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Resumen. Se analiz6 la variabilidad genética de tres cepas de un
hongo entomopatégeno del género Metarhizium anisopliae var. aniso-
pliae denominadas MA22,MA24 y MA25 con la marca Spesifik®; dos
cepas del producto Metasaven® clasificadas como MA1A y MAII; una
cepa del producto Metatron®, y una cepa nativa denominada MACN.
Esta dltima fue aislada directamente del insecto chapulin (Brachystola
magna) en las parcelas de los productores de maiz en Durango, region
situada en el norte centro de México. Los estudios se realizaron en el
laboratorio de biologia molecular del Instituto Tecnolégico del Valle
del Guadiana de Durango, México, de septiembre de 2008 a junio de
2011. Se analizaron (1) la variabilidad genética entre las cepas medi-
ante el empleo de la técnica RAPD (DNA polimérfico amplificado al
azar) con una variante mediante el empleo de nueve oligonucleétidos
diferentes para observar polimorfismos de ADN, (2) el indice de si-
militud entre las cepas y su relacién filogenética, y (3) el porcentaje
de mortandad en chapulin, Brachystola magna. El polimorfismo de las
bandas amplificadas fluctué entre 300 y 2000 pares de bases. El indice
de similitud indicé que las cepas MAC25 y MAC24 presentaron el
indice mds alto. En el bioensayo, MACN present6 una mortandad de
62,5% y Metatron® de 37,5% sobre chapulin. Los testigos empleados
fueron estadisticamente (p>0,05) similares con una mortandad menor
al 10%.
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Abstract. It was analyzed the genetic variability of (1) three
strains of a pathogenic fungi of the genus Metharhizium aniso-
pliae var anisopliae, named MA22, MA24 and MA25, brand spe-
sifik®; (2) two strains of the product Metasaven®, named MAI1A
and MAII one strain of the product Metatron®; and a native strain
named MACN. This latter strain was directly isolated from the in-
sect chapulin (Brachystola magna), from the farmer, corn plots in
Durango, located in north central Mexico. Studies were conducted in
the laboratory of molecular biology of the Technological Institute of
the Valley of Guardiana in Durango, Mexico, from September 2008
to june 2011. The (1) genetic variability among strains after using
the RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) technique us-
ing nine different oligonucleotides to observe DNA polimorphisms;
(2) index of similarity among the strains and their phylogenetic rela-
tionship, and (3) percentage mortality of chapulin in a bioassay were
determined. Polymorphism of the amplified bands varied between
300 and 2000 base pairs. The index of similarity was highest in the
strains MAC25 and MAC24. In the bioassay, mortality of chapu-
lin was 62.5% with MACN and 37.5% with Metratron®. Controls
showed no significant differences (p>0.05) among them, with a mor-
tality lower than 10%.

Keywords: Entomopatégenos; RAPD; Metarhizium anisopliae.
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INTRODUCCION

Uno de los métodos empleado para el control de insectos
plaga que atacan al cultivo de maiz, coomo el gusano cogollero
Spodoptera frugiperda Smith y el chapulin Brachystola magna,
es con el uso de insecticidas quimicos. En promedio se utili-
zan cuatro aplicaciones de medio litro cada una por hectirea,
principalmente en la etapa de crecimiento vegetativo del cul-
tivo. Esta es una prictica comin efectuada por los productores
de este grano en el Valle del Guadiana, Durango (Garcia y
Martinez, 2011). Este método de control de plagas ha traido
consecuencias sobre el ambiente y la salud de los trabajadores
agricolas. Cada vez el control de estas plagas es mids dificil,
debido a que los insectos tienden a desarrollar resistencia a
los insecticidas, situacién provocada por el elevado nimero de
aplicaciones (Zeno, 2006).

