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RESUMEN

Los cultivos Genéticamente Modificados (GM) con la insercion de Bacillus
thuringiensis (Bt) han sido de suma importancia en las Ultimas décadas, esto
debido a la capacidad de poder expresar en sus tejidos las proteinas Cry, las
cuales presentan un efecto insecticida para determinados insectos. En este
trabajo de investigacion se recolectaron larvas de insectos del orden Lepidoptera
a partir del cultivo de algodén GM con Bt y cultivos aledafios que interaccionan
con la tecnologia, como el maiz y sorgo escobero. Estas larvas fueron
trasladadas al Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro, con el propésito de colocarlas en camaras humedas y
posteriormente realizar aislamientos, principalmente de hongos que podrian
comportarse como entomopatdgenos para estas mismas. Los hongos que fueron
aislados e identificados fueron Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
verticillioides, Penicillium desciscens, Byssochlamys spectabilis y Trichosporon
asahii, donde A. flavus, A. niger y F. verticillioides tienen el potencial de ser
patébgenos para larvas de lepidépteros segun la literatura, con esto se puede
demostrar que los cultivos GM con Bt no llegan a afectar el comportamiento de
los hongos entomopatdgenos. En cuanto a los hongos P. desciscens, B.
spectabilis y T. asahii no existe ningun reporte hasta la fecha sobre estos mismos
comportdndose como patdgenos de insectos, por lo que este trabajo los reporta

por primera vez como entomopatdégenos de larvas de lepidopteros.

Palabras clave: Cultivos GM, Bacillus thuringiensis, lepidopteros, hongos,

entomopatoégeno.
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I. INTRODUCCION

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner (Bacillales: Bacillaceae), es una
bacteria que habita en los suelos, la cual tiene forma de bacilo, es Gram positiva y
aerobio facultativa, posee flagelos en toda su superficie y su tamafio oscila entre 1
a 1.2 micrémetros de ancho y de 3 a 5 micrometros de largo. Durante su fase de
esporulacion esta bacteria genera un cristal, el cual esta conformado de proteinas
Cry, las cuales presentan toxicidad a larvas de ciertos insectos, entre los cuales se
encuentran lepidopteros, dipteros, coledpteros, hemipteros y algunos nematodos
(Portela et al., 2013).

Los cultivos Bt son plantas que han sido modificadas mediante ingenieria genética,
para brindar proteccion a ciertas plagas a través de la expresion, en sus tejidos, de
proteinas insecticidas denominadas proteinas Cry, las cuales provienen de la
bacteria B. thuringiensis (M.R.1., 2017).

De acuerdo a la revisién de Tabashnik et al. (2013), “de las 13 especies de plaga
blanco mas importantes de los cultivos Bt adoptados en todo el mundo desde 1996,
siguiendo el criterio de aumento de frecuencia de alelos de resistencia a campo y
dafios econémicos, se ha detectado resistencia en algunas poblaciones de cinco
especies (tres de maiz y dos de algodoén)”. La tasa de deteccion de resistencia se
incrementd desde 2006, probablemente como consecuencia del incremento del
area sembrada con cultivos Bt, el aumento del nUmero de poblaciones expuestas,
la exposicion acumulada de las plagas a la toxina Bt y la mayor atencion asignada

a los programas de monitoreo de la resistencia.

Los entomopatdgenos son los microorganismos que ocasionan enfermedad a un
determinado insecto plaga, conduciéndolo a su posterior muerte después de un
corto periodo de incubacion. Hoy en dia se conocen pocas especies de estos

microorganismos, aungque muchos de ellos atacan a una gran variedad de insectos



plaga que afectan a los cultivos, entre cuales se encuentran hongos, bacterias,

nematodos, virus y algunos protozoos (INTAGRI, 2019).

De acuerdo a Inglis et al. (2010) citado por Albuquerque y Albuquerque (2009) los
hongos son microorganismos heterotréficos, eucariontes, unicelulares o hifales
(filamentosos), que presentan reproduccién por esporas sexuales, asexuales o

ambas.

Los hongos entomopatdgenos (Hep) son patdégenos obligados o facultativos que se
desarrollan en insectos huéspedes de estos mismos lo que les provoca una
enfermedad y su posterior muerte. Existen alrededor de 700 especies de hongos
que son patdgenas para insectos, algunas de los cuales se utilizan como productos
de control biolégico; dentro de los hongos mas comunmente asociados a
enfermedades de insectos se encuentran los géneros: Beauveria, Metarhizium,

Verticillum y Paecilomyces (France et al., 2016).

1.1. Justificacién

Algunos estudios han revelado la importancia de continuar con la basqueda de
agentes de control bioldgico que puedan ser utilizados en el control de insectos
plaga. El control biolégico mediante el uso de organismos entomopatdégenos
representa una alternativa para el manejo integrado de insectos plaga en la
agricultura. La supresion de plagas de Lepidoptera en muchos de los cultivos
agricolas es relevante, ya que son las plagas que mayor impacto tienen en la
agricultura y ademas son el objetivo de la tecnologia Bt, en varios cultivos. La
identificacion de agentes entomopatdgenos que interactian con las plagas blanco
a la tecnologia Bt, puede favorecer como una alternativa, principalmente cuando
hay efectos de resistencia o para realizar estudios de los efectos de las toxinas Cry

del Bt en los organismos no blanco.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general
Aislar hongos de larvas de Lepidoptera con signos y sintomas de enfermedad de

algodon genéticamente modificado (Bt) y cultivos aledafios que interaccionan con
la tecnologia.

1.2.2. Objetivos especificos

e Colectar larvas del cultivo de algodon Bt y cultivos aledafios.

e Aislar, purificar e identificar los hongos que colonicen las larvas de
Lepidoptera.

1.3. Hipotesis

De las larvas colectadas en el cultivo de algodén Bt se encontraran hongos

entomopatdégenos colonizando.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Bacillus thuringiensis (Berliner)

La bacteria B. thuringiensis es un bacillo Gram positivo, de flagelacion peritrica que
mide de 3 a 5 micrometros de largo y de 1 a 1.2 micrémetros de ancho, esta bacteria
es un microorganismo anaerobio-facultativo. Su caracteristica principal es que,
durante el proceso de esporulacion, esta bacteria produce una inclusién paraesporal
formada por uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica, las cuales
presentan toxicidad para distintos invertebrados, especialmente larvas de insectos
del Orden Lepidoptera, Coleoptera y Diptera. Estas proteinas son denominadas Cry
y constituyen la base del insecticida biolégico méas difundido a nivel mundial
Castanet y Moreno (2016).

2.1.1. Mecanismo de accion de las toxinas Cry.

Su mecanismo de accion ocurre cuando dichos cristales de B. thuringiensis son
ingeridos por el insecto y luego solubilizados en condiciones alcalinas que presenta
el intestino medio de algunos insectos, después de ello se liberan las toxinas
cristales en forma de protoxinas para posteriormente por accidén de las proteasas,
estas protoxinas pasen a convertirse en péptidos activos, los cuales son las toxinas
que llevaran a la muerte de su huésped. La toxina activa es reconocida por un
receptor especifico y se inserta en la membrana del borde del cepillo del tracto
digestivo del insecto, es ahi donde ocurre una oligomerizacién que resulta en la
formacion de canales cationicos de 0.5 a 1 nanometro de diametro. Estos poros
proporcionan un flujo inespecifico de iones, principalmente iones K+, que disipa los
gradientes io6nicos y disminuye el pH del medio lo que provoca una lisis celular
osmoética que deja al huésped incapacitado para poder alimentarse. Por otra parte,
la destruccion tisular permite la mezcla del contenido del tubo digestivo con la

hemolinfa que, junto con el bajo pH, favorece la germinacion de esporas



bacterianas, conduciendo a una septicemia y posteriormente la muerte del huésped

en pocos dias después de la ingestion de los cristales (Castariet y Moreno, 2016).

2.1.2. Cultivos genéticamente mejorados con Bt.

Los cultivos Bt fueron comercializados por primera vez en 1996 y estos fueron
modificados genéticamente para poder producir en sus tejidos proteinas Cry. De tal
manera que cuando las larvas se alimentan de alguna parte de la planta, mueran
debido al efecto insecticida que presentan estas proteinas sobre las larvas de
algunos insectos. Cabe destacar que las proteinas Cry son muy especificas para
determinados tipos de insectos, lo que quiere decir que son inocuas para
mamiferos, pajaros e insectos “no-blanco” (insectos para los cuales no esta dirigida
la tecnologia Bt) como los insectos benéficos como depredadores, parasitoides,
polinizadores y otros fitéfagos. En el ser humano no llega a causar dafio ya que en
su intestino no estan presentes los receptores para esta proteina Cry, ademas de
gue esta solo actua en medios alcalinos, como el del intestino del insecto, y no en

acidos, como el del hombre (ChileBio, 2018).

Los beneficios de los cultivos Bt se basan en la posibilidad de expresar el potencial
de rendimiento en presencia de la plaga y una disminucién en el nimero de
aplicaciones de insecticidas, lo que conlleva a un beneficio econémico y ambiental.
Se ha demostrado ademas que el maiz Bt contiene niveles mucho menores de
micotoxinas, en comparacion con el maiz no Bt, y esto es debido a que al no haber
dafio por insectos en las plantas, no hay forma de que los hongos productores de
estas toxinas, muy peligrosas para la salud humana y animal, la infecten (ChileBio,
2018).

Esta tecnologia es vista como una herramienta adicional para el control de plagas
de cultivos y podria ofrecer ciertas ventajas sobre los insecticidas quimicos
convencionales, entre ellas la seleccion mas efectiva de insectos protegidos dentro

de las plantas, una mayor resistencia a las condiciones climéticas, una



biodegradabilidad rapida, una menor exposicion del operador a toxinas y ahorro
financiero. El uso de plantas genéticamente modificadas con Bt puede llevar a una
reduccion en el uso de insecticidas de amplio espectro, lo que extiende la vida de
uso util de estos compuestos y reduciendo el dafio ecologico que estos causan
(Schuler et al., 1998).

2.1.3. Resistencia de lepiddpteros a cultivos Bt.

La resistencia es un cambio que es heredable en la susceptibilidad de una poblacion
de insectos, lo que provoca el fracaso de un producto plaguicida que ha sido
utilizado repetitivamente y que dicho producto ya no sea eficiente contra la plaga a
controlar. Como resultado de las aplicaciones continuas del mismo insecticida se
ejerce una fuerte presion de seleccion de tal manera que prevalecen los insectos
naturalmente resistentes, los cuales se aparean y dejan descendencia también
resistente y volviéndose predominantes en la poblacion. Asi el tratamiento del
plaguicida pierde efectividad y los productores se ven obligados a recurrir a otro
plaguicida de diferente modo de accion, si es que esta disponible. Las condiciones
genéticas de las plagas junto con la aplicacion intensiva y repetida de insecticidas
son las principales causas de la rapida evolucion de la resistencia en la mayoria de
las plagas en general (IRAC, 2015).

La siembra a gran escala de cultivos genéticamente modificados con Bt dio
comienzo en 1996 y crecié rdpidamente a mas de 10 millones de hectareas por afio.
El &rea acumulada de plantas Bt cultivadas en todo el mundo de 1996 a 2002 supero6
los 62 millones de hectareas rapidamente. Mas del 99% de esta area lleg6 a ser
sembrada con maiz Bt o con algoddn Bt que presentan en sus tejidos las toxinas Bt
CrylAb o CrylAc con el objetivo de matar principalmente a larvas de plagas de
lepidopteros. La exposicion generalizada y prolongada a las toxinas Bt llega a
representar una de las selecciones mas grandes de resistencia en insectos que el

mundo jamas haya visto (Tabashnik et al., 2003).



Durante el lapso de mas de 20 afios de la comercializacion de los cultivos Bt, se
cuenta ya con reportes sobre la resistencia de ciertos insectos plaga a las toxinas
Cry, principalmente de lepidopteros y coledpteros. De lo anterior mencionado, cabe
destacar que el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera
Noctuidae) es una de las especies mas citadas, ya que se presenta en muchos
casos de resistencia desarrollada en el campo a los cultivos Bt en diferentes lugares

como Puerto Rico, Florida, Carolina del Norte y Brasil (Jurat, 2014).

Por otra parte, la palomilla dorso de diamante o polilla espalda de diamante (Plutella
xylostella L.) es reconocida como uno de los insectos que ha desarrollado altos
niveles de resistencia en el campo como resultado del uso repetido de Bt formulado.
Sin embargo, la palomilla india (Plodia interpunctella Hubner) (Lepidoptera:
Pyralidae) probablemente evoluciond a niveles bajos de resistencia en el grano

almacenado tratado con Bt (Siegfried, 2001).

