTTCTACCAAACGGATCTCTGGTTCTTGGCTCCGATAAAAACGGCAACG
GAATTGGCGATAAGTGATGTCGAAATGTGCGAAATCAAGTGAATCAACGAGATCTTGGAGCGC
CAATTGGGTCTCGGTTCAGGATTTCTTGTCGAGCATGACCGCTCAAGGCCTAATAGACCACTAA
GTCTCGTGAGAGCATAGCGTTGTGTGTAATGCGAAACTAGTAATACATGAGCGAGCGTAACCTA
TTGGCGGTTGCGATGTCGCTGACGATGACTAA

Metarhizium sp. Xoch-1.1

Antisentido
TATAGTACTACTCATCGAGTCACTATAAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGC
TCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTA
AGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTT
GAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAG
ATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAAC
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AATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCATCCGCAGTCA
CCCCTACGGAAAGTTGCCACTCCCACCCCTGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTTCGGGCGGGA
CTTCGCGCCGCCGGGACCAAAGCCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTCTGAGTGGTTAAAGAAA
TGAATCAAACTTTCAACAACGGAACTGTGTTCTGCATCGATAAAACGCACGATGCGATAGTAAT
GTGAATGCAAATCATGAATCAGCGACTTGAACGCAATGCGCCGTCAGTATTCTGCCGCATGCTG
TCGAGCGTCATACGCCCACTTCGCTCCTAGAGACGTGTTGTGGAAGACCGACCATCGTTTTCCT
GCAAACATCCTTAATATGGCGGTTCGCCTTGGCCTTCCTTGGCATATAAACTCGCACTGAGCCG
GCGTCATTGCTTAATCCCGACTATGTAACTCGAACGTGAATCCGTAACTTAAGCCATCATACGG
AGAATC

Metarhizium anisopliae Xoch-2.1

Sentido
GCTAAATCACTACACGCTGTGGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCC
GGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTGAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGA
TCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCC
TCCTCTGCGCAATAGTAAAACACTCGCGACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGAAAAACCC
CCCGACTGTTTTATAGTTGACCTCCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAACTTGAAACATATC
AATAAGCCGAAGGAAACCCCCCGGGGAAATTACCCCTTAAAATGGGGGGTTTCGGGGGGGAAT
TTCCGGCCGCTCGGGGTGCCCAGGAACCTAAATTTTTGTTATTTTAGAATCTTTCCGGAGCCGG
GATGGAAAAGGAAAGGAAAAACATTTTTAACAACGCGAACTTTTGGGTTTCTGGGGCTCCGTAA
AAAAAACACCCGAACGGGCGTTGCATAAGGGAAATGGGAAAAAGTCGGGAATTCACGGAATCA
TTCGAAAGCCCTTTGAGAGCCGCTTATTGTATCTCGGTGGGGATGCTCTGTTCGGAGGGAATG
CTAACCCCCCCAAAAAAC

Metarhizium anisopliae Xoch-2.1

Antisentido
TATAGATACTACTCATCGAGTCACTATAAAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGG
GCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATT
TAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGAC
TTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTC
TTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAG
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AAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGC
AACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAG
TCACCCTACGGAAATATCAACTCCCAACCCTGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTCGGCGGGGA
CTTCGCGCCGCGGGACCAAACTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTCTGAGTGTAAGAAATGAATCA
AACTTTCACACGACTTGTCTGCATCGATATACGCACGATGCGATAGTATGTGATGCAATCATGAT
CAGCGACTTTGACGCACATTGCGCGTCAGTTTTCTGCGCATGCCTGTCCAGGTCATACGCCAAT
ACTCCTGATACAGGTTGGGAAGACGAATTGTTTTCCGCCACCACCTTACTAATGGCCGTCGCCT
GCCTCTCGCATAGAAACTTCACGGAACCGGCGGTGCATTGCTAATCCGACTTTGTATCTGAACG
TGATACTGACTGAGCTTAGTACGGGAGAA

Metarhizium sp Xoch-3.1

Sentido
CGCCGTGATCTACTGCATCGCGGTCACTATCATTAGTCGAGGGGGTTTTACGGCAGTGGAGCG
CGCCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCCAGACGTCTA
TTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAATACCAAGTCCACAG
GGGAGTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAA
TGTGCGTTCCAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCCTTCACATTACTTATCGCATTTCGCTG
CGTTCTTCATCGATGCCCCAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCA
CTCAAAACATACTTATTAAAAAATTCATAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCCAAGTCCCGACG
AAGCCACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCC
GCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGATAAGACTTTTACTTCCTCTAAATGACCAAGA

Metarhizium sp Xoch-3.1

Antisentido
TGCCTACTCGCTTGGTGACAGCGGAGGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGA
ATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAAT
TTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCCACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCCATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCCGAATTGCGTGAA
GGGGCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCCAGCG
TCATTACCCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCTAGGCTGGTTTTCCAG
CCCAGCCCTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCCTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACA
CTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCGACTTTTTATAGTTGACGC
GCGAATCAGGTAGGACTACGCCGATGAACTTAAGCATATCATAGGCCGAGGAA
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Metarhizium sp Xoch-4.1

Sentido
CAGCGCATCATCTCCTGCATCGAGTCACTATATAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCG
CCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAAT
TAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGG
GGACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCCATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCCGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCAC
TCCGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCG
AAGCCACAATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCC
GCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAAATGACCAAGA

Metarhizium sp Xoch-4.1

Antisentido
CCTTAGCTCGACTGCTGACGCGGAGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATT
ATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTT
TTAAGAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCA
AAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTACTAAAACACT
CGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGACGTAAAACCCCCCGACTTTTTATAGTTGACCTCG
AATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCCGAGGA

Metarhizium anisopliae Xoch-5.1

Sentido
CGTAAATCACTCCACTCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCG
GGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTC
CTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCC
CCGACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGTAGGACTACCCGCTGAACTTGAAACATATCATAAAC
CGGAGGAAAAGCCCTGTGAAATAATACCTTTAATTGGGGGCTTCGGGGGGACTTCTCCGCCGG
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CGGGGGACCCAAGGCTTCTGACTTTTTATAAGTATCCTCTGGAGTGGGATAAGAAAAATGAATC
AATAACTTTCAACAACGGGACTCTTGGTGCTGCATCGATTAAAAACGCGCATGCTGTGAGTAGT
GAAGTGCATAGGTGAAGATCATGGATCTATCGAAATCTATTGGACGCCGATAGTGTTCTTGTCA
GTATGCCTGTCGAGAATGCATGCTCCAAACGGCCATCAGCACTTGTGTTCGACGAACCAGGCG
TGTGGTTACCGGACGACATCTGATATCAATGAGGCGTCCTTGGACTCATCGAGCGTATGGAAA
GTTGTTA