El uso de microorganismos principalmente a base de ento-
mopat6genos para el control de insectos plaga es una alterna-
tiva viable para reducir las aplicaciones de los insecticidas qui-
micos en forma escalonada en los campos de los productores
de maiz. Sin embargo, su accién téxica no se limita a este tipo
de insectos, pudiendo afectar otros organismos que conviven
en este ambiente productivo (Crecy et al., 2009). Actualmente
en México, el uso de insecticidas biol6gicos es compatible con
los esquemas de buenas pricticas agricolas. Su uso contribuye
a la sustentabilidad, lo que permite una produccién de grano'y
de forraje mds limpio, libre de residuos de plaguicidas quimi-
cos, que los mercados de productos alimenticios a nivel mun-
dial estin demandando. El empleo de dichos organismos para
el combate de plagas se inicié hace 50 afios en México, pero
se ha venido incrementando de forma significativa a partir de
1990 (Tamez et al., 2001). Los hongos entomopatégenos es-
tan asociados con insectos que habitan en diversos ambientes,
incluyendo ecosistemas agricolas, por lo cual han sido utiliza-
dos como agentes de control bioldgico como alternativa al uso
de quimicos. Estos hongos constituyen un grupo con mds de
750 especies de casi 100 géneros que pueden infectar insectos,
y la mayoria de ellos pertenecen a las divisiones Zigomicota,
Deuteromicota y Ascomicota (Davila y Castillo, 2001).

El Metarhizium anisopliae var. anisopliae es un hongo as-
comicota que tiene un amplio rango de insectos huéspedes,
y cohabita con cerca de 200 especies de insectos que dafian
a los cultivos agricolas. Entre estas dltimas se incluyen a las
termitas, chapulines gallina ciega, langostas, picudos de chile
y algodén, y escarabajos (Diaz et al., 2006). El mecanismo de
parasitar al insecto consiste en una penetracién directa en la
cuticula, lo cual le permite multiplicarse en el hemocele. Una
vez dentro del hospedero, consume los nutrientes y genera una
micosis y posteriormente la muerte (Mnyone et al., 2009). La
capacidad del microorganismo entomopatégeno para eliminar
las plagas, llamada cominmente virulencia, estd determina-
da por la especie y las caracteristicas genéticas del organismo
(Dévila y Castillo, 2001). Muchas especies de hongos ento-
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mopatdgenos estdn compuestas por diversas cepas con amplia
variabilidad genética, las que no siempre se pueden diferenciar
por criterios morfolégicos; se deben emplear técnicas molecu-
lares para diferenciarlos de una manera mas precisa (Guerre-
ro et al., 2000b). Los andlisis moleculares de ADN permiten
detectar las variaciones entre los aislamientos, razas o proto-
tipos diferentes (Dévila y Castillo, 2001). Principalmente se
han usado cuatro tipos de marcadores moleculares para de-
terminar la diversidad genética en hongos entomopatégenos:
(1) los fragmentos de restriccion polimorficos (RFLP), (2) el
ADN polimérfico amplificado al Azar (RAPD), (3) las se-
cuencias simples repetidas (SSR), y (4) los espaciadores inter-
nos transcritos (ITS); ITS 1y 2. Todos estos marcadores han
sido efectivos, lo cual ha permitido establecer variacién y dife-
rencias genéticas entre los hongos entomopatégenos (Becerra
et al., 2007). Los objetivos de este proyecto fueron: (1) aislar
una cepa nativa en chapulin Brachistola magna (denominada
MACN) y producir micelio por fermentacién en medio liqui-
do, (2) caracterizar molecularmente a la cepa nativa MACN,
y seis cepas comerciales de Metarhizium anisopliae, en base a
polimorfismos de ADN amplificados al azar, (3) calcular el
coeficiente de similitud entre las cepas, y (4) determinar la
eficiencia en la mortandad de chapulin Brachistola magna, solo
para el uso de dos cepas de M. anisopliae