Tabashnik (2015), reporté méas del 50% de una o mas poblaciones de individuos en
campo ya presentan resistencia, lo que conlleva a una eficacia reducida del cultivo
Bt que tiene consecuencias practicas para el control de plagas. Entre los mas
importantes e impactantes son seis de ocho casos que implican insectos del orden
Lepidoptera resistentes a las toxinas Cryl: cuatro contra el maiz, donde se
menciona la resistencia de S. frugiperda al CrylF en Puerto Rico y Brasil, y la
resistencia de Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae) a CrylAb en
Estados Unidos y Sudéfrica. Dos més contra el algodéon Bt, donde se hace
referencia a la resistencia a CrylAc por parte de Helicoverpa zea (Boddie)
(Lepidoptera: Noctuidae) en los Estados Unidos y Pectinophora gossypiella

(Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae) en la India.

Existen aclaraciones de que H. zea también puede llegar a estar desarrollando
resistencia a la toxina CrylAb en el maiz de campo. Ademas de que se puede
producir resistencia cruzada entre toxinas Cry estrechamente relacionadas,

especificamente aquellas seleccionadas para resistencia a plagas en cultivos Bt de



un solo gen, lo que probablemente puede conducir a un desarrollo mas rapido de
resistencia a plagas en cultivos que expresan multiples toxinas piramidadas. Otros
informes han demostrado resistencia cruzada entre las proteinas de CrylA en H.
zea (Tabashnik, 2015).

Dively et al. (2017) mencionaron que S. frugiperda es resistente a la toxina CrylF
seleccionada en maiz Bt también fue altamente resistente al algodén Bt que
expresaba las toxinas CrylAc y CrylF. Por otra parte, se informé que con las cepas
CrylA.105y Cry2Ab2, en S. frugiperda mostro resistencia cruzada. Recientemente
se demostré6 que Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Crambidae) y S.
frugiperda compartieron los sitios de unién del intestino medio para Cryl1A.105,

CrylAby CrylAc, lo que implica resistencia cruzada entre estas proteinas.

En el cultivo de algodon en México también se han realizado informes sobre la
aparicién de resistencia por parte de algunos insectos del lepidoptera como P.
gossypiella (gusano rosado) y H. zea (gusano bellotero). Estas dos son de las
principales plagas del algoddn, las cuales han llegado a afectar muy gravemente su
produccion y causar cuantiosas pérdidas afio con afio en las zonas algodoneras del
pais como Mexicali, Baja California, la Comarca Lagunera, en la confluencia de
Coahuila y Durango; Sonoyta en Sonora, asi como en Delicias, Chihuahua y
algunas zonas de Tamaulipas (CONACYT, 2018).

2.2. Microorganismos Entomopatégenos

Los microorganismos entomopatdgenos son agentes microbiales responsables de
causar una enfermedad a un insecto para posteriormente provocarle su muerte en
un corto periodo de tiempo. Son pocas las especies que se conocen hasta el
momento, aunque estas pocas especies llegan a atacar a una gran cantidad de
insectos que dentro del ambito de la agricultura representan un peligro para los
cultivos. Estos patogenos de insectos tienen el inconveniente de que no buscan

activamente al hospedador o presa como lo hacen los insectos entomofagos, por



ello no llevan la densidad de poblacion del hospedador a niveles bajos. En la
actualidad se ha incrementado potencialmente la aplicacion de estos
microorganismos en el campo agricola como insecticidas biolodgicos, debido a que
resultan ser una alternativa bastante rentable en los programas de manejo integrado
de plagas (INTAGRI, 2019; Rossi, s.f.).

2.2.1. Bacterias entomopatégenas

Estas son bacterias por lo general Gram-positivas, flageladas, ubicuas,
esporulantes, tienen una morfologia alargada simulando un bastén, estas producen
toxinas que son diferentes segun la especie, pueden formar cristales (paraesporas)
de proteinas toxicas cuando esporulan como B. thuringiensis o Paenibacillus
popilliae (Dutky) (Bacillales: Paenibacillaceae); estas poseen propiedades
patbgenas para insectos, las proteinas que proporcionan el efecto insecticida se
denominan delta—endotoxinas que son de dos tipos: Cry y Cyt. La caracteristica
Unica de estas bacterias es su habilidad para producir endosporas bajo condiciones
ambientales de estrés (fisicas o quimicas), gracias a esta capacidad son capaces
de mantenerse inactivas por largos periodos de tiempo. Estos microorganismos
entomopatdégenos se encuentran facilmente en el suelo, agua, polvo, etc., pueden
ser aerobias estrictas o anaerobias facultativas; incluyen especies de vida libre
como patdégenas, también por su aptitud para ser tratadas industrialmente (son la
base de varios insecticidas bioldégicos comerciales) y su aplicacion en el campo
(Portugal, 2011a).

La mayoria de las bacterias entomopatdgenas invaden a sus hospederos al ser
ingeridas, y gracias a la alcalinidad presente en el intestino medio de algunos
insectos, las esporas se degradan y dejan libres a las proteinas, que para estos
insectos son toxicas, estas proteinas (toxinas) aparentemente se insertan en las
membranas del intestino medio, aumentando la conductividad del potasio de las
membranas apicales de células columnares, lo que lleva a la ruptura de los

gradientes eléctricos de potasio y aumenta el pH de la hemolinfa, lo que causa la



destruccion parcial del intestino medio o mesenterdn, por lo que se produce una
fuerte septicemia que ocasiona posteriormente que el cuerpo y el intestino medio
del insecto se paralicen y en algunos casos llega a dafiar la lignina. Después de 24
horas el cadaver del insecto se comienza a tornar de un color obscuro, por la
oxidacion de la hemolinfa y crecen gran cantidad de bacterias saprofitas
provenientes de su tracto digestivo (flora intestinal y del alimento) como del medio
que lo rodea, el cuerpo se descompone en forma floculenta con excepcion del
integumento (exoesqueleto), posteriormente se seca y endurece, la mortalidad
resulta del desequilibrio del contenido basico hipoténico del intestino medio y la
hemolinfa, en algunos casos la muerte se da por la septicemia o disenteria o ambas,

después de la germinacion de las esporas (Portugal, 2011a).

2.2.2. Protozoarios entomopatdgenos.

Estos son microorganismos que de forma directa o en asociacién con algun virus
matan cantidades significativas de insectos. Existen aproximadamente 1,200
especies de protozoarios que llegan a causar enfermedades en los insectos, dentro
de estas se pueden mencionar algunas especies importantes como: Lambornella
clarki (Hymenostomatida: Tetrahymenidae), Mattesia trogodermae
(Neogregarinorida: Lipotrophidae), Malamoeba locustae (King y Taylor) (Amoebida:
Amoebidae), Nosema pyrausta (Paillot) (Microsporidia: Nosematidae), Nosema
locustae (Apansporoblastina: Microsporidia) y Vairimorpha necatrix (Kramer)
(Pansporoblastina: Burenellidae). Sin embargo, al requerir mucho tiempo para
lograr matar al hospedero, estos microorganismos no son considerados con
prioridad como agentes patégenos en el control biolégico de plagas. Los
protozoarios que muestran baja virulencia se comportan como parasitos y
generalmente viven en el intestino del insecto y causan tan solo diarrea, mientras
gue los que tienen una alta virulencia atacan frecuentemente el cuerpo graso del
insecto. El modo de accién de estos microorganismos inicia al ser ingeridos por el
hospedero, donde llega hasta el intestino medio y ahi causan una infeccion viral que
interrumpe el desarrollo normal de la larva y prolonga la etapa de esta. Al retener
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por mas tiempo el desarrollo normal de la larva permite que éstas queden por mas
tiempo expuestas a depredadores o la radiacion solar para finalmente causarles la
muerte. Si las larvas afectadas llegan al estadio adulto, por accién de los
protozoarios se logra reducir la fecundidad de estos mismos (INTAGRI, 2019).

2.2.3. Virus entomopatégenos

Los virus son muy variables en lo que respecta tanto a su forma y tamafio, pero en
general estan constituidos principalmente por una capa de proteina llamada
capside, que rodea y proporciona proteccion al &cido nucleico, el cual representa la
porcién bioldgica del virus. Este &cido nucleico puede estar constituido de ADN o
ARN de hebra simple o doble. En algunos virus, la nucleocépsida (acido nucleico +
capsida proteica) puede estar envuelta por una bicapa lipidica, que forma un viridén
o particula viral constituyendo la unidad infectiva del virus, los viriones pueden estar
0 no, incluidos en una matriz proteica denominada cuerpo de inclusion. Los virus
tienen la caracteristica de que forzosamente necesitan de un hospedante para
multiplicarse junto a las células del mismo. Los virus entomopatégenos
generalmente se han utilizado para el control de plagas muy dafinas, dentro de las
cuales principalmente se encuentran las larvas de lepiddpteros, estos suelen ser
muy virulentos y no muestran amenazas a las plantas ni a los humanos. Se conocen
alrededor de 450 tipos de virus capaces de causar enfermedades a insectos y
acaros (Gomez, 2008; Portugal, 2011c).

Existen dos tipos de virus importantes en el control biolégico de insectos: los Virus
de la Poliedrosis Nuclear (VPN) y los Virus de la Poliedrosis Citoplasméatica (VPC);
lo que los diferencia entre si es que el primero se multiplica dentro del nucleo de la
célula y el segundo se multiplica fuera del nucleo. Aunque los mas utilizados en la

agricultura son los virus de la poliedrosis nuclear (Portugal, 2011c).

Para que se dé inicio con el modo de accion o ciclo infectivo de los virus

entomopatdégenos, en el caso los VPN, estos deben ser ingeridos por el huésped, y
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gracias al intestino medio de algunos huéspedes la capsula proteica que los protege
se disuelve y estos inmediatamente penetran a las células del intestino medio y en
su nucleo se reproducen excesivamente de tal modo que llegan a reventar la célula,
lo mismo ocurre posteriormente en los demas tejidos de los 6rganos del huésped,
lo que ocasiona también trastornos fisiologicos. El insecto deja de comer, no puede
ovipositar y se reducen sus movimientos, lo que provoca la muerte dentro de tres a
ocho dias. Las larvas afectadas por VPN suelen volverse blanquecinas y granulares
u oscuras, pueden llegar a colgar del 4pice de las ramas de las plantas o las hojas
y una caracteristica principal es que el interior del individuo queda licuado vy el
exoesqueleto es quebradizo y facilmente se exponen los poliedros al medio
ambiente y asi llegar a afectar a otros insectos que entren en contacto con estos
poliedros (Gomez, 2008; Caballero y Williams, 2008; Portugal, 2011c).

2.2.4. Nematodos entomopatdgenos

Los nematodos son animales conocidos popularmente como gusanos redondos por
la forma de su cuerpo, pero su caracteristica principal que les diferencia de otros
filos de gusanos es que son pseudocelomados, es decir, su mesodermo sélo invade
parcialmente el blastocele durante el desarrollo embrionario por lo que este queda
reducido a espacios intersticiales. La mayoria de nematodos son bacteriéfagos, que
se alimentan de microorganismos y materia organica del suelo. Otros nematodos
son parasitos de plantas y animales, y en muchos casos causan graves dafios en
los cultivos y el ganado, y existen otro tipo de nematodos que causan la enfermedad
y muerte en los insectos y son denominados hematodos entomopatégenos (Recio,
2016; U.A., 2019).

Los nematodos entomopatdgenos que han sido reportados como los mejores en
control biolégico pertenecen a los géneros Heterorhabditis (Poinar) (Strongylida:
Heterorhabditidae) y Steinernema (Travassos) (Rhabditida: Steinernematidae),
estos son patdogenos obligados que presentan una alta virulencia y una rapida

accion al matar a su huésped. Presentan solo un estadio donde se encuentran fuera
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de su huésped, el cual es el J3 o juvenil infectivo, este estadio ingresa a su huésped
a través de aperturas naturales (boca, espiraculos o ano) y penetra hasta llegar al
hemocele del huésped. Estos nematodos estan principalmente asociados con un
grupo de bacterias de los géneros Xenorhabdus (Thomas y Poinar)
(Enterobacterales: Morganellaceae) y Photorhabdus (Boemare) (Enterobacterales:
Morganellaceae), las cuales entran al huésped junto con el nematodo y producen
sustancias que con rapidez matan al huésped y protegen el cadaver de otro tipo de
microorganismos. Los nematodos aprovechan dicho cadaver y algunas células
bacterianas para alimentarse y completar su ciclo biologico hasta unas 3 veces (todo
depende del tamafio del huésped). Cuando el alimento es agotado una nueva
generacion de J3 es producida y emerge desde el cadaver del huésped en el suelo
para buscar uno nuevo (Saenz, 2005).