Metarhizium anisopliae Xoch-5.1

Antisentido
GGATAACTACTCATCGAGTCACTATAAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCT
CCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAA
GGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTG
AGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAG
ATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAAC
AATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCA
CCCTACGGAAAATTTTGCACTCCCACCCCTGTGAATTATACTTTAATGTTGCTCGGCGGGACTG
TCGCGGCCGCCGGGACCAACGTTCTGAATTTTTATAAGTATCTCTGAGTGGTTAAAGAATGAAT
CAAACTTTCAACAACGGACTTGTTCTGCATCGATAGAACGCACGATGCGATAGTATGTGGTTGC
AGATCAGTGAGTCATCGACTTTGACGCACATGCGCCGTCAGTATTCTGGCGGCATGCTGTTCA
GGCGTCATAACCCTCAATACCCGTGACTGGGTGTTGGGGATAGACAGACTGGTTTTTCCTCCAA
CACCATAACTTAATGGCGTTTGCCTGCCTCCCTGCCATATGAAACCTCGCACGGACCGGCGTC
CATGCCTAAACCCCACTTTATGTACTCGAACGGGACATCCGTGAACTTAGCATCTGTAGGCGGA
GAGAA

Metarhizium robertsii Xoch-6.1

Sentido
CGGGATTCGCTGCTGACAGCGGAGGGACATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAAT
TATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTT
TTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCA
CAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACT
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CGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCG
AATCATGTAGGACTACCCGCTGGAACTTAAGCATATCATAAGGCGGAGGA

Metarhizium robertsii Xoch-6.1

Antisentido
CGGTACTCGATTGCTGACAGCGGAGGATCATTACCGAGTTATCCACTCCCAACCCCTGTGAATT
ATACCTTTGATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAGACCTTCTGAATTT
TTTAAGAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTAGGT
TCTGGCATCAATGAAGAACGCACCGGAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCATAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCTAGGCTGGTTTTCCAAC
AAAACCTTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCACTACTAAAACAC
TCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGACGTAGAACCCCCCAACTTTATATAGTTGACCTC
GAATCAAGTAAGACTACCCGCTGAGCTTAACCATATCAAAAGGCGGAGGAA

Metarhizium sp Xoch-7.1

Sentido
TCTATCACTCCACCCTGTGATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGG
GGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCG
GCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCC
TCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCC
CAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAGGACATATCAATAAA
GCGGAGGAAACCACCCCTGGGAAATTAAAGGTTATATTGGGGGTAACGGGGGGGATTTCGGG
GCCTCGGGGGGAACCGGGCCTCCGAAATTTTTTAAAAACCAACCCCCGGGAGGGGGAAAGAA
AAAAGAATGAAAAAATTTTTAAAAAACCGGATCTCCTGGGGTCTGGGCTCCCTAAAAAAAAAAG
CGGAAATGAAAAGGAGTAAGTGTGATTGGGGAAATTCAAAAAATTAGGGAATCCTTTGACACCC
ACTTGGGCCCCCCTCCTGTACTCCCGGGCGGCCATTTCCTGGTTTAGGCGTGATTTATCCCCC
CAAGAGCACCTCG
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Metarhizium sp Xoch-7.1

Antisentido
CGTACTACTCATCGAGTCACTATAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTC
CTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAG
GGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGA
GGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGAT
ACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAA
TTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCACC
CCTACGGAAAAGTAGCCACTCCCACCCCTGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTCGGCGGGGCTT
CGCGCCGCGGGGACCAAGCTTCTGAGTTTTTATAGTATCTCTGAGTGTTAAAGAATGAATCAAA
CTTTCAACAACGGAACTTGTTCTGCATCGATAAAAGCACGATGCGATAGTATGTGATGCAATCAT
GAATCAGCGACTTTGACGCACATGCGCCGTCAGTATCTGGCGCATGCTGTCGAGCGTCATACC
CCCATCACTCCCTGACACTTGTTTTGGGAGAGCCAACATTGTTTTTCTCTGCAACCATCCTAACT
TATTGGAGATTCGCCTGCCTTCTCTCGCGGTAGGAAACTTGCACGGACGGAGGGTCCATTGCT
AACCCCAGTTTAGTACTCGGAACCGTGGAATCGCTTAACTAGCTGCAGTAACGGAAGAAT

Metarhizium sp Xoch-8.1

Sentido
TCTAATCAACTCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
GACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAGAAGTGAAACATATCAATAAA
GCGGAGGAAACGCCCGGGGAAATATTACCTTTAATTTGTGGCTTAGGGGGGGACTTCCCGCCC
CCGAGGGGAACCCCACCCTCTCAAAATTTTTTTAATTAATAACCTCCTCGAGTGGGTTAAAAAAA
AGGAATTAAACCTTTTTCCTCCCCCCGCAGCCTCTTGGGGTTCCTGGGCATTCCTTAAAAAAAA
CGCCCGCCAAAGTGTCGATTAAGTTGGGGGTGGAAATAGACAAGAGAATCCATGAAACCTTTTA
AAACCCCTTTGACCCCCCCTTTGTGGTTCCCGTCGGGGATTTCCTGGTTGGGCGGGCTTTGCT
CCTCCAAGGCGCTCTTTTGCCCTCTGGGTGGAGGGGAGGCAGGGAGTCGTGTTGTATTTGGAC
AAGCCCCACAATATTATTTTATATTGCGAGGTTCCCCCCTTTTGTCCTTCAATTTGTGGGGTGAT
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GGTTTGTGAAGAAGGGAGCAACCCTCCTTGGGGGCCCCCCCCCGAGAGGGAGGGCACACACC
TGCTTCGCT