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental consistié en: aislar la cepa nativa
(denominada MACN) del hongo entomopatdgeno, para lo
cual se emple6 la metodologia propuesta por Guerrero et al.
(2000Db). Se colectaron chapulines adultos de distintas espe-
cies en los campos agricolas del Instituto Tecnoldgico del
Valle del Guadiana de Durango, México (24" 59’ N, 104°
00’ O, 1899 m.s.n.m.). Se mantuvieron vivos dentro de una
cdmara de cria en condiciones controladas de temperatura
y humedad. Los chapulines muertos fueron extraidos de la
cdmara de cria y depositados en cajas de petri, con algodo-
nes humedecidos con agua destilada, y posteriormente se
incubaron a 27 °C por 72 horas. En un vaso de precipitado
se adicionaron 10 mL de agua destilada y se colocaron 5
g de chapulines muertos secos La mezcla se homogeneizé
durante cinco minutos. Se tomé 1,0 mL de la mezcla y se
diluy6 a una relacién 1:200, se vertié un mililitro en una caja
de petri con 39 g/L de PDA (agar dextrosa papa). De esta
suspensién se tomé un mililitro y se hicieron tres diluciones
distintas: 1:20 1:400, 1:8000, y en caja con PDA, dos siem-
bras por estria. Estas se incubaron a 28 °C durante 20 dias.
Las muestras positivas en la presencia del hongo entomopa-
tégeno se inocularon en PDA inclinado en tubos de ensayo
para su almacenamiento y refrigeracién. Se realizé un conteo
de unidades formadoras de colonias (UFC). Para calcular la
cantidad de esporas se utilizé la cdmara de Neubauer®; se
hicieron diluciones 1:100 y se colocé 0,1 mL dentro de la
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camara. Para calcular la cantidad de esporas se empleé la
formula (Cantidad de esporas = células en la cimara x factor
de dilucién x factor de correccién). Las caracteristicas mi-
croscépicas de los conidios de M. anisopliae se midieron con

ayuda del software Motic Imagen Plus 2.0%.

Produccién de micelio por fermentacién en medio liqui-
do. Para la fermentacién en medio liquido (FMS) se realizé
un disefio experimental de bloques al azar, para cuatro tra-
tamientos y tres repeticiones. Los tratamientos fueron: (T1)
caldo nutritivo compuesto: (NH,), SO, 6,0 g; KH PO, 3,5 g;
MgSO, 0,5 g; NaCl 0,1 g; CaCl, 0,1 g; peptona de caseina
10,0 g; dextrosa 40,0 g; (T2) caldo Micolégico 50,0 g por li-
tro; (T3) caldo peptona de caseina-dextrosa: 40,0 g dextrosa,
10,0 g peptona de caseina; (T4) caldo Sabouraud-Dextrosa.
Los diferentes tratamientos fueron inoculados con una azada
de esporas de cada una de las siete cepas en matraces con un
volumen de 100 mL. Estos fueron incubados durante cuatro
dias a 28 °C sin agitacién para obtener el peso seco en gra-
mos de biomasa por mililitro (g B/mL) de micelio; se filtr6 el
contenido de cada matraz y se transfirié a un crisol con papel
filtro, donde se secé durante 4 horas a 150 °C en una mufla. E1
peso seco y humedad se obtuvieron en base a las diferencias
de peso de las muestras Himeda y seca menos el peso del
crisol. Se utilizé un p<0,05 y la comparacién de medias se
efectué por DMS (Olivares, 1996). La variable a estudiar fue
el peso seco (en gramos de biomasa por mililitro) del micelio
obtenido.

Extraccion de ADN. Para la extraccién de ADN genémico
se utilizé el método DNAzol’ES (2001), el cual consistié en
utilizar 0,1 g de micelio que se colocé en un tubo de centrifuga
nuevo y estéril de 1,5 mL. El material se (1) tritur6 con un pis-
tilo de plastico estéril, (2) mezclé en un vortex, (3) adicionaron
0,6 mL del reactivo DNAzoI’ES, (4) dej6 reposar durante 5
min a temperatura ambiente, (5) agregaron 0,6 mL de clorofor-
mo y (6) repos6 por 5 min a temperatura ambiente. Las parti-
culas solubles en agua incluyendo el ADN fueron separadas por
centrifugacion a 12000 g durante 10 min. El ADN de la fase
acuosa obtenida fue precipitado mezclando por inversién con
0,75 Volumenes de alcohol isoamilico, y almacenado a tempe-
ratura ambiente durante 5 minutos. Luego, la muestra fue cen-
trifugada a 5000 gravedades durante 4 minutos para precipitar
el ADN. Después de este proceso se hizo un lavado con 0,6
mL de una solucién de DNAzol- 0,75 volimenes de Etanol.
Posterior a una centrifugacién a 5000 g por 4 min, se realiz6 un
nuevo lavado con etanol al 80%, separando el pellet de ADN
con centrifugacién. Se removié el etanol por decantacién y co-
locaron los tubos invertidos en posicién vertical durante uno
o dos minutos para secar la pastilla de ADN; ésta se disolvié
en 25 a 100 pL de buffer TE (Tris 100 mM, EDTA1 mM a
pH de 8,0), y almacené a -20 °C. Se empled una variante en el
método de extraccién de ADN por el método de DNAzol® ES:

se emplearon (1) una enzima litica comercial (con el objeto de
romper la pared celular del hongo) junto con el reactivo DNA-
zol, incubando a 37 °C durante 30 minutos, y (2) RNAsa para

eliminar las trazas de RNA.

Estimacién de calidad y cantidad de ADN. La estimacién
de la calidad del ADN se efectu6 en un espectrofotémetro
Cary 50 VARIAN® en una dilucién 1:100 (5,0 uL. de ADN
en 500 pL de buffer TE); las lecturas fueron tomadas a una
absorbancia de 260 y 280 nanémetros (nm).

Amplificacién de polimorfismos de ADN al azar. Se sigui6
la técnica de Dévila y Castillo (2001). En un tubo eppendorf de
500 pL se preparé el céctel de PCR para todas las reacciones
con los componentes de la Tabla 1. La cantidad por reaccién
fue de 23 pL, la cual se transfirié a tubos de PCR de 200 pL y
se afiadieron 2 pL. de ADN gendémico de las diferentes cepas,
siendo 25 pL el total de cada reaccién. La amplificacién de po-
limorfismos al azar se realizé con 9 oligonucleétidos de 10 bases
de longitud cada uno (F-01...F-10) (Tabla 2). La solucién de
PCR se basé en la metodologia utilizada por Espinoza (2007):
2,5 puL de buffer 10x, 2 mM de MgCl, 0,4 mM de dN'TPs, 0,4
ng de primer, una unidad de Taq polimerasa y agua grado Mi-
1iQ. La amplificacién por PCR se realizé en un Termociclador
Labnet® MULTT GENE 11 con un programa térmico descrito
por Fegan et al. (1993). El mismo consistié en 94 °C 5 min,
30 ciclos de 94 °C 1 min, 37 °C 1 min y 70 °C 2 min, con una
extensién final de 70 °C durante 10 min. Los productos ampli-
ficados por PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1,5%
preparado con buffer TBE 1Xy tefiido con 1 pL de bromuro de
etidio 5 mg/mL, a un voltaje de 100 Voltios durante una hora.
Posteriormente fueron observados bajo luz ultra violeta en un
transiluminador, y fotografiados con una cidmara fotografica di-
gital. Para saber el tamafio de cada una de las bandas amplifica-

das se utilizé un marcador de peso molecular Hyper Ladder™

I de 14 bandas de 200 pb a 10000 pb.

Determinacion del coeficiente de similitud entre las ce-
pas. La similitud entre las diferentes cepas de M. anisopliae se
determin a partir de matrices binarias de presencia-ausencia,
basadas en las bandas de ADN amplificadas por la técni-
ca RAPD. Las bandas generadas se tomaron como 1,0 y la
ausencia de éstas se tomé6 como 0. La similitud filogenética
(Sij) se estimé mediante el indice de similitud de Dice (1945)
usando la férmula [Sij=2a/(2a+b+c)], donde a = bandas en
comun entre iy j, b = bandas presentes en i pero no en j, y
¢ = bandas presentes en j pero no en i. Los indices de simili-
tud entre todas las cepas fue calculado utilizando el software
Paleontological Statistics versién 2.09 (2001), que permitié
determinar un dendrograma (entre las cepas).