2.2.5. Hongos entomopatdgenos

Los hongos son organismos eucariotas y heterétrofos (que carecen de clorofila). Por
lo general las células de algunos poseen una pared gruesa de un compuesto
(polisacérido) llamado quitina, el cual les provee rigidez y resistencia. La mayoria
de los hongos son pluricelulares (a excepcion de algunos que son unicelulares como
las levaduras) y sus cuerpos estan constituidos por filamentos tubulares
microscopicos, denominados hifas, que se ramifican y entrecruzan, para en
conjunto conformar lo que se le conoce como micelio. Otra caracteristica importante
de los hongos es que estos poseen reproduccion tanto sexual como asexual
(Menéndez, 2004).

Los hongos entomopatdégenos presentan una gran importancia dentro de los
agroecosistemas, esto es debido a su capacidad natural para poder regular las
poblaciones de insectos, ya que estos sobre salen de los demas microorganismos
entomopatdgenos por ser los principales causantes de las enfermedades y muerte
de los insectos. Se conocen alrededor de 750 especies de estos hongos, donde la

mayor parte de ellas incluidas en los grupos Hypocreales (Ascomycota) y

13



Entomophthorales (Zygomycota). El ataque de los hongos entomopatégenos se
asocia a una gran cantidad de insectos, los cuales son infectados preferentemente
en los estadios inmaduros (ninfa o larva). La especificidad con la que atacan a los
insectos plaga es bastante variable, ya que algunos presentan un amplio rango de
hospederos como los Hypocreales, mientras que otros como los Entomophthorales
estan restringidos a una especie de insecto. Entre los principales géneros de hongos
entomopatdégenos mas reconocidos y que méas se utilizan en la agricultura se
encuentran: Beauveria (Vuill) (Hypocreales: Cordycipitaceae), Metarhizium
(Sorokin) (Hypocreales: Clavicipitaceae), Paecilomyces (Bainier) (Eurotiales:
Thermoascaceae) y Verticillum (Glomerellales: Plectosphaerellaceae) (INTAGRI,
2019).

El ciclo vital de estos hongos se divide en una fase parasitica, que va desde la
infeccion hasta la muerte del hospedero y una saprofita, que transcurre después de
la muerte del insecto. Este aspecto de su biologia, permite a los hongos
entomopatdégenos actuar como patdgenos facultativos, es decir, son capaces de
sobrevivir a expensas de la materia organica del suelo u otro sustrato, mientras no
haya insectos disponibles para infectar. Los hongos entomopatégenos atacan a
insectos de diferentes 6rdenes como: Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera y Orthoptera, y también a otros artrépodos, como arafias

y acaros (Urra, 2015).

Los hongos entomopatégenos, a diferencia de otros agentes entomopatégenos, no
necesariamente tienen que ser ingeridos por el insecto para controlarlo, la infeccion
puede ocurrir por contacto y adhesion de las esporas al tegumento o en su defecto
la cuticula del insecto o las partes bucales, membranas intersegmentales o a través
de los espiraculos. EI mecanismo de accidn se basa en tres pasos: 1) adhesion y
germinacion de la espora en la cuticula del insecto, 2) penetracion en el hemocele
y 3) desarrollo del hongo, en donde generalmente resulta con la muerte del insecto
o huésped (Fig. 1) (Pucheta et al., 2006; Téllez et al., 2009).
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El mecanismo de accién da inicio cuando la espora del hongo entra en contacto con
el integumento del insecto huésped y ahi es donde comienza el proceso de
adhesién donde el hongo se adhiere gracias a unas moléculas que este mismo
posee y segrega, las cuales se denominan adhesinas, este proceso de adhesion
implica 3 pasos donde el primero es la adsorcion de la espora a la superficie
mediante el reconocimiento de receptores especificos de naturaleza glicoproteica
en el insecto, posteriormente la adhesion o consolidacion de la interfase entre la
espora pregerminada y la epicuticula y por ultimo, se inicia el proceso de
germinacion de la espora, el cual comienza cuando las condiciones ambientales son
favorables, en donde la temperatura tiene que oscilar entre los 25 a 29 °C, y la
humedad relativa se encuentre entre el 85 a 95 %. Cuando se cumplen dichas
condiciones antes mencionadas, es ahi entonces cuando la espora se hincha y
comienza a desarrollar un tubo germinativo mediante un proceso de polarizaciéon
tipico del crecimiento apical de los hongos, el cual estimula la sintesis de la pared
celular. El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie del insecto para la
localizacion de sitios receptores, para de tal manera habilitar a la hifa en la
penetracion de la cuticula. El proceso de germinacion puede durar de 12 a 20 horas
(Pucheta et al., 2006; Téllez et al., 2009; Carrillo y Blanco, 2009; Portugal, 2011b;
Gomez et al., 2014).

Posteriormente se inicia el segundo paso, el cual es el proceso de penetracion y
este es posible gracias a la accibn combinada de dos mecanismos, uno fisico y uno
quimico, donde el primero consiste en la presion ejercida por una estructura fungica
denominada apresorio, el cual fue formado a partir del tubo germinativo una vez que
encontrd un sitio receptor. El apresorio permite el anclaje de la espora y ejerce
presién hacia el interior del insecto, lo que provoca que se deforme primeramente
la capa -cuticular para posteriormente romper las areas esclerosadas vy
membranosas de la cuticula. EI mecanismo quimico consiste en la accion
enzimatica, es decir, cuando el hongo comienza a excretar una gran cantidad de
enzimas, principalmente proteasas, lipasas, quitinasas, quitobiasas, lipoxigenasas

y otras proteinas hidroliticas, las cuales degradan poco a poco el tejido en la zona
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de penetracion de tal manera que facilite la entrada del hongo. A su vez este proceso
le proporciona alimento al mismo al hongo. El tiempo de penetracién tiene una
duracion aproximada de 8 a 12 horas. (Pucheta et al., 2006; Téllez et al., 2009;
Carrillo y Blanco, 2009; Portugal, 2011b; Gomez et al., 2014).

Otro mecanismo de accidén es cuando los hongos ingresan directamente hacia el
interior de su huésped. Consiste en que la espora puede penetrar hacia el hemocele
del insecto a través de la cavidad bucal, espiraculos u otras aberturas externas del
insecto, ya que la humedad no es un problema en el tracto alimenticio y asi la espora
puede germinar rapidamente en este ambiente, aunque cabe destacar que los
fluidos digestivos pudieran destruirla o degradar la hifa germinativa. Un dato
importante es que, en algunos casos, la digestion de estructuras flungicas puede
causar la muerte por toxicidad mas que por la invasion interna del hongo conocida

como micosis (Téllez et al., 2009).

Una vez que el hongo se encuentra dentro del insecto huésped, se da inicio al tercer
y ultimo paso, en donde este prolifera y forma cuerpos hifales secundarios, los
cuales se ramifican en la procuticula conformada principalmente de fibrillas
lameladas de quitina embebidas en una matriz proteinica que actla como cubierta
fisica protectora ante las secreciones extracelulares del patégeno. Posteriormente,
dichos cuerpos hifales se topan con la capa epidérmica y con su respectiva
membrana basal y se diseminan a través del hemocele. Una vez dentro del
hemocele los hongos deben enfrentarse con los mecanismos de defensa del
sistema inmune del insecto, para lo cual los hongos han desarrollado estrategias
defensivas e inmunosupresoras, tales estrategias como la produccion de toxinas o
cambios estructurales en su pared celular. Después de que el hongo haya evadido
dichas defensas del sistema inmune del insecto, la hifa se ensancha y ramifica
dentro del tejido de este mismo, en forma de levaduras o desarrollo por gemacion,
y produce asi formas miceliales libres y unicelulares llamados blastosporas que
invaden diversas estructuras vitales del huésped como tejidos musculares, cuerpos

grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos, reticulo endoplasmico y
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membrana nuclear, a su vez los hongos que producen toxinas causan la muerte del
insecto debido a la degeneracion de los tejidos y por la pérdida de la integridad
estructural de las membranas seguido de la deshidratacion de las células por
pérdida de fluido. Los hongos que aparentemente no poseen toxinas, matan al
insecto al consumir todos los nutrientes o por destruccion fisica de sus sistemas. La
micosis induce a sintomas fisiologicos anormales en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacion y comportamientos alterados (Pucheta et
al., 2006; Téllez et al., 2009; Carrillo y Blanco, 2009; Portugal, 2011b; Gémez et al.,
2014).

Al agotarse los nutrientes del huésped, y si las condiciones ambientales le son
favorables, el hongo inicia un crecimiento micelial donde invade todos los 6rganos
del hospedero y finalmente las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto
y emergen a la superficie para iniciar la formacion de cuerpos reproductivos con
esporas, estas son las unidades infectivas y se diseminan por medio del viento,
lluvia, animales, hombre, buscando nuevos hospedantes para iniciar el proceso de
infeccion. Por otra parte, si las condiciones ambientales no son favorables, el hongo
se queda dentro del cadaver del insecto, donde puede sobrevivir por algunos meses
y eventualmente producird esporas cuando las condiciones le sean favorables. La
dispersion de las esporas puede ser un proceso activo o pasivo y depende de las
caracteristicas de la espora y el esporangio, cada conidio puede adherirse o pasar

de un invertebrado a otro por dispersion (Pucheta et al., 2006; Portugal, 2011b).
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Figura 1. Mecanismo de accién de los hongos entomopatégenos (Fuente: Gémez et al.,
2014).

Los insectos que han sido afectados por algun tipo de hongo entomopatdgeno,
presentan una decoloracion del integumento, el cual poco a poco va perdiendo su
coloracion caracteristica, sus patas se vuelven rigidas y el insecto se fija al sustrato
mediante la proboscis; se pueden observar filamentos finos solos o agrupados, de
coloracién oscura que atraviesan la pared del insecto por la parte ventral, estos
filamentos son los rizoides, los cuales se tornan cada vez mas y mas claros hasta
volverse de un color blanco cremoso, donde se puede observar como si la cuticula
del insecto estuviese llena de granulos o parches finos visibles al estereoscopio,
luego se van oscureciendo, y pasan por colores como marrdn claro, marrén pajizo,
y finalmente se oscurecen mas hasta volverse de un color marrén oscuro, algunos
insectos se tornan de un color ocre o marrdn rojizo y otros se vuelven negros. Los
granulos o parches son los estromas formados por el desarrollo micelial, aunque en

la mayoria de los casos el color que adquiere el insecto depende del color de los
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conidios del hongo o del micelio. En la mayoria de los casos los hongos producen
sustancias antibacteriales que impiden la descomposicion del insecto
manteniéndolo como una momia. El tiempo que dura la colonizacion es de 3 a 8

dias, dependiendo de la cepa del hongo (Portugal, 2011b; GOmez et al., 2014).

Entre los factores abibticos que afectan la viabilidad y la persistencia de los hongos
entomopatdgenos en el campo se encuentran los rayos ultravioleta, la temperatura,
la humedad relativa y los funguicidas. La susceptibilidad y la relacion con los
hospederos se entrelaza con los nutrimentos presentes en los insectos, que son el
medio para la propagacion, dispersion y persistencia de los hongos. Como se
mencion6 anteriormente, las esporas de los entomopatdégenos tienen
requerimientos especificos de agua y temperatura, asi como de otros factores
ambientales que en conjunto funcionan como inductores para la activacién de
receptores presentes en el patdgeno y que les permiten llevar a cabo el proceso

infectivo sobre el hospedero (Pucheta et al., 2006).

2.3. Beauveria bassiana (Balsamo)

La clasificacién taxondmica de B. bassiana de acuerdo a Bischoff et al. (2006) citado
por Hernandez (2016) es la siguiente:
Reino: Fungi
Sub reino: Dikarya
Filum: Ascomycota
Sub filum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Sub clase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana Balsamo
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Este es un hongo que se ha reportado como patdégeno para algunos artrépodos que
son clasificados como plagas para el hombre. Ha sido aislado de mas de 200
especies diferentes de insectos. Es un hongo anamaérfico que en su estado infectivo
forma hifas septadas y produce conidios hialinos esféricos o subesféricos de 2.0 a
3.0 x 2.0 a 2.5 micras con un cuello corto, el raquis presenta una ondulacion o forma
de zigzag. Los conidi6foros se agrupan en forma compacta constituyendo los
sinemas donde se originan los conidios (Fig. 2) (Vazquez, 2019a; Gémez et al.,
2014).