Metarhizium sp Xoch-8.1

Antisentido
CCATACTACTCATCGAGTCACTATAAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTC
CTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAG
GGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGA
GGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGAT
ACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAA
TTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCCCC
CTACGGAAAGTATGCAACTCCCACCCCTGGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTCGGCGGGACGT
TCGGCGCCGCCGGGGACCAAACCTTCTGAGATTTTTAATAAGTATCTCCTGAGTGGGTAAAGAA
TGAATCAAACTTTCAACAACGGACCTGTGTCCTGGCATCGATAAAACGCAGCGAATGCGATAGT
ATGTGGATGCAGACTCAGTGATCCACCGACCTTGACGCCACATGCGCCCGTCAGTATTCTGCG
CATGCCTGTCGAGCGTTCATACCCCCCATCAGCCCTCCTTGAACTAGGTGTGGGGATAGACCG
AACATGTTTTCCGCCCAACCCACCCTTAACTTAAATGGGCGGTCTCGCCCCTGCCCCTCCCCTC
GCCGCATAGTAAACCTCGCCACGGAGCCCGCCGTTCCATGCTTAACCCCCGACGTTAGGTGAA
CCTCGAACCGTGCTGCCGTACTAAGCGCTCATACGGAGA

Metarhizium sp Xoch-9.1

Sentido
TCTTAATCACTCACCTGTGATTATACCTTTATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGG
GACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCT
CTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCC
GACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTGAAGCATATCATAAACG
GAGGAAGTCGCTGGTGAATTATACGTTTAATGGTGGCTCGCGGGGACTTCAAAGCCCGCTCGC
GGACCAACCTTCTGAACTTTCTATGAGTAATCTTCCTCAGTGAGGTAGAAAAATGAATCAAAACC
TTCCACCACGGATAGTCTGGTTCTGGCATTGTATAAACAACCCCCCGTAATGCGGTAGTAAGGT
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GAAATGCAAAAGTTTCATGGATTCATCGAAATCTTTTGACGCCATGGTTCTGTCAGATTTCTTGT
CGCATGCTACTCCAGAGCGTCCTTAACCTCATAGTTCCTCGAGACGTGATTATGGTGGATACGG
CACGCCACTGTATATATGAGTTCAGCCCTTGGCACTTTATTGACCGAATTGAAACGTTCTACCAC
TCCCGAGTACCACCGT

Metarhizium sp Xoch-9.1

Antisentido
TATCGTACTACTCATCGAGTCACTATAAGTCGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGC
TCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTA
AGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTT
GAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAG
ATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAAC
AATTAAAGGTATAATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCC
CCCTACGGAAAAGTTATGCACTTCCCACCCCTGTGAATTATACCTTTAATGTTGCTCGCGGGAC
GTTCGCGCCGCCGGGTACCAAACCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTCTGAGTGGTTAAAGAAT
GAATCAAACTTTCAACAACGGACTGTGGTTCTGCATCGATAAGACGCACGATGCGATAGTATGT
GATTGCAAATCATGGATCACGACTTGACGCAATGCGCCGTCAGTATTTCTGGCGCATGCTGTTC
GAGCGTCATAACGCTCAATACACCTCCTGGAATGAGTGTGGAAGCAAGACTAGGTTTTCTCCAC
CACTACCTTATATAATTGGCGTTTCGCTGCTTCCCCGCAATGAAAACTTCGCACGGAACCGCGG
TCATTGCGGTAATCCCGACTTGTAGCGAACGTGATCCCGTTACTAGCTAAGTACGGAGATG
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Anexo E. Resultados de la Identificacion molecular de los aislados.

Metarhizium sp Cuj-1.1

Sentido
(J etz aisoo 5.5 FRAA gene, 285 tRNA gene partial. TS1 and TS, s GFL 101 % 6% 5% 00 9% As0ean

(J etz aisooae s SBTMa-001 163 ioosomel RNA gene, natal sequence: nemalranstrbed snacer 15,5 bosomal RNA gene,andi 893 893 5% 00 98% KFTBGEn0d

(J Wiz ansonli slte KTU-27 183 ibosomal A gene. patl sequence: el ranscibed sace 1,588 roosomsl RNAgene, andinte 891 891 53% 00 9%% Farmrsns

Metarhizium sp Cuj-1.1
Antisentido

_ Metaizium anisoplisesiran SBTe-001 183 bosoml RNA gene.parialsecuenc: temalanserbed spacer 1,585 hosomal RNA gene. and 893 893 &5% 00 98% KF7Besn

. Metahizm isoolia sran RZU-10 185 bosamal RNA gene. patial sequence: ntemalranscrved spacer 1 and .85 bosomal RNAcene comp 891 891 83% 0.0 9%% aatiroand
_ Metaizium anisoptise scats KTU-25 188 fbosomal RNA gene.patal secuence: ntemalranserbed spacer 1,585 bosomal RNA gene and e 891 891 6% 00 9%% Fuimagss

Metarhizium sp Cuj-2.1
Sentido

(' Metahizium robertsil strin A98 185 rbosamal RA gene. partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 583 Abosomal RNA gene,_and temaltran 907 907 62% 0.0 9% KC3s51804

[ Metahizium anisoplise isoiate CNXJT 183 rbosomal RNAgene. paral sequence: inemal tanscrbed spacer 1.5 88 rbosomal RNA gene. andintem 907 907 62% 0.0 9% FJSg06481

[ Vetarizium anisopliae iscate CNYJ3 188 rbosomal RNA gene. parial sequence: intemal ranseried spacer 1. 5,88 roosomal RNA gene and ntem 907 907 62% 0.0 99% FJsg0644

Metarhizium sp Cuj-2.1
Antisentido

U Cordyeeps japonica strain O 9647 185 bosomel RNA gene, partia sequence: intemal ranseribed spacer 1, 5,88 rhosomal RNA seneandintemal 891 891 5% 00 99% Ava4s6e5 1

() Wetarizium anisopiae 5.85 rRNA qene, 288 RN gene (paral) TS and [T57. solale GF1 101 81 891 K% 00 99% AJGOBITD1

(O Metahizum arisopiae iscate KTU-27 483 rbosomal RNA gene paria sequenc: nera ranscrbed spacer 15,85 bosomal RNA gene. and it 885 885 50% 0.0 9% Futmransd

Metarhizium sp Cuj-3.1
Sentido

| Metarhiziom anisopliae isolate I3 189 rbogornal RNA gene. partial sequence: intemal ranse 671 670 96% 00 99% FJARORAA!