Bioensayos. Se efectué un bioensayo en una cdmara cli-
mitica bajo ambiente controlado, con el objeto de conocer
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el porcentaje de mortandad en chapulin Brachystola magna,
empleando un disefio experimental de bloques al azar con
cuatro tratamientos y tres repeticiones. El primer tratamiento
fue con el empleo de la cepa comercial Metatron®; el objetivo
de emplear solo la cepa comercial Metatron® en el bioensayo
fue por ser de facil adquisicién en el mercado, tener un precio
accesible y haber sido empleada por otros autores en traba-
jos similares. En el segundo tratamiento se usé la cepa nativa
MACN. En ambos tratamientos la dosis de bioinsecticida
empleada fue de 1 x 10° conidias por mililitro. Se emplearon
dos tratamientos mds como testigo, uno empleando extracto
de nopal y el otro usando agua destilada sin la aplicacién de
bioinsecticida. Se cuantificé el porcentaje de mortandad en
chapulin Brachystola magna. Los datos fueron analizados es-
tadisticamente mediante el paquete de cémputo de Olivares
(1996) a una p<0,05.

Tabla 1. Concentracion de reactivos para la amplificacion de poli-
morfismos de ADN al azar.

Table 1. Reagent concentration for the Random Amplified Polymor-
phic DNA technique.

Reactivo Conce‘ntracién Cantida@
Final por reaccién

Buffer de PCR 5X 1X 5,0 uL
MgCl,25 mM 2,0 mM 2,0 uL
dNTP’s (2,5 mM) 0,1 mM 3,0 pL
Random-Primers 2,0 mM 1,0 pL
Tag polimerasa (5u/pL) 1 unidad 0,1 pL
Agua grado MiliQ_ 10,6 pL.

Tabla 2. Secuencia de oligonucledtidos para RAPD utilizados.
Table 2. Oligonucleotide sequence for utilized RAPDs.

Oligonucleétido Secuencia
F-01 5-ACG GAT CCT G-3’
F-03 5- CCT GAT CACC -3
F-04 5-GGT GAT CAG G -¥
F-05 5-CCG AATTCCC-3
F-06 5-GGG AATTCG G -3
F-07 5- CCG ATATCC C-3
F-08 5-GGG ATATCG G -3
F-09 5-CCAAGCTTCC-3
F-10 5-GGAAGCTTG G -3

DYTON ISSN 0031 9457 (2014) 83: 37-43

RESULTADOS Y DISCUSION

El conteo de UFC de los productos comerciales demos-
traron una viabilidad alta en los productos Metasaven® 1 x
108, cepas MA1A y MACII con 1 x 107; y Metatron® 1 x 107
UFC. Las caracteristicas fenotipicas de las cepas se muestran
en la Tabla 3. El tamafio de las conidias confirmé que todas
las cepas obtenidas fueron de la variedad anisopliae, con un
margen de 3,5 2 9,0 pm. El tamafio de las conidias asi como el
color verde-olivo de la especie concuerdan con la descripcion
efectuada por Guerrero et al. (2000b), siendo éstas de la varie-
dad M. anisopliae. var. anisopliae.

Tabla 3. Caracteristicas macro y microscopicas encontradas en
las conidias de las cepas evaluadas.

Table 3. Macro and microscopic characteristics found in the conidia
of the evaluated strains.

Cepa UFC Largo conidias (um)  Producto
MA1A 1x108 3,4+0,3 Metasaven®
MAII 2x 104 3,55 +0,4 Metasaven®
MA22 2x 10 4,0+0,5 Spesifik®
MA24 1x10° 3,55+0,3 Specifik®
MA25 4x10° 3,5+0,3 Specifik®
Metatron 7 x 107 3,5+0,3 Metatron®
MACN 7 x 107 4,1+0,8 Cepa nativa

UFC: Unidades formadoras de colonias.

Produccién de micelio por fermentacién en medio liqui-
do (FML). E1 ANVA del peso seco de los diferentes medios
de cultivo liquido (p<0,05) mostré que los cuatro tratamien-
tos fueron estadisticamente diferentes siendo T3 (Peptona-
Dextrosa) y T4 (caldo Sabouraud Dextrosa) los mejores tra-
tamientos (Fig. 1).