Raquis en zig-zag

synhemas o grupos fidlide o Célula conidiégena
de conidioforos

muy juntos)

Conidioforo 4
(Apifados formando }/

CeOd
GOP

Conidias

Figura 2. Estructuras del hongo Beauveria bassiana
(Fuente: Gémez et al., 2014).

En el hospedero estas estructuras se observan como una especie de polvo blanco
o algodonoso, el cual estd conformado por micelio y esporas sobre el cuerpo del
insecto hospedero (Fig. 4). Ademas, cultivos de laboratorio se presenta de igual
manera como un polvo blanco en la superficie y de coloracion amarillenta al reverso

de las placas (Fig. 3) (Vazquez, 2019a; Gomez et al., 2014).
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Figura 3. Crecimiento del hongo Figura 4. Crecimiento del hongo

Beauveria bassiana en medio Beauveria bassiana en un
de cultivo (Fuente: Gomez et al., hospedero (Fuente: Gémez et
2014). al., 2014).

2.4. Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)

La clasificacion taxonémica de M. anisopliae de acuerdo a Sorokin (1883) citado por

Suarez (2010) es la siguiente:

Reino: Fungi
Filum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae Metschnikoff

El hongo M. anisopliae es un patogénico de amplio espectro, localizado en el suelo
y restos de insectos parasitados. Se cita como uno de los biocontroladores con
mayor potencial entomopatdgeno en el control de insectos plaga en diferentes
cultivos agricolas (Vazquez, 2019b; Sterling et al., 2011).

Presenta hifas septadas con conidiéforos que crecen a partir de éste, en forma

irregular con dos a tres ramificaciones en cada septo. Estos conidioforos presentan
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una longitud de 4 a 14 micras, y un diametro de 1.5 a 2.5 micras. Las fialides son
delgadas en el apice, de 6 a 15 micras de longitud y 2 a 5 micras de diametro. En
cuanto a los conidios, son estructuras unicelulares, de forma cilindrica y truncada,
de largas cadenas, de color hialino cuando son jovenes y verde oscuro
caracteristico de la especie cuando ya estan maduras, estos tienen una longitud de

4 a 10 micras y un diametro que va de 2 a 4 micras (Fig. 5) (Vazquez, 2019b).
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Figura 5. Estructuras del hongo
Metarhizium anisopliae. a)
Conidioforos. b) Conidios (Fuente:
Gbmez et al., 2014).

Los huéspedes son cubiertos en su totalidad por un micelio de color verde, en
referencia a la enfermedad denomina muscardina verde, la cual esta conformada
principalmente por estructuras reproductivas del hongo (Fig. 7). En cuanto al
crecimiento de colonias en laboratorio, se presentan de un color verde que varia
desde el olivaceo hasta amarillo-verde o verde obscuro (Fig. 6) (Vazuquez, 2019b;
Gbomez et al., 2014).
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Figura 7. Crecimiento del hongo Figura 6. Crecimiento del hongo

Metarhizium anisopliae en Metarhizium anisopliae en insecto
medio de cultivo (Fuente: hospedero  (Fuente:  Vazquez,
Anénimo, 2016). 2019b).

2.5. Lecanicillium lecanii (Zimm)

La clasificacién taxonémica de L. lecanii de acuerdo a Zare y Grams (2001) citado

por Vargas (2017) es la siguiente:

Reino: Fungi
Filum: Ascomycota
Sub filum: Ascomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Lecanicillium

Especie: Lecanicillium lecanii Zimm

Este hongo entomopatdgeno es de amplia distribucion y ha sido aislado de sustratos
como el suelo, otros hongos, asi como de insectos en todas sus etapas de
desarrollo. Ocasiona epizootias de gran magnitud en ambientes calidos y humedos
en un amplio rango de hospederos como en insectos de los 6rdenes Hemiptera
(Auchenorrhyncha y Sternorrhyncha), Coleoptera, Diptera y Lepidoptera y acaros
de la familia Tetranychidae (Alayo y Wilson, 2014; Vargas, 2017).
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Presenta un micelio septado con conidioforos simples o verticilados alargados, mas
anchos en la base y adelgazandose hacia los extremos en donde se encuentran los
conidios agrupados en cabezuelas, rodeados de una sustancia mucilaginosa, estos
son unicelulares, hialinos, forma cilindricos a ovoides, de un tamafio 2.3 a 10 micras
de largo y 1.2 a 6.0 de ancho (Figura 8) (Acosta, 2006; Gémez et al., 2014).

0000
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Figura 8. Estructuras del hongo
Lecanicillium lecanii. a)
Conidioforos. b) Conidios
(Fuente: Gémez et al., 2014).

Cuando este hongo termina de infectar a su hospedero, lo cubre con un micelio
color blanco que lo rodea como un halo, lo cual es una caracteristica que identifica
a este hongo conocido comunmente como “hongo blanco de la corona” (Fig. 10).
En cuanto a su crecimiento en medio de cultivo se muestran colonias de color blanco
o crema, de aspecto algodonoso y delicado, el micelio muy pegado al sustrato e
incoloras al reverso, aunque también puede presentarse un color amarillo palido o

amarillo oscuro (Fig. 9) (Gomez et al., 2014).
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Figura 10. Crecimiento del hongo Figura 9. Crecimiento del hongo

Lecanicillium lecanii en medio Lecanicillium lecanii en un insecto
de cultivo (Fuente: Gomez et hospedero (Fuente: Micsa, 2018).
al., 2014).

2.6. Isaria fumosorosea (Wize)

La clasificacion taxonémica de |. fumosorosea de acuerdo a Wize (1904), citado por

Gandarilla (2012) es la siguiente:

Super reino: Eukaryota
Reino: Fungi
Sub reino: Dikarya
Filum: Ascomycota
Sub filum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Sub clase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Isaria

Especie: Isaria fumosorosea Wize

El hongo I. fumosorosea es un entomopatdégeno fungico realmente efectivo, al cual

se le puede encontrar presente en el suelo, el aire, las plantas y en todos los



continentes del mundo, a excepcidén de la Antartida. Presenta un alto rango de
hospederos en los que predomina mas los del orden Lepidoptera, asi como a
insectos de los Ordenes Acari, Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Neuroptera y Thysanoptera los cuales son

atacados por este hongo entomopatdégeno (Gandarilla, 2012).

Este hongo presenta micelio septado o tabicado con conidiéforos verticilados que
se pueden producir solos o en grupos, de paredes lisas hialinas, y con 3 a 6 células
conidiégenas o fidlides, las cuales son subglobosa con un cuello estrecho en forma
de botella de donde nacen las conidias, ovoides a subglobosas de tamafio entre 3
a 4 micras de largo y 1 a 2 micras de diametro, son lisas, hialinas o ligeramente
rosadas, unicelulares, que se desarrollan en sucesion basipétala (Fig. 11)
(Gandarilla, 2012; Gomez et al., 2014).
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Figura 11. Estructuras del hongo Isaria
fumosorosea. a) Conidi6foros. b)
Conidios. Fuente: GOémez et al.,
2014.

El crecimiento en medio de cultivo de las colonias tiene un aspecto de fieltro o
pueden tener un aspecto polvoriento a granular. Producen conidioforos definidos
gue son polvorientos cuando el hongo es aislado por primera vez. Al principio las

colonias son blancas, y pueden permanecer asi o cambiar con el tiempo a
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tonalidades rosadas y grisaceas (Fig. 12). El crecimiento en sus hospederos se
muestra como una capa blanca algodonosa o afelpada y polvorienta, la cual esta
constituida principalmente por micelio y estructuras reproductivas del hongo (Fig.
13) (Garandilla, 2012).
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Figura 13. Crecimiento del hongo Figura 12. Crecimiento del hongo Isaria
Isaria fumosorosea en medio fumosorosea en un hospedero

de cultivo (Fuente: Gémez et (Fuente: MICSA, 2018).

al., 2014).

2.7. Asociacion de lepidépteros como vectores de fitopatégenos

Existen insectos que pueden llegar a comportarse como vectores de algunos
microorganismos fitopatégenos, dentro de ellos se encuentran los del orden
Lepidoptera en donde investigaciones realizadas por Popova et al. (2010),
encontraron que la palomilla de la papa (Phthorimaea operculella Zeller)
(Lepidoptera: Gelechiidae) es un reservorio y vector de agentes causales de
infecciones, no sélo entre las plantas, sino probablemente entre Animales y los
humanos también. En un trabajo de investigacién realizado por Yamoah et al.
(2011), evaluaron a diferentes tipos de insectos para observar su potencial como
vectores del hongo Fusarium tumidum (sherbakoff) (Hypocreales: Nectriaceae), en
donde se involucraron insectos del orden Lepidoptera, tales como la polilla de
manzana marron (Epiphyas postvittana Walker) (Lepidoptera: Tortricidae) y la polilla
de la vaina (Cydia ulicetana Denis y Schifferm’ller) (Lepidoptera: Tortricidae), en
dicho estudio los investigadores llegaron a la conclusién de que la polilla de

manzana marrén fue la que transportaba y depositaba el mayor nimero de conidios
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del F. tumidum, lo que quiere decir que actia como un muy buen vector de este
hongo. Por otra parte, un estudio realizado por Hou et al. (2015), demostraron que
la polilla Euzophera pyriella (Yang) (Lepidoptera: Pyralidae) actia como vector del
hongo Valsa ceratosperma (Tode) (Diaporthales: Valsaceae) ya que las larvas
prefieren alimentarse de la parte infectada por el hongo, por lo que la larva al estar
en contacto en esta zona, parte del hongo (micelio o esporas) se queda adherida
en alguna parte del cuerpo de la larva y asi, esta misma estaria actuando como
vector al trasladarse a otra parte de la planta, en donde se provoca una nueva
infeccion. Bush et al. (2017), demostraron un caso similar, en donde el gusano
naranja redondo (Amyelois transitella Walker) se alimenta preferentemente de las
partes de la planta dafiadas con A. flavus, por lo que A. transitella actia como vector
de este hongo al estar en contacto en zona dafiada y trasladarse posteriormente a

una parte sana de la planta.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Colecta de larvas en el cultivo de algoddn y maiz Bt

La recoleccion de las larvas se realizé en el norte del pais en la region de La Laguna,
especificamente en el estado de Coahuila de Zaragoza, México de los municipios
de Matamoros y San Pedro de las Colonias. Una de las zonas con mayor
importancia donde se cultiva algodén GM, con la tecnologia Bt y en cultivos

aledafios que interaccionan con éste.

El método de colecta que se realiz6 fue totalmente al azar, donde se efectuaron
recorridos en los campos de cultivo; para el caso de algodon se buscaron bellotas
afectadas por larvas de lepidopteros, o estas mismas expuestas sobre el follaje o
bellota y en cultivos aledafios como el maiz se obtuvieron las larvas del cogollo o

de jilotes.

Las larvas recolectadas vivas fueron puestas individualmente en botes pequefos
de aproximadamente 5.0 mL de capacidad, en los cuales se colocé previamente
dieta artificial para larvas de lepidopteros.

Entre las especies objetivo a colectar se buscd que fueran: S. frugiperda, H. zea,

Heliothis virescens y Spodoptera exigua.

El material bioldgico colectado se trasladé a las instalaciones del Departamento de
Parasitologia de la UAAAN en Buenavista, Saltillo, Coahuila de Zaragoza,
coordenadas geograficas 101° 1’ 56” de longitud Oeste del Meridiano de Greenwich
y a25°21’ 13” de Latitud Norte con una altura sobre el nivel del mar de 1743 metros.
Los insectos se seleccionaron, entre individuos vivos y los que se encontraban
muertos 0 con poca actividad y éstos ultimos también se separaron, segun las

caracteristicas que presentaban o los dafios que estos tenian.
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3.2. Seleccion de larvas

Las larvas provenientes de campo se separaron en el laboratorio, por lo que el &rea
en donde se trabajo fue aseada y desinfectada con alcohol y con la ayuda de un
mechero y pinzas; se seleccionaron larvas vivas de las que se encontraban muertas,
enfermas, parasitadas, con dafio mecanico, en estado de diapausa y que no
aceptaron la dieta como alimento. Es importante sefialar que la dieta artificial en la
gue se colocaron las larvas, fue tratada con bactericida y fungicida, con la finalidad
de asegurar que los individuos colectados infectados fueran desde campo y no por

alguna contaminacion en el laboratorio o por el alimento, después de la colecta.