U Metathizium anisonlise isolate NLWN 183 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transe 671 671 96% 00 89% FJA4A3261
) Metarhizium anisoplise isolate NLHNG 188 ribosamal RNA gene, partial sequence; intemaltans 671 671 96% 00 09% FJ545323

Metarhizium sp Cuj-3.1
Antisentido

[ Metarhiziur robersii strain A8 188 ribosarmal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed : 913 913 96% 00 97% KC3451804

[ Metarhiziur robertsi strain A103 188 ribosormal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 907 907 95% 0.0 97% KC366183.1

[ Metarhiziur robersii strain A9 188 ribosormal RMA gene, partial sequence; intemal transcribed : 907 907 95% 00 97% KC3441814
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Metarhizium sp Cuj-4.1
Sentido

() Metarhizum robertsi sirain AQ7 188 ibosomal RNA qene. partal seauence: nternal ranscibed spacer 1,585 rbosomal RNA gene, andintemalian 905 905 58% 0.0 99% KC3551791

() Metarhizium anisopliag isolate CNOXJ7 18S ribosomal RNA qene. parial sequence: inemal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. and intem 902 902 59% 0.0 99% FUsd6es

() Metarizium anisopliae isolste CXJ3 183 ribosomal RNA aene parial sequence: intemal ranscribed spacer 1,5.88 rbosomal RNA gene andintem 902 902 59% 0.0 99% Fusagnd

Metarhizium sp Cuj-4.1
Antisentido

() etz ansonae st C53 85 hosml RNA e, il seuenc: el ansried st and .05 ool RN ene compe 41 41 50 129 TE% KFIGAR

Metarhizium anisopliae Cuj-5.1
Sentido

g Metarhizium anisoplize isolate CNXJ7 188 ribosomal RNA qene, parfal sequence; infemal ranscribed spacer 1. 5.8 rbosomal RNA qene andinterm 902 902

g Metarhizium anisopliae isalate CNXJ3 185 ribosomal RNA qene, parfal sequence: intemal ranscribed spacer 1. 5.85 rbosomal RNA qene andinterm 902 902

[ Metarhizium anisoplias isolate NLW 185 ribosomal RNA gene. parial sequence: internal ranscribed soacer 1. 5.88 rbosomal RNA gene. and intems 902 902

Metarhizium anisopliae sp Cuj-5.1
Antisentido

(Wi sl 585 TR gene. 285 A gene (el ITS1and TS, st GF1 101 883 889

U Wetatizim anisopiae sla KTU-27 185 nosomal RNA gene paral secuence: el ranscred sace 1, .88 bosamal RNA gene and it 885 685

Metarhizium sp Mag-1.1
Sentido

[ Metarhiziurn anisopliae isolate ChJ3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transe 837 837 97%

[ Metarhiziurn anisopliae isolate NUAN 185 ribosomal RNA gene,partial sequence:intemal transe 837 837 97%

[ Metarhizium anisopliae isalate NLHN3 185 ribosomal RHA gene, partial sequence;intemnal rans 837 837 97%

Metarhizium sp Mag-1.1
Antisentido

(] Metathiziurn robertsii strain A103 183 rbosornal BNA gene, partial sequence; internal franseribed 821 821 965%

O] Metarhiziorn robersii strain A98 189 ribosomal RNA qene, parial sequence; intermal transcribed ¢ 821 821 %%

(] Metarhiziurm robertsii strain A98 185 ribosomal RNA gene, parlial sequence; internal transcribed « 821 8§21 98%

Metarhizium anisopliae Mia-1.1
Sentido

U Metarhizium anisopliae isclate CNX.7 185 ribosomal RNA qene, parial secuence: infemal transeribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. andintem. 907 907

U Metarhizium anisopliae isclate CNX.J3 185 ribosomal RNA qene, parial secuence: infemal transeribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. andintem 907 907

U Metarhizium anisopliae isalate NLWN 18 rivosomal RNA qene. partial sequence; infernal ranscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and intem: 907 907

50%
0%
50%

I
53

0o
0o
0o

0.0
0.0
0.0

b2%
b2%
b2%

00 99% FJ580648.1

00 99% FJ58g644

00 99% Flsd53251

00 96% Aednt
00 9% Fitmals!

94% FJ339644.1
94% FJ345325.1
94% FJ545323.1

85% KC3551831
95% KC355181.
95% KCa55180.1

00 9%% FJ5e0648.1
00 9%% FJse06id1
010 9%% FJs453051
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Metarhizium anisopliae Mia-1.1
Antisentido

0 Cordyceps japonica strain [FQ 9847 185 ribosomal RNA gene. parial seauence; internal franscribed spacer 1. 5,85 ribosomal RNA gene and intemal 891 891

U Metarhizium anisoplize 5.85 rRNA gene, 285 rRNA gene (partial). ITS1 and ITS?. isolats GFI 10 891 891

0 Metarhizium anisoplize sirain JZC175 185 rinosomal RNA gene, parial sequence: intemal franseribed spacer 1 and 5.5 rbosomal RNA qene. comp 887 887

Metarhizium anisopliae Mia-2.1
Sentido

0 Metarhizium anisapliae isolatz CIVXJ7 182 rinosomal RNA qene. partal sequence: intemal transerived spacer 1. 5.85 ribosomal RNA ene. and intem, 909 909

0 Metarhizium anisapliae isolate CINX,J3 182 rinosomal RNA qene. partal sequence: intemal transcrived spacer 1. 5.85 rioosomal RNA ene. and intem 909 909

0 Metarhizium anisapliae isolate NLWN 135 rizosomal RNA cens. partial sequence: intemal transeribed spacer 4, 5,88 ribosomal RNA gene, and intem: 909 909

Metarhizium anisopliae Mia-2.1

Antisentido
(' etz arisopiae .85 TR ene. 283 A gene oatal. TS1 and TS, islate GF 101 885 885

1 Melarizum anisoi sain 2175 185 bosomal RNA gene aralseguence: el ranstribed sgace 1 znd 588 iosomel RiA gene comp 861 881

Metarhizium sp Mia-3.1
Sentido

[J Metarhizium robertsii sirain A103 185 ribosomal RNA gene, pariial sequence; intenal ranscribed sp: 904 904 97%

{J Metarhizium robertsi strain A99 18 ribosomal RNA gene. partial sequence: infemal transcribed spac 904 904 97%