0,009042 a

0,007445 a

0,006445 b

0,005063 b

(=lelei=lelele e
ORNWAUNON0 O
MR A

Peptona, Dextrosa " Caldo Sabouraud CaldoMicolo’gioo' Caldo Nuitivo®
Dextrosa

Fig. 1. Comparacion de medias del peso seco por miliitro entre
los diferentes tratamientos para FML para la produccion de micelio.
Fig. 1. Mean comparisons of the dry weight per millliter among the
different treatments for fermentation in liquid medium (FML) for the
mycelium production.
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Extraccién de ADN. La mayoria de las cepas presentaron
una fécil extraccién de ADN por el Protocolo DNA-ZOL,
adicionando enzima litica y RNAsas. Los resultados de la ca-
lidad del ADN medido en el espectrofotémetro se aprecian en
la Tabla 4. Aqui se muestra que el ADN es de buena calidad.

Amplificacién de polimorfismos de ADN al azar. En la
electroforesis en geles de agarosa al 1%, y medido de 100 a
2500 pares de bases (pb), el primer F-09 fue el que mostré
mayor nimero de bandas (Fig. 2.) Teéricamente, 2000 pb es
el mayor tamafio esperado, ya que la enzima Taq-polimerasa
trabaja a 1000 pb por minuto y el tiempo de elongacién em-
pleado fue de 2 minutos. Guerrero et al. (2000a) reportaron
amplificaciones de hasta 5000 pb, mientras que Daévila y Cas-
tillo (2001) solo alcanzaron los 1500 pb con marcadores mo-
leculares similares a los utilizados en este estudio.

Coeficiente de similitud entre las cepas. Las siete cepas
evaluadas fueron todas diferentes; las cepas MA24 y MA25,
correspondientes a la cepa del producto comercial Spesifik®,
mostraron mayor similitud filogenética con un indice de si-
militud del 0,847, siendo 1,0 una similitud total (Tabla 5).
Las cepas que presentaron una similitud menor con respecto
a la cepa nativa MACN fueron la MA1A (con un indice de
0,576), seguida de las cepas MA24 (indice=0,603 y MA25
(indice=0,615). Las cepas comerciales empleadas en este es-
tudio, asi como la cepa MACN, tuvieron mayor similitud que
las obtenidas por Guerrero et al. (2000a) donde encontré una
similitud de 0,42 a 0,51.

En el dendograma de similitud filogenética se aprecia un
grupo de gran similitud conformado por las cepas MA24,
MA25, Metatron® y laCepa Nativa. Las cepas MA24 y MA25
del producto Spesifik® fueron las més similares; de igual ma-
nera, las cepas Metatron® y MACN mostraron gran similitud
(Fig. 3). Nuestros resultados son similares a lo informado por
Fegan et al. (1993) en donde el alto grado de diversidad ge-

Tabla 4. Concentracion de ADN obtenida en las extracciones de
las siete cepas de M. anisopliae.

Table 4. DNA concentration in the extractions from the seven strains
of M. anisopliae.

Cepa ADN Proteinas Absorbanciz:
pg/mL pg/mL 260/280 nm
Metatron 22,3133 -1,0667 2,0116
MACII 115,2100 -159,5867 2,2002
MA1A 13,5200 -285,5367 1,9635
MA25 7,4467 -182,3900 1,8245
MA24 43,0333 32,2967 1,4107
MA22 1,4867 16,9900 1,2923
MACN 47,8200 -140,3200 1,9561

nética de M. anisopliae var. anisopliae determinado por analisis
RAPD se relacioné con la localizacién geogréfica. Guerrero
et al. (2000a) constataron mediante el andlisis RAPD que las
cepas evaluadas presentaban alto nivel de polimorfismo entre
las cepas de M. anisopliae var anisopliae. Hajek y Leger (1994)
sefialaron que el aislamiento geografico y la limitada capaci-
dad de dispersién de las esporas, especialmente para M. aniso-
pliae, pueden ser importantes en la evolucién de los diferentes
genotipos. Ellos analizaron diversos aspectos que explican la
alta variabilidad genética intraespecifica que se observé entre
aislados de Metarhizium anisopliae.

Fig. 2. Amplificacion de Polimorfismos de ADN al azar empleando
el primer F-09 en gel de agarosa al 1%. Carril (1) Metatron®, (2)
MACII, (3) MATA, (4) MA25, (5) MA24, (6) MA22, (7) MACN, (-)
control negativo, como marcador se utilizd Hyper Ladder™ | de 14
bandas de 200 pb a 10000 pb.