La separacidon entre las larvas muertas se realizd con referencia a los sintomas
caracteristicos que presentaban. Para el caso de la infeccion por hongos se
consideré que hubiera presencia de micelio en el integumento; las larvas que
presentaban un color obscuro y estaban rigidas fueron catalogadas como infeccién
por bacteria (aunque existia la duda de que estas hubiesen sido infectadas por un
hongo y que este aun no desarrollara el crecimiento de micelio o hubiera
esporulacion), y las larvas que presentaron de igual manera un color obscuro pero
en lugar de estar rigidas estas se presentaban con una textura aguada fueron
catalogadas como infeccion por virus y que ademas cuando se llegaban a manipular

su interior salia del integumento en forma desintegrada.

Cada larva se colocé en forma individual en un bote y se mantuvieron por dos dias
en incubacion a temperatura ambiente para determinar la condicion de éstas,
posteriormente a esto se refrigeraron a 4.0 °C, para después ser utilizadas en el
aislamiento del patégeno. Esta actividad fue constante durante el periodo de
colectas en campo, por lo que cada vez que se realizaba la colecta, se procedia a
la seleccion de las larvas y se almacenaban (Fig. 14).
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Figura 14. Seleccion y almacenamiento
de larvas.

3.3. Obtencion de cepas fungicas

Las larvas fueron retiradas de refrigeracion y sélo las que se encontraban completas
y rigidas, o con algun crecimiento micelial, fueron utilizadas para hacer los

aislamientos, por lo que se procedié a desinfectar el material.

La desinfeccion del material biologico se llevd a cabo dentro de una campana de
flujo laminar y con la ayuda de pinzas se sumergié cada larva (con respecto a su
catalogacion) en una solucién de hipoclorito de sodio al 2% por cinco minutos, un
lavado con agua destilada estéril, este procedimiento se repiti6 dos veces
posteriormente se dejaron secar en una caja Petri con papel desecante estéril por
24 h, esto para asegurar que no hubiera contaminacion por los residuos de agua
que quedaron en las larvas (Fig. 15).

31



Figura 15. desinfeccion de
larvas.

La desinfeccion se realizé con la finalidad de inactivar cualquier hongo o
microorganismo que se encontrase en el tegumento del insecto, asi como favorecer
el crecimiento o la recuperacion de los hongos que se encontraran dentro del cuerpo

del insecto muerto.

Las larvas se colocaron en cdmara humeda y en medio de cultivo Papa-Dextrosa-
Agar. La camara humeda, consistié de una caja Petri con papel desecante estéril,
se humedecid con agua destilada estéril y se colocaron tres larvas, distribuidas en
el interior de la caja; las cajas se sellaron con Parafim® y se dejaron reposar por

un periodo de tres dias (Fig. 16).
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Figura 16. Larvas en cAmara humeda. A) Larvas recién colocadas. B) Larvas
después de tres dias de reposo.
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En el caso del PDA se colocaron tres larvas por caja Petri (Fig. 17). Las larvas se
incubaron a 25-26°C, bajo oscuridad; asi mismo las cajas se acomodaron y
etiquetaron de acuerdo al sintoma que presentd cada una de las larvas. Las que
fueron catalogadas como infeccién por bacteria, también fueron colocadas en las
dos formas de incubacion, con el propdsito de que, si alguna larva se diagnostico
errbneamente, ésta expresara el micelio en el integumento de esta misma, y

pudieras ser aislado.

Todo el procedimiento se estableci6 de esta forma con el fin de estimular la
formacién de estructuras reproductivas de los hongos o el crecimiento bacteriano,
debido a las condiciones apropiadas de humedad que otorga la camara hiumeda y

el medio de cultivo.

La preparacion del medio de cultivo se realiz6é de dos formas, uno consistié en PDA
al cual se le agregd gentamicina (1.0 mL-LY) como bactericida y otro sin

gentamicina.

Figura 17. Larvas en PDA.
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3.4. Aislamiento de patdégenos

En cuanto trascurrieron tres dias después de haber dejado incubar las larvas en la
camara humeda y cuando hubo presencia de crecimiento micelial en el cuerpo de
las larvas que fueron catalogadas con sintomas de infeccion por hongo. Se procedié
a trabajar en el laboratorio, en donde bajo una campana de flujo laminar y con la
ayuda de pinzas se coloc6 una larva en medio de cultivo PDA con gentamicina. Las
cajas Petri fueron selladas y fechadas, y se volvieron a colar en incubacién, dentro

de una caja plastica a temperatura ambiente, hasta que se desarrollara el hongo.

3.5. Purificacion y re-aislamientos de hongos

Una vez transcurrido el tiempo anteriormente mencionado y cuando ya era visible
el crecimiento de diferentes hongos en las larvas y expansién de éstos en el medio
de cultivo, asi como en algunos casos presencia de contaminaciones, por otros
hongos y/o en su caso bacterias, se procedié a hacer purificacion y re-aislamiento
de las cepas morfolégicamente diferentes. En las cajas donde no se encontraron
contaminantes y el crecimiento micelial era homogéneo, no se realiz6 re-
aislamiento, Las larvas que presentaron crecimiento con bacterias fueron

desechadas.

Para el re-aislamiento el procedimiento también se realiz6 en la campana de flujo
laminar, cerca de un mechero y con una aguja de diseccion se cortaron explantes
del medio de cultivo con crecimiento micelial de 0.5 x 0.5 mm de superficie,
aproximadamente, estos cortes, fueron con base en la diferenciacion morfoldgica
de los crecimientos. Se consider6 para la toma de micelio el lado opuesto de donde
se encontraba el crecimiento del otro agente, para evitar en lo mas posible una
contaminacion posterior. Las nuevas cajas Petri fueron selladas y etiquetadas de
acuerdo a la fecha del re-aislamiento y la fecha inicial, y si ésta procedia de camara
hameda o PDA, con bactericida y sin bactericida. Se volvieron a someter a

incubacion para inducir la formacion de estructuras reproductivas y de esta forma

34



facilitar la identificacion. El proceso de re-aislamiento y purificacion se llevé a cabo
las veces necesarias para dejar la cepa limpia libre de contaminantes y homogénea

morfolégicamente, sin perder identidad.

3.6. Aislamiento de hongos en larvas sometidas a cria

Las larvas procedentes de campo se sometieron a un proceso de cria y
mantenimiento, esto para fines de otro experimento, sin embargo, durante este
proceso algunas larvas enfermaron y murieron a consecuencia de alguna infeccién
por bacterias, virus, hongos, u otra causa de tipo abiética como la composicion de
la dieta. Estas larvas también se separaron y se sometieron a aislamiento,
purificacion y re-aislamiento so6lo para el caso de hongos, por tanto, las larvas
muertas que presentaron crecimiento micelial en su cuerpo, fueron consideradas;
para el caso de otros patdgenos no se trabajé. Estas larvas no fueron esterilizadas
y sélo con la ayuda de unas pinzas, se colocaron directamente en un medio de
cultivo a base de PDA con gentamicina. Las cajas Petri fueron selladas y
etiquetadas de acuerdo a la fecha y la generacion filial de la que procedian, asi
como la especie, y fueron incubadas como correspondia. Se llevd a cabo la
purificacion y re-aislamientos necesarios para dejar limpia la cepa de contaminantes
y se dejaron crecer de dos a tres semanas, con el propésito de inducir la formacion

de estructuras reproductivas para asi iniciar el proceso de identificacion.

3.7. Identificacion morfoldgica de los aislamientos de hongos

Los hongos purificados y crecidos en las cajas Petri se agruparon por las
caracteristicas morfolégicas del crecimiento del micelio y por su color, se
seleccionaron tres cajas Petri de cada uno; por tanto, se trasladaron a una mesa de
trabajo (la cual previamente se ase0 y desinfectd con alcohol al 70%), en donde se
encontraba el material necesario para realizar montas 0 preparaciones
(microscopio, portaobjetos, cubreobjetos, lactofenol con azul de metileno , mechero

de alcohol, y una jeringa de insulina).
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El procedimiento que se llevé a cabo para realizar las montas fue el siguiente:
Primero se afadi6 una gota de lactofenol con azul de metileno sobre un
portaobjetos, después se esterilizé la punta de la aguja de insulina, para ello, se
colocé la punta de la misma sobre el fuego del mechero durante diez segundos,
posteriormente se retird y se dejo enfriar cerca del mechero por quince segundos,
consecuentemente se destap6 una caja Petri cerca del mechero y con la aguja de
insulina se efectud un raspado superficial para asi extraer estructuras fungicas, las
cuales fueron colocadas sobre la gota de lactofenol y se dispersaron con la aguja
de insulina, posteriormente se colocé el cubreobjetos sobre la muestra y se le dio
paso a esta misma sobre el fuego del mechero varias veces con el motivo de liberar
las burbujas que se habian formado, por ultimo se dejé enfriar por unos segundos y
enseguida el portaobjetos fue colocado en el microscopio para observar las

estructuras del hongo.

Se tomaron fotografias y se realizaron anotaciones sobre el crecimiento de la
colonia en la caja Petri, tanto el color que presento6 en el frente y al reverso, como
el aspecto que presentaba. Asi mismo, de igual manera se tomaron fotografias e
hicieron anotaciones sobre las estructuras de los hongos bajo el microscopio, tales
como el color de hifas y su forma, y de sus estructuras reproductivas (conidiéforos
y conidios). Esto con el fin de realizar la identificacion mediante claves impresas,
libros y revision en la Web, sobre los hongos y las caracteristicas observadas, al
menos a nivel de género (Gil, 2019a; Gil, 2019b; Reyes, 2001; Manrique, 2014;
Loustau, 1950; Jamali y Banihashemi, 2011; Samson et al., 2009; Carnovale y
Guelfand, 2012; Pinheiro, 2015).

En el caso de los hongos que no esporularon o no fue posible ver estructuras
reproductivas o aptas para identificacion fue necesario preparar otros medios de
cultivo como Agar-Agar con gentamicina, PDA + Extracto de levadura con
gentamicina, Agar + extracto de malta con gentamicina y Caldo de Papa-Dextrosa,

medios especificos para hacer esporular algunos hongos que estan relacionados
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con patdgenos de insectos y en su caso con finalidad de estresar al hongo y
favorecer la esporulacion, en este sentido, también se modificaron las condiciones
ambientales de incubacion, en algunos casos fue necesario someterlos a frio, a luz

0 por periodos cortos de luz y/o obscuridad.

3.8. Identificacion molecular de las cepas

Para corroborar la identificacion morfologica de los hongos y llegar a nivel de
especie, las cepas fueron enviadas al laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT), en donde por medio de
PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) las muestras de hongos
fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleétidos marcados en el
secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) (Ver seccion de

Anexos).

El equipo utilizado para llevar a cabo la identificacion molecular fue el siguiente:

e Secuenciadores automatizados 3130 y 3500 Series Genetic Analizer
(Applied Biosystems).

e Termociclador Verty para PCR punto final (Applied Biosystems).

e Espectrofotometro NANODROP 1000 (Thermo Scientific).

e Concentrador centrifugo (Eppendorf).

e Centrifuga (Hettich).

3.9. Evaluacion

Se contabilizé el namero de individuos desde que llegaban de campo, de estos se
consider6 individuos que murieron por la presencia de patdgenos, segun los
sintomas y de aquellos que entraron en diapausa. Se tomo en cuenta en cada

crecimiento micelial, la morfologia que se presento en cada larva y se agruparon
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por la caracteristica y color, de esta forma se procedid a agrupar para hacer la

purificacion correspondiente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Larvas sometidas a aislamiento de hongos

De las colectas realizadas en campos de algodon GM y de maiz, se colectaron las
especies de Lepidopteros S. frugiperda, S. exigua, H. virescens y H. zea; estas
especies fueron las que se establecieron para la determinacion de los hongos,
debido a que algunas de las larvas murieron en el traslado a las instalaciones de la
UAAAN, y para no dafarlas y evitar contaminacién, el material se considerd sélo a

nivel Orden y Familia (Lepidoptera: Noctuidae).