Metarhizium sp Mia-3.1
Antisentido

[ Metarnizm anisopiae 5,88 rRNA qene. 288 rRNA qene (partial), ITS1 and ITS2, isoise GF 101 8% 896 56%

| Metarhizam anisopiae srain RZU-10 185 ribosomal RNA gene. paial seauence: imemal ranserbe 891 891 56%

(0 Metarhzium anisopliae isolate KTU-27 18S rbosomal RNA gene. parial sequence: intemal ranscrbe 891 891 56%

Metarhizium sp Mia-4.1
Sentido

U Metarhiziurn anisopliae isolate CAJG 183 ribosomal RNA gene, parial sequence: intemaltranse 872 672 96%

U Metarhizium anisopliae isolate CNJS 195 ribosomal RNA gene, parial sequence: intmaltranse 872 872 96%
O

etathiziur anisopliae isolate CARJ4 183 ribosomal RNA gene paial sequence; intemaltranse 872 872 96%

52%
5%
51%

4%
4%
48%

0.0
0.0

00
00
00

0.0
0.0
0.0

00
00
00

00
00
00

9%  AY245645 1
99%  AJG08070.1
9%  JNa72352.1

99% Fla0548.1
99% FU5B0544.1
09% FU545325.1

99%  Adsagn
99  JNaToR2 1

99% KC355183.1

99% KC355181.1

9%%  AJB0AaT0 1

98% k1172321

98% FULTTE05 1

Yo% LJandndid

Yo% FJo8B646.1

Yo% [J389645.1
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Metarhizium sp Mia-4.1
Antisentido

() Metarhiziom robertsii strain A98 188 rbosornal RNA gene, partial sequence; intemal transeribeds 509 809 96% 00 93% KC345180.1

) Metarhizium robettsii stain 4103 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed 804 804 95% 0.0 94% KC3451831

1 () Metarhiziom robertsii strain A9 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed s 804 804 95% 00 94% KC346181.1

Metarhizium spTac-1.1
Sentido

U Metarizim robertsi e A103 185 iosomal RNA gene parialsequence; nteml anstrbed spacer 1, 5.8 bosomal RNA gene andintemaltra 887 867 96% 00 98% KC55431

U Metarhizium roherti siai A39 185 ribosomal RA gene. paral sequence: ntemal iranseribed spacer 1,585 rbosomal RNA gene, andinfemalran 867 887 36% 00 98% KC3sigi 1

(U Metarizium ansopiseiolte CXJ7 185 Hoosamal RN gene, partal sequence; inteml ranserbed spacer 1.5.85 bosoml RNA gene andinter 887 867 96% 00 98% Fusaseuat

Metarhizium sp Tac-1.1
Antisentido

() Metarhizm anisopize 5,85 (RN gene. 285 rRNA gene (partial) [T51 and 752 isolate GF 101 880 880 T3% 00 99% AJaosgrod

() Metarhizm pingshaense srain COM¢37 183 rbosomal RNA gene paralsequence: intemal ranscribed spacer 1. 5.8 bosomal RNA gene. andint 872 872 73% 0.0 99% JFaaridad

() Metarhizm anisoplice isoate KTU-27 188 riosoml RNA qne. paia saquence: ntemal ranseried spacer 1.5 88 rbosomal RNA gene. and nten 872 872 75% 0.0 98% Fuirmstat

Metarhizium anisopliae Tac-2.1
Sentido

() Metarhizium anisopliae isolate CNX.J7 185 ribosomal RNA gene. parfial sequence: intemal transcribed 904 904 50% 00 99% FJ580648.1

() Metarhizium anisopliae isolate CNXJ3 185 ribosomal RNA gene, parial sequence: intemal transcribed 904 904 50% 0.0 99% FJ5806441

() Metarhizium anisopliae isolate NLWN 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcibed s 904 904 50% 0.0 99% FJ5453251

Metarhizium anisopliae Tac-2.1
Antisentido

(J Wearizum amisoplie 585 rRAA cene. 288 RNA gene (aral. TS and 157, sote G 101 0891 5% 00 9% AL
() Mtz aisopiae sein 75 183 ioosomal RNA gene el seqence: iname e spacr § and 5.8 nbosomal RNA ene, comp 867 887 53% 00 9%% JNGTaBen
(Wi isopli st KTU-2 185 oosomal RA ene.patal seqence ntemel Fansrbedsoace 1,565 oosomal RNA e, and ey 885 805 53% 00 99% Farmraosd

Metarhizium anisopliae Tac-3.1
Sentido

O Metarhizium anisopliae isolate CNXJ3 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transe 924 924 97% 00 97% FJ539R44.1

O Metarhizium anisopliae isolate NUAN 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: intermalfranse 924 924 97% 00 97% FJ5453261

O Metarhizium anisopliae isolate NLHNE 185 ribosoral RNA nene,paial sequence: intermal trans 924 924 97% 00 97% FJ5453231

O] Metarhiziur anisopliae isolate NLAM 185 ribosornal RNA nene, paial sequence: intemaltranser 924 924 97% 00 97% FJ545321.9
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Metarhizium anisopliae Tac-3.1
Antisentido

Metarhizium anisopliae Tac-4.1
Sentido

C Metarhizim anisopliae var, anisopliae sirain SHB -7 183 ribosomal RNA oene. parialsequence: intemal iranseribed spacer 1. 5.48 ribosamal RNAq 904

J Metatiziom anisopliae solale CADXJT 183 ribogomal RNA gene, parfl sequence: ntemal ranscried spacer 1, 588 ribosomal RNA gene. andintem 300

O Metarizium anisopliag solate CNXJ3 185 ribosomal RNA gene. paria sequence; intemal franscribed spacer 1, 5.8 bosomal RNA ene. and intam, 300

Metarhizium anisopliae Tac-4.1
Antisentido

U Melgtizim Ansniae 5 85 RNA gene. 265 VA oene (aral) 751 and ITS2. ioiate GFI 101 it]

() etz sl sra JZCA75 183 dbosomal RNA gene el sequence: el anseioedspace 1 and 5.8 bosomal RN cene comp 887

U Wetatiziam anisaiae olte KTUL27 185 rtosomal R ene. paial sequence: nfml anscred spacer 1. 5.5 rbosomal RMA qene, andinty 885

Metarhizium sp Tac-5.1
Sentido

[ Metarhizium robertsi strain A98 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal ranscibed spac 911 911

()" Metarhizium robertsi strain A103 138 ribosomal RNA gene. partal sequence; intemal ranseribed spz 905 905