Fig. 2. Use of the Random Amplified Polymorphic DNA technique us-
ing the first F-09 in agarose gel at 1%. Columns are for (1) Metatron®,
(2) MACI, (3) MA1TA, (4) MA25, (5) MA24, (6) MA22, (7) MACN, (-)
negative control. Hyper Ladder™ | was used as marker of 14 bands
from 200 to 10000 base pairs.

Bioensayo. Los cuatro tratamientos fueron estadistica-
mente diferentes (p<0,05; Fig. 4). T1 (solo con extracto de
nopal) y T2 (a base de agua destilada) fueron estadisticamente
similares (p>0,05), con una mortandad de chapulines menor
al 10%; T3 (Metatron®) presenté una mortandad del 37,5%,
y T4 (MACN) mostré una mortandad del 62,5% en chapu-
lin. La cepa nativa mostré un indice de mortalidad superior a
la cepa de Metarhizium anisopliae var. anisopliae denominada
DL, reportada por Zeno (2006), mientras que el producto

Metatron® estuvo un 50% menor que la misma cepa DL,

PYTON ISSN 0031 9457 (2014) 83: 37-43
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Tabla 5. indice de similitud de las bandas generadas por la amplificacion de polimorfismos al azar de las siete cepas de M. anisopliae

evaluadas.

Table 5. Similarity index of the bands generated using Random Ampilified Polymorphic DNA technique from the seven evaluated strains of M. anisopliae.

Metatron MACII MA1A MA25 MA24 MA22 Cepa Nativa
Metatron 1 0,67647 0,70588 0,72131 0,80645 0,63158 0,76364
MACII 0,67647 1 0,63889 0,64615 0,63636 0,62295 0,67797
MA1A 0,70588 0,63889 1 0,64615 0,63636 0,59016 0,57627
MA25 0,72131 0,64615 0,64615 1 0,84746 0,59259 0,61538
MA24 0,80645 0,63636 0,63636 0,84746 1 0,58182 0,60377
MA22 0,63158 0,62295 0,59016 0,59259 0,58182 1 0,66667
MACN 0,76364 0,67797 0,57627 0,61538 0,60377 0,66667 1
MA22 MA1A MA25 MA24 Metatron Cepa Nativa MACII
6 3 4 5 1 7 2
0,96 -
0,92
0,38
~ 0,84 4 71
g
= 0,8 B
£
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Fig. 3. Dendograma de similitud filogenética en la evaluacion de las siete cepas de M. anisopliae.
Fig. 3. Dendrogram of phylogenetic similarity in the evaluation of seven strains of M. anisopliae.

62,5%
37,5%

3,75% 6,25%

0 — . ; .
Adherente  Testigo Metatron  Cepa nativa

Fig. 4. Promedio de mortandad de chapulin Brachistola magna
expuestas a extracto de nopal como adherente, un testigo solo
con agua destilada aplicada, con Metatron® y con la cepa nativa
MACN.

Fig. 4. Mean mortality of chapulin, Brachistola magna, exposed to (1)
extract of nopal as adherent, (2) distilled water (control), (3) a strain of
the product Metatron®, and (4) the native strain MACN.
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CONCLUSIONES

De acuerdo al tamafio de las conidias, todas las cepas co-
merciales evaluadas junto a la cepa nativa fueron de la especie
M. anisopliae var. anisopliae. El oligonucleétido F-09 amplifi-
¢6 mayor nimero de polimorfismos de ADN al azar en las ce-
pas de M. anisopliae. Las siete cepas de M. anisopliae evaluadas
fueron todas diferentes, y presentaron un indice de similitud
mayor que otras cepas reportadas por diversos autores. La cepa
aislada del producto comercial Metatron® mostré el indice de
similitud mds alto con respecto a la cepa nativa, aislada en
los campos de los productores de maiz del Valle del Guadia-
na en Durango. Los resultados en los bioensayos fueron de
mayor relevancia para las cepas de M. anisopliae Metatron” y
MACN, siendo ésta ultima la de mayor respuesta en la mor-
tandad de Brachistola magna bajo ambiente controlado.
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