La mortandad que se presento en las larvas fue principalmente ocasionada por la
presencia de patégenos y fue posible identificar a estos organismos por los
sintomas que presentaban las larvas, desde la llegada a las instalaciones de la
UAAAN, y durante el tiempo de purificacion, por lo que se realizé un porcentaje
estimado de la mortandad por las posibles causas de muerte, por tanto de 439
larvas que se almacenaron en refrigeraciéon por mortandad, 111 correspondieron a
la primer generacion Filial que se tenia en cria y 328 a las larvas que murieron en
el trayecto a la UAAAN, el material fue colectado en el ciclo P-V 2017 en cuatro
colectas en la region de La Laguna, zona productora de algodon Bt; del total de
larvas (439) el 23%, correspondi6 a la sintomatologia que se relacionaba con virus,
un 5% a la de bacterias, un 21% con la de hongos, 7%, venia parasitados y 44%,

presentaron dafio fisiol6gico debido a la adaptacién a las condiciones artificiales.

De las larvas que presentaron sintomatologia relacionada con hongos, se tomo una
muestra de 72 larvas y de la sintomatologia relacionada con bacterias fue una
muestra de 18 larvas en total, las cuales se establecieron en 10 cajas Petri en

camara humeda, 10 con PDA y antibidtico y 10 con PDA sin antibiotico (Fig. 17).

Posterior al aislamiento de los hongos y purificacion de las cepas, se seleccionaron

las cepas que tuvieron mayor representatividad y repetitividad; ademas, que fueron
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mas rapido en purificar, de esta forma fue posible determinar seis especies de

patdgenos asociados a larvas de noctuidos, recolectados en el cultivo de algodon

GM o en cultivos aledafios (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica determinada para seis cepas de hongos aislados de
larvas de lepiddpteros colectadas en la regién de La Comarca Lagunera, México.

Nidmero de especies de hongos aisladas de larvas de lepidépteros

Taxon
1 2 3 4 5 6
Reino Fungi Fungi Fungi Fungi Fungi
Subreino Dikarya Dikarya Dikarya
_ Basidiomycota
Filum Ascomycota Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Sub . . . . . . , )
il Pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycotina Agaricomycotina
ilum
Clase Eurotiomycetes Sordariomycetes Eurotiomycetes Eurotiomycetes Tremellomycetes
Sub . . . . .
| Hypocreomycetidae  Eurotiomycetidae  Eurotiomycetidae
clase
Orden Moniliales Hipocreales Eurotiales Trichosporonales
Familia Trichocomaceae Nectriaceae Aspergillaceae Trichocomaceae  Trichosporonaceae
Género Aspergillus Fusarium Penicillium Byssochlamys Trichosporon
) ) Fusarium o
Aspergillus  Aspergillus o Penicillium )
) ) verticillioides ) Byssochlamys Trichosporon
Especie flavus niger desciscens B -
) ) (Saccardo) spectabilis asabhii
(Link) (Tieghem) ) (Oudem)
Nirenberg
Rosas y
Cosme, i ) Oudemans y Houbraken et al., .
Clave Teran, Meléndez, 2015 ) Sugita et al., 1994
2015 2015 Koning, 1902 2008

Todas las determinaciones de los hongos a nivel de especie fueron verificadas

mediante marcadores moleculares, para lo cual se requirié de dos cajas Petri con

el aislamiento purificado de cada cepa, las cuales fueron enviadas al laboratorio de

Fitopatologia del IPICYT, los resultados se pueden visualizar en la seccion de

Anexos.
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4.1. Descripcién de los hongos identificados

4.1.1. Aspergillus flavus (Link)

La determinacion de A. flavus se realiz6 observando las estructuras microscépicas
caracteristicas y la morfologia del crecimiento en la caja Petri con PDA (Figs. 18 y
19), y la clasificacion a nivel de especie se logré con la revision de literatura y
comparacion, en este sentido, Cosme (2015), propone la clasificacion taxonémica

gue se aprecia en el Cuadro 1.

Gil (2019a), menciona las caracteristicas especificas que presenta este hongo, y
qgue fue posible apreciar bajo el microscopio a 4, 10 y 40X, por tanto, dicho autor
indica que este es un hongo que dentro de sus caracteristicas microscépicas
presenta un micelio septado con un conidiéforo que mide de 400 a 800 micras de
largo, de pared gruesa e hialino con aspecto rugoso; ademas, en su parte apical se
encuentra una vesicula, la cual tiene forma globosa y mide de 25 a 45 micras de
diametro, de esta vesicula se generan las fidlides que tienen forma de botella, estas
rodean toda la vesicula, las fidlides pueden presentar métula o no, con forma un
tanto rectangular. A partir de las fidlides se desarrollan cadenas largas de conidios
y estos con forma un tanto globosa de color verde amarillentos, de aspecto liso,

pero al madurar se vuelven ligeramente rugosos.
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Figura 18. Estructuras reproductivas de Aspergillus flavus. A) Conidias. B) Fialides. C)
Vesicula. D) conidiéforo. Imagen observada al microscopio a 10X.

En cuanto a sus caracteristicas macroscopicas, es decir, su colonia; el mismo autor
Gil (2019a), indica que este hongo puede presentar un aspecto que va desde
granuloso, lanoso o polvoroso. El color de la colonia de igual forma puede tener
variedad, al principio presentan un color amarillo para después tornarse de un color
amarillo-verdoso y conforme va pasando el tiempo varia a colores mas oscuros
como marrén amarillento. Al reverso de la caja Petri presenta un color blanco a
crema y a veces con ligeros puntos rojos que representan el punto de crecimiento
de esclerocios de su fase teleomorfa; caracteristicas que corresponden a lo

observado en los aislamientos y purificacion de este hongo.
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Figura 19. Crecimiento de Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA +
extracto de levadura con gentamicina. A) Frente de la caja Petri. B)
Reverso de la caja Petri.

Este es una especie de hongo que se encuentra distribuido en la naturaleza a nivel
mundial, segun lo que indican d’Halewyn y Chevalier (2016), y por lo general crece
como saprdfito en el suelo, aunque puede actuar como patégeno oportunista. A
pesar de ser un hongo sapréfito oportunista, este mismo tiene el potencial de ser
entomopatdégeno de larvas de lepiddpteros, ya que mediante un estudio realizado
por Karthi et al. (2018), concluyeron que A. flavus afecta el sistema inmunolégico de

larvas de S. litura.

Amaike y Keller (2011), citaron a A. flavus como un hongo saprofitico del suelo, el
cual llega a infectar y a contaminar los cultivos de semillas antes y después de la
cosecha con el metabolito cancerigeno secundario aflatoxina, ademas de que este
mismo hongo se considera un patdgeno oportunista animal y humano que puede

llegar a ocasionar enfermedades como la aspergilosis.

Otros autores como Mazzani et al. (2004), mencionaron a S. frugiperda y a H. zea
como vectores de A. flavus, ya que en un campo de maiz monitoreado durante ocho
afos el porcentaje de aflatoxinas fue incrementado cuando se duplicé el porcentaje
de mazorcas con dafios por estos lepidépteros. Por otra parte, Martinez et al.

43



(2013), indicaron que la produccion de aflatoxinas en maiz que se encuentra en
campo es favorecida por el estrés hidrico, altas temperaturas y lo mas importante,
por dafos ocasionados al cultivo por parte del ataque de plagas insectiles
pertenecientes a los géneros Heliothis y Spodoptera, por lo que puede estar
relacionado la presencia de este patdgeno en larvas de lepiddpteros que son plagas
del cultivo de maiz, lo que concuerda con esta investigacion, ya que las larvas que
se emplearon corresponden a noctuidos que son plagas de cultivos que se producen
en La Comarca Lagunera, como algodon, maiz, sorgo y algunas hortalizas; género
fungico Aspergillus y, de éste, las especies A. flavus y A. parasiticus son las mas
importantes porque producen aflatoxinas que provocan gran variedad de efectos

toxicos en seres vivos expuestos al grano contaminado (Martinez et al., 2013).

4.1.2. Aspergillus niger (Tieghem)

Para el caso de A. niger, se determind la especie mediante la visualizacion e
identificacion de las estructuras, bajo microscopio (Fig. 20) y por medio del
crecimiento micelial (Fig. 21), con Rosas y Teran (2015) fue posible establecer la

clasificacion taxondmica a la cual pertenece este hongo (Cuadro 1).

Las caracteristicas microscopicas son citadas por Gil (2019b), indicando que el
hongo A. niger presenta un micelio septado, con un conidiéforo de fuerte pared
celular y liso o ligeramente granular de un color pardo o hialinos, los cuales miden
alrededor de 1.5 a 3 milimetros de largo y en su parte apical se encuentra una
vesicula de forma globosa, la cual mide aproximadamente 0.75 milimetros de
didmetro, de un color oscuro o en su defecto hialino, aunque por lo general esta
estructura no es observable frecuentemente bajo el microscopio, esto debido a la
acumulacion de conidios negros alrededor de esta, sin embargo, a pesar de haber
observado estas estructuras bajo el microscopio en esta investigacion, si fue posible
llegar a la determinacion de la especie, pues existen otras caracteristicas tipicas de
esta especie, por ejemplo, las fialides poseen forma de botella y rodean a toda la

vesicula, con una métula de forma un tanto rectangular. Los conidios se desarrollan
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en largas cadenas a partir de la vesicula y presentan variabilidad de forma que van
desde globosos, subglobosos, elipticos, lisos, equinulados, verrugosos o con estrias
longitudinales, pero todos presentan un color negro. Las caracteristicas apreciadas
en esta investigacion para este hongo se corroboraron con lo observado bajo el

microscopio a 10X (Fig. 20).

Figura 20. Estructuras reproductivas de
Aspergillus niger. A) Conidi6foro. B)
Vesicula + conidios. Imagen observada
al microscopio a 10X.

La visualizacién del crecimiento de este hongo en las cajas Petri, facilitd la
determinacion; Gil (2019b), indica que, dentro de las caracteristicas macroscépicas,
este hongo, puede crecer rapidamente y presentan un aspecto polvoriento (Figura
21). Al inicio de su crecimiento el micelio es de un color blanco, el cual, con el paso
del tiempo y el desarrollo del hongo, este se va tornando oscuro hasta que
concluyen en colores que van desde el negro azabache hasta un pardo oscuro. Al
reverso de la caja Petri se puede observar el micelio de un color blanco (Fig. 21), el
cual se va tornando negro con el tiempo, ademas de que se pueden observar estrias

gue se desarrollan desde el punto en donde fue sembrado el hongo.
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Figura 21. Crecimiento de Aspergillus niger en medio de cultivo PDA +
extracto de levadura con gentamicina. A) Frente de la caja Petri.
B) Reverso de la caja Petri.

Es un hongo que se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo, ademés
de que se le considera como saprofito y patégeno oportunista (Gil. 2019b). De
acuerdo a Draganova et al. (2013), este hongo es considerado como un patégeno
débil de insectos y que en la mayoria de los casos actia como saprofito después
de la muerte de estos, ademas Su et al. (2014), citaron a A. niger como un
contaminante muy comun en las dietas artificiales de lepidopteros; es probable que
en esta investigacion, debido a la falta de higiene que se tiene durante las colectas
en campo, las dietas que se les proporcionan a los técnicos no son manejadas
adecuadamente, por lo que si alguna de las larvas muri6 en el periodo en el que se
realizd la colecta y la llegada a la UAAAN, por condiciones relacionadas a dafio
mecanico, alta temperatura o inanicion por no consumir el alimento artificial, asi
como, por la misma sanidad de la larva, existe mucha probabilidad de que se haya
contaminado o sido infestada por este hongo prolifero. Por lo que, para futuros
trabajos se debe de considerar ser cuidadoso, del manejo de los insectos desde
campo, pues al llegar este hongo a la camara de cria de los lepid6pteros, puede ser
dificil eliminarlo y provocar un foco constante de infeccion. Sin embargo, cabe
destacar que en un estudio realizado por Isogai et al. (1975), se reporto que A. niger

posee una toxina denominada nigragillin, la cual resulta ser toxica para larvas del
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lepidoptero Bombyx mori (L.) (Lepidoptera: Bombycidae), esto indica que A. niger
realmente pueda llegar a comportarse como entomopatégeno para larvas de
lepidopteros que fueron utilizadas en este experimento y no so6lo como

contaminante.

Kapoor y Viraraghavan (1997), estudiaron a este hongo como biorremediador ya
que es capaz de eliminar metales pesados como plomo, cadmio y cobre de
soluciones acuosas. Ademas, estos autores investigaron el papel desempefiado por
varios grupos funcionales en la pared celular de A. niger en la bioadsorcion de estos

metales.

El hongo A. niger se reconoce como un hongo que produce micotoxinas, las cuales
como ocrartoxinas, y estan relacionadas con la contaminacion de alimentos y de
cereales, al respecto Abarca et al. (1994), encontraron que algunas cepas de A.
niger resultaron positivas para ocratoxina A (OA) aisladas de los alimentos, que
produjeron OA en 2% de extracto de levadura, 15% de caldo de sacarosa y en

cultivos de maiz.