(' Metarhizium robertsi srain A39 18S ribosomal RNA gene. partal sequence: infemal transcribed spac 905 905

Metarhizium sp Tac-5.1
Antisentido

[™ Metarhizium anisopliae isolate ChXJ3 185 ribosomal RNA gene, parial seque 983 983  98%

I Metarhizium anisopliag isolate NLWH 188 ribosomal RNA gene_partial seque 983 983  98%

[ Metarhizium anisoplia isolate NLHN3 185 ribosomal RNA gene,partial seque 983 983 98%

Metarhizium anisopliae Tac-6.1
Sentido

904
q00
00

B
]
bh

9%
9%
98%

0.0
0.0
00

L Meaizum anisopie slate CNIJE 183 ibosoml RNA e, paial sequence: femal anscibed scer 1. 5.65 bosomal RNA gene andinem 795 795 93%
(J Weaizim aisolia st KU 183 oosomal RNA gene patial sequence itmal banscried space 1,585 hosomal RN gene,andirem 795 705 00%
[IMetamiziumanisunliaeisnlateCNXM138rihosoma| RUA gene partial sequence: ntemal ranscribed snacer 1,588 rhosomal RNA gene. and nem 795 79 93%

5T
5T
5T

0.0
0.0
0.0

99%
99%
99%

00 9% FBkerd
00 b Fhsbope
00 4% FJsH0651

00 9% AvRrsrat
00 99% Fusoad
00 9% Fus0eddd

00 9% AJoegno
00 9% Jaruset
00 9% Rirrssd

%% KC355180.1
96% KC355183.1
%% KC355181.1

() Metarizium arisopliae var anisoplise srain SHE -2 185 ribosomal RAA gene,partia sequence; inteml iranscribed spacer 1. 58S nbosomal RNAg 913 913 97% 0.0 99% Avagrars s
(' Mearhizom anisopiae iscate CNIXJT 185 rbosoml RNA gene. parial sequence: itemal ranseibed spacer 15,85 ribosomal RNA gene. anditem 909 909 97% 0.0 99% FUsdonud
0 Metarizium zrisopiae isolae CNYJ3 185 rbosomal RNA gene. partial sequence: itemal ranscribed spacer 1, 5.8 doosomal RNA gene. and item 909 909 97% 00 99% Fusagesd s
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Metarhizium anisopliae Tac-6.1

Antisentido
U Metaizitm anisoplias 5,83 (RNA gene. 263 rRNA gene (partal) ITS1 and [T32. isofate GFI 101 891

U Metariziom anisopliae srain J7C75 185 ribosamal RNA gene, naral sequence: infemal franscribed spacer 1 and 5.5 ribosomal RNA gene, comp 887

(U Metarizium anisooi soate KTU-27 183 rtosomal RN e, paral secuence: ntemal ransorbed spacer 1.5 85 bosomal RNA gene, andinty 885

Beauveria bassiana Tac-1
Sentido

0 Besuveria bassiana isolate BOTDG 001 185 rbosomal RNA ene, parial sequence: intemal iranscribed spacar 1. 5.5 ribosomal RNA qene, and intey 957

() Beauveria bassianaisolte BoME 012 188 rbosomal RNA gene, paral sequence: internal franscribed spacer 1.5 85 ribosomal RNA gene. andinem 950

() Beauveria bassiana voucher TSJBB 185 ribosomal RNA gene. partal sequence: intemal transcrbed spacer 1, 5.8 rhosomal RNA gzne and infemal 946

Beauveria bassiana Tac-1
Antisentido.

0 Beauveria bassiana isolste 1572 185 ribosomal RNA tiene. partial sequence: iniemal franscribed spacer 1. 5.5 ribosomal RNA gene. and intemal rar 817

[ Beaueria bassiana isolate 1572 185 rivosomal RNA fene. partial sequence: inieml franscribad spacer 1. 5.5 ribosomal RNA gene. and intemal rar 815

[ Beaueria bassiana isolzte Bh 9005 195 ribosomal RNA gens. partial sequence; intemal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal 815

Metarhizium sp Xoch-1.1
Sentido.

. Wearizum robet i ASB 185 rbosomal RNA gene,partl seauence ntemmal anserbed spacer 1,588 rbosomal RNA gene, and nterral an, 696

 Wetatiziom anisopliae ialate CILIT 188 ribosomal RNA gene. parfial sequence: infemal iranacribed spacer 1. .83 rbosomal RIA ene. and e 8%

. Wetaiziom anisopliae islate CIJ3 185 ribosomal RNA gene. parfial sequence: infamal ranscribed spacer £ 583 rbosomal RINA gene. and i 896

Metarhizium sp Xoch-1.1
Antisentido

J Wetatiziom anisopliae sfai JZC175 183 rbosomal RNA qene. paral saouence: ntemal ranscribed spacer 1 and 588 rbosomal RNA gene. comple 867

| Wetatizim anisonliae isla KTU-26 183 ribosomal RNA gene. partial seauence: inemal ranscred spacer 1 585 nbosomal RNA gene. and iner 885

. Wetatizim 50. DOK 261 185 rinosomal RNA gene. partil sequence: intemal ranscribed spacer 1. 5,88 ribosamal RNA gene. and inteml franscibe ii6

Metarhizium anisopliae Xoch-2.1
Sentido

J Metarizim anisapias olate CNKJT 183 rbosomal RNA nene. parfalsequance; itemal ranstribed spacer 1.5 88 rbosomal RNA gene. andintam 856

J Metarizim anisoplae solate A6 183 ribosomal RINA gene. pardal sequence: intmal transcribed spacar 1. 5.8 ribosomal RNA gens. and intem 84

J Vetarhizam anisopliae solate CNXJ3 183 ribosomal RNA gene. paral sequence: intemal transcribed spacar 1 .88 ribosomal RNA gene and intem 856

891
867
885

97
950
946

817
615
615

8%
8%
8%

67
i85
T

856
856
856

5%
5%
5%

98%
9%
%%

5%
5%
5%

5l
5l
)

00
00
00

00
00
00

00
00
00

9%%  AJGORATO
9%%  JnaTo3a 1
9% FuT7508

99% Ho272 1
9%% HO220801
99% KFaaT3i0d

95% JOBH1945 1
95% JOBH1947.1
95% AYI35361

9% KCHEIR0
§9% Flogaes
99% Flog%ud

5% oot
§8% FiTT4B.
9% HOB31461

97% FJA0648
97% FJ3R9647.1
97% FJ3R064

136



Metarhizium anisopliae Xoch-2.1
Antisentido

) Wetarizium aisoptiae isciate KTU-26 183 nbosomal RNA gene partal secuence: memmal ranscrbed spacer 15,85 nhosomal RNAgene. andinter 896 836 3%

U Cordycens aporica srain 170 9647 485 ribosomal RNA gene. parial seauence: infemal ranscrbed spacer 1, 58S ribosomel RNA gene and intemal 1 891 891 54%
1 89 A%

L)' Metarhizium anisoplas 5.85 rRNA aene. 285 rRNA qens (narial) TS and ITS2. isoiate GFI 01

Metarhizium sp Xoch-3.1
Sentido

00 99% Ftrragsd

00 98% Av256451

00 %% Ao

D Metarhiziurm anisopliae isolate CNXJ4 185 rbosomal RNA gene, partial sequence intemal transt 951

D Metarhizium anisopliae isolate CNXJ3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence intemal transt 851

D Metathizium anisoplize isolate NN 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transe 861

Metarhizium sp Xoch-3.1
Antisentido

[ Metathiziur robertsil strain A103 188 ribosomal RNA ene, partial sequence; intemal transcribed 578

[l Metarhizium rabersil strain A9 1835 ibosomal RNA gene, parial sequence: internal trangcribed ¢ 878

[l Metarhizium rabersil strain A8 1835 ibosomal RNA gene, parial sequence: internal trangcribed ¢ 878

Metarhizium sp Xoch-4.1
Sentido

O] Metarhiziom anisoplize isolate CNXJS 165 rhosomal RNA qene, partial sequence: intemaltranst 945

O] Metarhizium anisoplize isolate ChJ4 185 ribosoral RNA gene, partial sequence; intemal transc 945

O] Metarhizium anisoplize isolate I3 185 ribosoral RNA gene, partial sequence; intemal transc 948

Metarhizium sp Xoch-4.1
Antisentido

[J Metarhizium robertsii strain A38 185 ribosomal RINA gene, partial sequence; interal franscribed ¢ 952

[ Metarhiziurn robersii strain 4103 185 ribosormal RNA qene, partial seuence; internal transcribed 944

() Metarhiziurn robersii strain AB9 185 ribosomal RINA gene, parial sequence; intermal transcribed ¢ 944

Metarhizium anisopliae Xoch-5.1
Sentido.

i)
i)
i)

ills
illE
il

946
EL
4o

552
544
544

5%
9%
5%

5%
5%
5%

%%
%
%%

6%
96 %:
96 %

00
0.0

00
00
00

0.0
0.0
0.0

0o
0o
0o

() Metartizium isopize isolste CNKJT 18S ribosomal RNA ene, paral sequence: intemal transcrbed spacer 1,5 8S rbosomal RNA gene. andintem 867 887 56%

(' Metarhizom anisopliae isoate CAUtJ3 188 rbosomal RNA gene parial sequence: itemal transcribed spacer 1, 5.8S ibosomal RINA gene. and ntem. 887 867 56%

(' Metarhizom anisopliae isoate NLYWN 185 rbosoml RNA.gene. partil sequence: inema ranscribed spacer 1. 5.85 ibosomal RNA gene, and nfem: 887 867 56%

9%
9%
%%

9%
%%
5%

55%
95%
95%

58%
58%
58%

KC355183.1

KC55181.1

KC355180.1

RC395180.1

RE395183.1

RC395181.1

00 98% FJsgsadg

00 98% Fsgoaedt

00 98% FUS4E351
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Metarhizium anisopliae Xoch-5.1
Antisentido.

J Metarizium anisopiae scate KTU-26 185 ibosomal RNA qene. partial sequence; intemal ranscrved spacer £, 5.8 rbosomal RNA qene. andinter 889 889 5% 0.0 99% FI1774dss

] Metahizum arisapiae srin J7C175 183 ibosomal RNA gene,pertial sequence: iteml ranscried spacer 1 and 5,88 rbosomal RNA gene,comp 885 885 50% 0.0 99% JNoTmamad

) Cordjcens aporica srain IO 9647 188 bosomal RNA g paral seguence; intemal ranscribed spacer 1. 5.5 bosomal RNA qene andintemal 885 885 51% 0.0 99% Av24s6451

Metarhizium robertsii Xoch-6.1
Sentido

O Metarhiziurn robersii strain ABS 185 ribosormal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s 983 983 97%

O Metarhiziurn robersii strain A103 188 ribosorral RNA gene, partial sequence; intermal transcribed 977 977 97%

O Metarhiziurn robersii strain AB9 185 ribosormal RNA gene, partial sequence: internal transcribed s 977 977 97%

Metarhizium robertsii Xoch-6.1
Antisentido

O Metarhiziurn robersii strain ABS 185 ribosormal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s 983 983 97%

O] Metarhiziurn robersii strain A103 188 ribosorral RNA gene, partial sequence; intermal transcribed 977 977 97%

O Metarhiziurn robersii strain AB9 185 ribosormal RNA gene, partial sequence: internal transcribed s 977 977 97%

Metarhizium sp Xoch-7.1
Sentido.

] Metarizium robet srain AS8 185 rbosomal RA (ene. parial sequence: iniamal franscrined spacer 1. 583 abozomal RNA gene. and intermal ran ur o9

du Metahizum anisopize isalate CNIKJ7 188 rbosomal RNA gene. parialsequence; itemal ranscribed spacer 1. 5.5 ibasoml RNA gene andntem 917 917

du Metarizium anisapiiaeilate CNXJ3 135 rbosomal RNA gene. parial sequence: inteml ranseribed spacer 1.5 88 rhosomal RNA gene andintem 317 917

Metarhizium sp Xoch-7.1
Antisentido

' Metarizium anisopie sran JZC175 183 rbosomal RNA gene. partial sequence: ntemal ranscribed spacer 1 and 5,88 bosomal RNA gene,comy 894 894
] Cordyceps aponica srainIF0 9547 18S bosomal RNA qene, il secuenc: temalranscied spacer 15,88 ibosomal RNA gene and ntemal 893 893
. Metahizm risooliae 5 85 rRNA gene, 285 A gene (oartal, TS and TS, sats GF 104 i3 8