4.1.3. Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg (=moniliforme)

Para el caso de la clasificacion taxondmica de F. verticillioides, se corroboraron las
caracteristicas morfolégicas, microscépicas, mediante montajes de las estructuras
del hongo una vez que la cepa se encontr6 purificada, se realizaron comparaciones
en la Web y se corrobor6 de acuerdo con National Center for Biotechnology
Information (2015), citado por Meléndez (2015) (Cuadro 1).

Este hongo tiene hifas hialinas y septadas de donde nacen los conidiéforos que
pueden ser simples o ramificados con células monofiliadas y de una longitud media,
es decir, mas cortos que F. solani y mas largos que F. oxysporum. Los microconidios
de esta especie son muy abundantes y se originan en cabezas falsas (gotas de
humedad en la punta del conidiéforo) o en cadenas basipétalas que se originan en
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conidiéforos ramificados o en fidlides simples. Los conidios se presentan de forma
oval, elipsoidal, fusiforme o clavada, con la base ligeramente aplanada, pueden
tener de 0 a 1 septos y miden de 7 a 10 micrometros de largo por 2.5 a 3.2
micrometros de largo. Por otra parte, los macroconidios llegan a desarrollarse a
partir de fialides en hifas laterales, estos llegan a ser escasos y se presentan en una
forma de hoz no muy curva, casi recta, con una pared delgada, y pueden llegar a
presentar hasta un total de 3 a 7 septos, donde la célula apical es ligeramente curva
y ahusada en el extremo, mientras que la célula basal presenta forma de pie. Los
macroconidios llegan a tener medidas de 31 a 58 micrometros de largo por 2.7 a
3.6 micrometros de ancho (Fig. 22) (Reyes, 2001; Manrique, 2014).
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Figura 22. Estructuras reproductivas de Fusarium
verticillioides. A) Conidioforo (vista a 10X). B) Falsa
cabeza de conidios (vista a 10X). C) Macroconidia
(vista a 40X). D) Microconidia con un septo (vista a
40X). E) Microconidia sin septos (vista a 40X).

48



La morfologia macroscopica que presenta este hongo puede llegar a variar, segun
Reyes (2001) y Manrique (2014), esto depende del medio en el que se cultive este
mismo. En esta investigacion, con la finalidad de favorecer la esporulacion del
aislamiento y facilitar la determinacion, se utiliz6 PDA + extracto de levadura con
gentamicina, donde el crecimiento de la cepa, fue rapido tomando diferentes
tonalidades en el color del micelio, y fue factible la esporulacion. El micelio fue de
aspecto algodonoso y por el frente de la placa, pudo apreciarse al inicio del
crecimiento un color blanco cremoso y conforme pasé el tiempo este se fue tifiendo
de un lado, lo que dio lugar a un semicirculo de color violeta, esta misma
caracteristica se presentd en todas las cepas que se tenian como copia del

aislamiento (Fig. 23).

Figura 23. Crecimiento de Fusarium verticillioides en
medio de cultivo PDA + extracto de levadura con
gentamicina. A) Reverso de la caja petri.

Segun Ramirez (2018), este hongo posee la caracteristica de ser cosmopolita, por
lo que puede encontrarse en casi todo el mundo, ademas no presenta algun
hospedero en especifico y es un patdégeno no obligado, lo que quiere decir que no
necesita de un ser vivo para obtener su alimento. Palmero (2008), menciona que
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este hongo se le puede encontrar generalmente como parasito de muchas
gramineas, mientras que De la Torre et al. (2014), citaron a F. verticillioides como
el principal hongo patdégeno que afecta la productividad de maiz en el mundo, ya 'y
llega a producir varias toxinas, de las cuales las fumonisinas son las principalmente
excretadas por este hongo, estas mismas toxinas afectan al tejido y a los granos de
maiz, lo que disminuye su calidad, ademas Schulthess et al. (2002), mencionaron
que las fumonisinas promueven el cancer de esd6fago en humanos vy
leucoencefalomalacia en caballos, estos mismos autores mencionaron que las
plantas de maiz con presencia de fumonisinas estan relacionadas con el ataque de
plagas, dentro de las cuales se encuentran los insectos del Orden Lepidoptera, por
lo que se les puede llegar a relacionar como vectores de este hongo. Darvas et al.
(2011), indicaron que Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) y O.
nubilalis son realmente vectores de F. verticillioides en el cultivo de maiz por lo que

este hongo esta en estrecho contacto con estos insectos.

Estudios realizados por Pelizza et al. (2011), presentaron el primer reporte de F.
verticillioides como patégeno del chapulin Tropidacris collaris (Stoll) (Orthoptera:
Romaleidae) y recientemente otro estudio realizado por Mosqueda et al. (2018),
demostraron que F. verticillioides es patégeno del gusano cogollero (S. frugiperda)
al aislarlo e identificarlo tanto a nivel morfolégico como molecular, con estos
estudios, se puede indicar que F. verticillioides puede comportarse como
entomopatdégeno de larvas de S. frugiperda, o que concuerda con los aislados de
este patdgeno es en esta investigacion; sin embargo, es necesario establecer los
postulados de Koch, inoculando larvas de los lepidépteros colectados, para verificar
que el comportamiento de este patégeno puede afectar larvas de este Orden, dicho
estudio puede corroborarse en otras investigaciones complementarias, debido a
gue no fue posible por disponibilidad de material biol6gico establecerlo en este

trabajo.
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4.1.4. Penicillium desciscens (Oudem)

No existe mucha informacion relevante sobre la biologia de este hongo; sin
embargo, fue posible concretar la determinacion del hongo, mediante el apoyo de
caracteres observados bajo microscopio con una lente de 10X, y se corrobora con
la literatura, en este sentido, Oudemans y Koning (1902) mencionan la clasificacion
taxondmica de P. desciscens (Cuadro 1); mientras que Loustau, (1950), describe
las caracteristicas microscopicas de este hongo, y las cuales fue posible apreciar
en los montajes que se establecieron para el desarrollo de los resultado de esta
investigacion. Por tanto, P. desciscens presentan conidioforos que pueden llegar a
medir de 80 hasta 800 micras y en algunas ocasiones puede llegar a presentar
ramas divergentes. Los penicilos tienen tan solo cuatro métulas y estos llevan
consigo verticilos de solo cuatro esterigmas de donde se desarrollan largas cadenas
de conidios paralelos o divergentes, los cuales presentan forma eliptica o globosa y
llegan a medir de 2.5 a 3.5 micras de diametro y que fueron visibles en los montajes
que se realizaron en esta investigacion (Fig. 24).

Figura 24. Estructuras reproductivas de Penicillium desciscens. A) Conidiéforo. B)
Métulas. C) Esterigmas. D) Cadenas de conidios. Imagen observada al microscopio
a 10X.

Segun lo que indica Loustau (1950), la colonia de este hongo, al inicio puede
presentar un color verde grisaceo, verde azul o verde amarillo (Fig. 25). Al reverso
puede llegar a presentar un color amarillo a anaranjado con pequefios puntos de un

color ligeramente rojo.
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Figura 25. Crecimiento de Penicillium desciscens en medio de cultivo PDA + extracto
de levadura con gentamicina. A) Frente de la caja Petri. B) Reverso de la caja Petri.

Cabe destacar que P. desciscens no ha sido reportado en ningun estudio
comportandose como patdégeno de insectos, sin embargo, se puede mencionar que
este hongo actia como un hongo saprofito al desarrollarse en los cuerpos
momificados de las larvas que fueron utilizadas para este trabajo, aunque, como se
mencionod anteriormente, debido a la ausencia de algun estudio para este caso, la
opcion de que P. desciscens pueda llegar a comportarse como entomopatégeno no
gueda descartada, se requiere completar con pruebas inoculando larvas y ver la
respuesta al patdégeno.

4.1.5. Byssochlamys spectabilis (Udagawa & Shoji Suzuki)

La clasificaciébn taxonémica a la que pertenece B. spectabilis es reportada por
Houbraken et al. (2008) (Cuadro 1). Jamali y Banihashemi (2011) y Samson et al.
(2009), indican que dentro de las caracteristicas microscopicas de B. spectabilis
presenta hifas que son septadas e hialinas, a menudo estas mismas obtienen una
pared gruesa y ancha, los conidiéforos nacen de estas mismas y estos pueden ser

ramificados o no, en caso de que, si se presenten ramificaciones, estas tienden a
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tener forma irregular, elipsoidal o cilindrica. Los conidios nacen en cadenas y
adquieren una forma ovoide a elipsoidal. Las clamidosporas por lo regular son
terminales y poseen forma de “foco”, es decir, de globosa a elipsoidal, con una pared
lisa 0 en algunos casos esta llega a ser ligeramente rugosa. Las ascosporas pueden
llegar a formase cuando su forma sexual (B. spectabilis) y asexual (Paecilomyces
variotii) se encuentran en el mismo sitio, estas mismas presentan una forma
elipsoidal con una textura lisa a ligeramente rugosa, las cuales llegan a medir de
5.5 a 6.5 micras de largo por 3.5 a 4.5 micras de ancho (Fig. 26).
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Figura 26. Estructuras reproductivas de Byssochlamys spectabilis. A) Clamidospora. B)
Pseudohifa. C) Conidioforos. D) Conidios. Imagen observada al microscopio a 10X.

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas de B. spectabilis Samson et al.
(2009), hacen referencia a que este hongo puede llegar a variar debido al medio de
cultivo que se utilice. Para este trabajo se utiliz6 PDA + extracto de levadura con
gentamicina, en donde al frente de la caja Petri se pudo observar un crecimiento
micelial de color verde olivo, el cual presentd una textura algodonosa, ademas de
que al centro pudo apreciarse un color verde mas obscuro y alrededor de este
mismo un color amarillo con pequefas tonalidades de color blanco. Al reverso de la
caja Petri el crecimiento micelial se presenta de un color amarillo palido que cambia

a verde obscuro conforme pasa el tiempo (Fig. 27).
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Figura 27. Crecimiento de Byssochlamys spectabilis en medio de cultivo
PDA + extracto de levadura con gentamicina. A) Frente de la caja
Petri. B) Reverso de la caja Petri.

B. spectabillis es un hongo cosmopolita y por lo general es comun encontrarlo en el
suelo, aire o el compost Samson et al. (2009). Houbraken et al. (2008), indican que
este hongo es un contaminante importante en las comidas, debido a que sus
ascosporas son muy resistentes al calor, por otra parte, Khiralla et al. (2016),
aislaron cepas fungicas endofiticas a partir de plantas medicinales, donde una de
esas cepas fue B. spectabilis, posteriormente realizaron extractos de acetato de
etilo de este hongo y encontraron que tienen una buena citotoxicidad, por lo que el
extracto de B. spectabilis podria considerarse como una fuente citotoxica
prometedora en el futuro para el descubrimiento de nuevos compuestos

terapéuticos.

Hasta la fecha este hongo son pocos los estudios en los que se reporta a B.
spectabilis como patégeno de insectos, por lo que este hongo podria comportarse
como saprofito u oportunista. Cabe mencionar que Klyuchko y Koval (1981),
encontraron larvas de lepidépteros siendo infectadas por la forma asexual de B.
spectabilis, es decir, Paecilomyces variotii (Bainier) (Eurotiales: Thermoascaceae)
y por otra parte Moorthi et al. (2015), demostraron mediante un estudio que P.
variotii logré presentar patogenicidad ante larvas del gusano del tabaco (Spodoptera

litura F.) (Lepidoptera: Noctuidae) del primer y segundo instar; con estos estudios
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no se descarta que posiblemente el que provoco la infeccidn y posterior muerte de
las larvas en este trabajo de estudio pudo haber sido P. variotii y posteriormente
este mismo pasaria a su estado sexual, el cual fue el hongo aislado, es decir, B.
spectabilis como lo afirma Samson et al. (2009).