Metarhizium sp Xoch-8.1
Sentido

0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0

60%
60%
60%

5%
5%
5%

99% KC355180.1
99% KC3551831
99% KC355181.1

99% KC355180.1
99% KC3551831
99% KC355181.1

00 99% KC301801
00 99% Fsaoadai
00 99% FJsessed]

00 99% Jaross) |
00 98% AYad5B1
00 98% Adcogor

(" Metarizumrobers sran A98 188 rbosomal RN qene, paral sequence: el ranstribed spacer 1, 568 dbosomal RNA qene and memalran 887 867 43% 0.0 98% KCaEs1B0.1
U Meaizium anisopi soate CAIT 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; intemel ranscribed spacer 1,588 rbosoml RNA ene, and e 867 887 49% 0.0 98% Flsageus
(U Meaizium anisopi soate CAKJ3 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; intemal ranscribed spacer 1,588 rbosoml RNA gene, and e 867 887 49% 0.0 98% Flsaged
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Metarhizium sp Xoch-8.1
Antisentido

| Wiz risopiae oats KTU-26 185 bosomal RNA gene.patial sequence: temal ranscibed space 1, 5.8 rbosomal RNAcene. and e 069 B89 49% 00 9% Farrrugst

) Mefatizm sl sain JZC175 185 rvasomal VA gene. prtal sequence: ntema ranscioed spacer 1 and 588 rosoma RNAgene. comp 885 885 4% 00 99% Jnarmaspd

] Cordyceps porica s FO 9647 185 bosomal RNA gene, partal sequence: el ransrioed spacer 1,585 osomal RNA gene and nemal 885 885 49% 00 99%  Avasedsd

Metarhizium sp Xoch-9.1
Sentido

Metarhizium sp Xoch-9.1
Antisentido

. Metarizimroberssiran A103 185 rbosomal RNA gene,paral sequenc: otemal ransied spacer 1,5 85 bosomal ROA gene andintemalra 898 898 56% 00 09% KCIMtadt

. Metarizmroberssran A99 165 ibosomal RN aene. partal seauence: infeml ianstrbed spacer 1, 585 dbosomal RAA aene, and el ran 898 898 5% 00 0% KCIAta1t

. Metariziam isoplia soate CNXJT 188 rbosomal RNA gene. paral sequence: rtemal ranscibed spacer 1,585 bosomal RNA gene andintem 898 098 5% (00 09% FUcagses s

" Metarizim risoolia sate KTU-26 185 ibosomal RNA gene. bt sequence: temalranscibed spacer 1.5.85 bosomal RNA gne andirte 809 889 51% 00 99% Futrragsd
" Wetahizium arsopiaesiran JZC175 5 bosomal RMA qene, prtel sequence nfema ianscribed pecer 1and 565 cbosomal ANAcene,comp 885 885 51% 0.0 99% JNa7maeD

' Cordyceps aponica srin IFO 9547 183 rvosomal RNA gene parial seauence: temal ranscribed spacer 15,85 rbosomal RNA geni andintemal B85 885 51% 00 99% AY2A5645 1
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Anexo F. Certificado de deposito de las cepas en el Centro Nacional de Referencia de Control
Bioldgico.

SAGARPA

SECRETARIA DE AGRICULT

%?SENASICA

SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
INOCUTDAD ¥ CALIDAD AGROALIMENTARIA

DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
Subdireccién de Control Bioldgico

PESCA Y ALIMENTACION

""2015, Afio del Generalisimo José Maria Morelos y Pavon'.

N° de Oficio B00.01.04.02.-057 /2015
Tecoman, Col., 19 de Marzo del 2015

DR. OCTAVIO LOERA CORRAL

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA
Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa

Av. San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, Del. Iztapalapa
C.P. 09340 México, D.F.

loera@xanum.uam.mx

En atencién a su solicitud de servicio de Depédsito de Hongos Entomopatégenos (HE) en la Coleccion
Hongos Entomopatégenos (CHE) del Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico (CNRCB) en la
modalidad de acceso libre, a través de la presente se Certifica el depdsito en la CHE-CNRCB de veintidos
aislados multiespéricos y diecisiete monospéricos de (HE) que se detallan en el Anexo 1 y 2 de este
documento.

Los hongos mencionados que fueron aislados de zonas agricolas del Distrito Federal se analizaron por
morfologia colonial, viabilidad, esporulacién y morfologia de conidios;.para evaluar estas caracteristicas los
HE se cultivaron en medio Sabouraud Dextrosa Agar suplementado con extracto de Levadura al 1%. Las
especies descritas en el formulario de depésito corresponden a la micro-morfologia que se muestra en los
Anexos 1 y 2 del presente documento. El material bioldgico esta resguardado en crioconservacién a -70 °C
y -196°C.

La CHE del CNRCB se compromete a: mantener viable el material biolégico depositado y libre de
contaminantes. El depositante, quien podra disponer del material biolégico depositado previa solicitud,
acepta que la CHE del SENASICA es un sitio de resguardo de la diversidad genética de HE de México.y
proveedor de material biolégico, por lo que podra distribuir los hongos depositados para fines académicos,
desarrollo de proyectos de investigacion sin fines de lucro, o para su evaluacién o aplicaciéon masiva en caso
de resultar de interés por la Direccién General de Sanidad Vegetal, como una alternativa para el manejo de
poblaciones de plagas agricolas. Los asuntos que no hayan sido sefialados en el presente documento, seran
expresados mediante documento oficial de ambas partes.

Sin otro particular por el momento me es grato, enviarle un cordfal saludo. | ~

gATENTAMEN E
ECTOR DELCNRCB 1 0

RAMQDO BERNAL = =

|
] ECOMAN, COLIMA H

C.c.e.p. DR. FRANCISCO JAVIER TRU jeneral de Sanidad Vegeta gbstion dgsv@senasica gob.mx__ L_ i“_ il .,...'_ AR AR |, |

M.C. JOSE ABEL LOPEZ BUENFIL. Director del [Centro Nacional de Referencia Fitosahifaria - abel lopez(@senasica.gob.mx

DR. ROBERTO MONTESINOS MATIAS. Coordirfador de la CHE -montesinosroberto@yahoo com.mx

HCAB*RMM*avv

Km. 1.5 Carr. Tecoman- Estacion FFCC. Colonia Tepeyac.28110. Tecoman. Colima

Tel, =52 (313)324 07 45. ext. RED 52966, www .senasica.gob. mx
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