4.1.6. Trichosporon asahii (Akagi)

La clasificacion taxondmica de este hongo se corroboré con lo que reportaron Sugita
et al. (1994) (Cuadro 1). Por otro lado, Carnovale y Guelfand (2012) y Pinheiro
(2015), mencionan que este hongo presenta hifas y pseudohifas, estas Ultimas
tienen origen a partir de la gemacién de los blastoconidios, son hialinas, elongadas
y un poco alargadas, mientras que las hifas adquieren una forma cilindrica, son
alargadas, delgadas, hialinas y septadas, de estas mismas se originan los
blastoconidios, artroconidios y clamidosporas. Las blastosporas por lo general son
pequefias y de forma esférica o un poco alargadas, pero sin brote lateral, mientras
gue las artrosporas nacen en cadenas y adquieren una forma caracteristica de barril
y con ausencia de células apresuradas. Las clamidosporas son generalmente
intercalares, de forma redonda a ovalada, de pared gruesa y ligeramente rugosa
(Fig. 28).
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Figura 28. Estructuras de Trichosporon asahii. A)
Blastosporas. B) Artrosporas. C)
Clamidosporas. D) Pseudohifa. E) Hifa. Imagen
observada al microscopio a 10X.
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Las caracteristicas macroscopicas pueden llegar a variar un poco, dependiendo del
medio de cultivo que se utilice, para esta investigacion se empledé PDA + extracto
de levadura con gentamicina, con la finalidad de observar estructuras que facilitaran
la determinacién del hongo, por lo que el crecimiento micelial frente de la caja Petri
se presentaba en forma de anillos concéntricos y de un color blanco, con topografia
plana, con un aspecto polvoso y filamentoso, ademas de que presentaba estrias
muy marcadas que podian apreciarse tanto al frente como al reverso de la caja
Petri, estas crecian desde el punto del centro donde se sembr6 hacia los extremos.
Al reverso de la caja Petri el crecimiento se presentaba de un color amarillo
cremoso, lo que coincide con las caracteristicas que reporta Pinheiro (2015) (Fig.
29).

Figura 29. Crecimiento de Trichosporon asahii en medio de
cultivo PDA + extracto de levadura con gentamicina. A)
Frente de la caja Petri. B) Reverso de la caja Petri.

Pulpillo et al. (2001) menciona que T. asahii es un hongo cosmopolita, por lo que
puede ser encontrado en casi todo el mundo en lugares como el suelo, el agua, e
incluso forma parte de la flora normal de la piel del ser humano y del aparato

respiratorio.

Di Bonaventura et al. (2006), citaron a T. asahii como el principal patdgeno
oportunista que causa la trichosporonosis en humanos, ademas Wolf et al. (2001),
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menciona que las infecciones causadas por este hongo son raras, pero aun asi se
han asociado con un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que van desde
la participacion superficial en individuos inmunocompetentes hasta una enfermedad

sistémica grave en pacientes inmunocomprometidos.

Chandran y Das (2010), descubrieron que T. asahii es un potente productor de
biosurfactantes identificados como soforolipidos, asi como un eficiente degradador

de aceite diesel.

El hongo T. asahii no ha sido reportado aun en ningun trabajo de estudio como
entomopatdgeno para insectos del orden Lepidoptera, por lo que existe la opcion de
que este hongo pudiese comportarse como sapréfito al desarrollarse sobre los
cuerpos momificados de las larvas que fueron utilizadas para este trabajo, aunque,
como se menciond anteriormente, debido a la ausencia del algun estudio, la
posibilidad de que T. asahii pueda llegar a comportarse como entomopatégeno para

insectos del Orden Lepidoptera no queda descartada.

57



V. CONCLUSIONES

De los seis hongos que fueron aislados e identificados, tres de ellos A. flavus, A.
niger y F. verticillioides tienen las caracteristicas y el potencial como patégenos de
larvas de lepiddpteros, por lo que se demuestra que los cultivos GM con Bt no
afectan el comportamiento de los microorganismos benéficos, en este caso hongos

entomopatdgenos de las plagas objetivo a dicha tecnologia.

Los hongos P. desciscens, B. spectabilis y T. asahii se desconoce su rol como
entomopatdégenos, el presente estudio es un acercamiento para iniciar la
investigacion en estas especies, como potenciales entomopatégenos del Orden

Lepidoptera.
La fase asexual de B. spectabilis, es decir, P. variotii presenta la posibilidad de que

haya sido responsable de la muerte de las larvas de las cuales fue aislado y este

mismo haya pasado a su fase sexual una vez aislado.
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VII. ANEXOS

7.1. Anexo 1

v'“‘\j; IPICYT

INSTITUTO POTOSINO DE
i\ INVESTIGACION CIENTIFIC/
\\. ¥ TECNOLOGICA. A.C.

30 de agosto de 2019

DATOS DE LAS MUESTRAS

Cepas de hongos

FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS 01-julio-2019
RAZON SOCIAL RFC
DOMICILIO coL
CIUDAD / ESTADO Saltillo, Coahuila CP
TELEFONO FAX
SOLICITA EL SERVICIO Roberto de Jesus Hernandez Robles

SECUENCIACION

Las muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucledtidos marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems)

EQUIPO UTILIZADO

Secuenciadores automatizados 3130 y 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

« Termociclador Verity para PCR punto final (Applied Biosystems)
« Espectrofotometro NANODRP 1000 (Thermo Scientific)
« Concentrador centrifugo (Eppendorf)
« Centrifuga (Hettich)
METODOSRESULTADOS
Muestras Resultado del Blast
2295- 1 Trichosporon asahii
2296- 2 Aspergillus flavus
2297- 3 Aspergillus versicolor
a7 LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
i IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx
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7.2. Anexo 2

#, IPICYT

{ j INST'ITI/TOP,%‘IDSINGIDE

la™ Irucmi
2298- 4 Fusarium verticillioides
2299- 5 Aspergillus niger
2300- 6 Aspergillus flavus
2301-7 Byssochlamys spectabilis

2295-1 All_22AGO19 SEC_2019-08-24

GTAAGTGTTGCTTTATAGGCTTATAACTATATCCACTTACACCTGTGAACTGTTCTATTACTTGACGCAAGTCGAGT
ATTTTTACAAACAATGTGTAATGAACGTCGTTTTATTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCAGCTTGCGCTCTCTGGTATTCCGGAGAGCATGCCTGTTTCAGTGTCATGAAATCTCTACCACTAGGGTTTCCTAAT
GGATTGGATTTGGGCGTCTGCGATCTCTGATCGCTCGCCTTAAAAGAGTTAGCAAGTTTGACATTAATGTCTGGTGT
AATAAGTTTCACTGGGACCATTGTGTTGATGCGTGCTTCAAAACAACCGCTCGGACAATTACTTTGACTCTGGTCTGA
AATCATGTAGGACTACCCGCTGGACTTATCCGTATGATCAACTACAGAAAAACATTAGTGATTGCCTTTATAGGCTT
ATAACTATATCCACTTACACCTGTGAACTGTTCTATTACTTGACGCAGTCGAGTATTTTTACAAACAATGTGTAATG
AACGTCGTTTTATTATAACAAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCGAAATCAGTGAATCATCGAATCTTTGACGCACTTGGGCTCTCTGGTATTCCGG
AGAGCATGCCTGTTTCTGTGGCATGAAATCACACCACGAAGGGTTTCCTAAAAAATTGGATTTGGGCGCCTGCCAAA
TCTGAAGCTTGCCTTAAAAAAGTTACACAATTTGACTTTAATGTCTGGGGTAAAATACTTGCTTGCCCCTTTTTTTG
AACCAGGGGGT

Resultado del analisis del BLAST: Trichosporon asahii

Max Total Query E Per.
Score Score Cover value Ident

%% 00 89.29% K

1089 1910 9% 00 89.68% LT

Accesson

Description

yacer , 1118

1374 93% 00 97.15% M

1374 63% 0.0 97.18% MRHED

1374 3% 00 97.15%
8 1374 93% 00 9715% I
1374 93% 00 97.15% K
1374 93% 00 97.15% K)
1374 93% 00 97.15%

1374 93% 00 97.15% Kb

&' | ANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
[ 3 IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
1 San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx
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7.3. Anexo 3
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¥ TECNOLOGICA, A.C.

2295-4 B11_22AGO19_SEC _2019-08-24

AAACTGTGGGCAGTCATACCTGATTTAGGCCAGAGTCAAAGTAATTGTCCTTGCGGACGATTAGAAGCACGCTTCAA
CACAATGGACCCAGTGAAACTTATTACACCAGACATTAATGTCAAACTTGCTAACTCTTTTAAGGCGAGCGATCAGA
GATCGCAGACGCCCAAATCCAATCCATTAGGAAACCCTAGTGGTTGAGATTTCATGACACTGAAACAGGCATGCTCTC
CGGAATACCAGAGAGCGCAAGCTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCA
ATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTTTGTTATAATAAAACGACG
TTCATTACACATTGTTTGTAAAAATACTCGACTTGCGTCAAGTAATAGAACAGTTCACAGGTGTAAGTGGATATAGT
TATAAGCCTATAAAGGCAATCACTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAAATCATTAGTGATTGCCTTTATA
GGCTTATAACATATCCCCTTTCCCCTGTGAACTGTTCATTACTTGACGCAGTCGAGTATTTTTACCAACAATGTGTAA
TGAACGTCGTTTTATTATAACAAATAAAACTTTTCCAAAGGAATTTTGGGTCCCCCCCCCCTAAAAACACAGCGCAAA
TAATAAGAAAAGTGGAAATAAAATTTTGAGAAACTAACTTCCTGAACGGGGGCCGCCCTCAGATCAAAGAAACCTGC
GGTTGTGTGGAGAAAAAAAAAAAAAGAACCTCAAAAAAAGAATGAGTGGCCGCCAAAACCCACGACCCCCCCCCCAA
AAAAGAAGAGAAAAAATTATATTATTTGGGGGGGGACAATGATTTCCCCCCGGCCCTTTTTTTCAGGGTGCTTTTCT
CACCCCCCCACAATCCATTTTTTTTTTTACCCCCATAAGTGAAAAAACCCCCCCACCCTTAAACCTATACGTTTTCGA
AGGAAAAAAAAAAAA

Resultado del analisis del BLAST: Trichosporon asahii

Max Total Query E Per
Score Scor

Accesson

Description

© value idsnt

©42 1580 00 S218% [T7146311

bosor €28 1143 €3% 00
828 1143 63% 00

ssor 928 1143 €3% 00 9941

928 143 63% 00 99
924 1137 63% 00 99
nal Rt 922 1132 63% 00
922 1132 63% 00 ©922%

se 922 1136 63% 00 99.22%

2296-1_C12_22AGO19_SEC_2019-08-25

GGGTTCGAGGTGTAAGGGATCCTAGGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTG
AAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGG
TATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCT
CCGGGGGGGACGAGCCCCAAAGGGAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG
TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAACCGGAGAAATCTTTCGAGTGTGGGGGTCCCAGCGAGCCCCCCTCCCACCCGGTTTCTAGA
GCTCAAATGTGTCGGAGGGCCCCCGTTTTGGAGGCCCGGGGACTAAAAACCGACGACCCCGCCG

&% LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
® IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccién, CP. 78216
4 San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx 3
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7.3. Anexo 4

7 IPICYT

INSTITUTO POTOSINO DE
X\ INVESTIGACION CIENTIFIC/
\w Y TECNOLOGICA, A.C.

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus sp.

2296-4 D12_22AGO19_SEC_2019-08-25

GAACGGTGGTGAGCCGTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCC
TACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCC
GGAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAA
TACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGAC
TTCACTAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATG
GCGGGCCCGCCGAAGCAACTAAGGTACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGGAACCCTACACTCGGTAA
TGATCCTTCCGCAGGTCACCCTACGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGGCCCCACCCCCCCCCCCGTGT
TTACCGTACCTTAGTTGCTTCGGGGGCCCGCCATTCATGGCCGCGGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCGCGGAA
AAACCACAACCCGTCGAACTATGGAAGTCGAGTTGATGGTTTGCAATCGTTAAAACTTTCACAAGGGATTCTTGGTT
CCGGCCCCAAAAAAAACCCGCGAAAGGGAAAACAGGGGGAAGGGAAATCCCGGAAAAACAAGCTTTTAAACCCATTG
CCCCCCCGATATCGGGGGGAGGCTGTCTCGCGCCTTTTTCCCTTAGACAGGATGTGTGTGGTGTGCTCTCCCCCCCCCG
CGGGGGAGACCCAAAAGCGCGCGCGACGCCCCACTCTCATATATAGGGTTGTTCTCTCTCTCCGTGACAGCGCGCGTG
CGCACACAAAATATCTTCTCTGTGGTACTGCAGAAAGTAGTGAGACGAAGAGCTACACACGCAGTAATCGCGGATAG
AATACTACT

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus flavus

e | ANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
{ IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx
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7.4. Anexo 5

IPICYT

INSTITUTO POTOSINO DE

A

i}\\::"./ INVESTIGACION CIENTIFIC/

¥ TECNOLOGICA. A.C.

Description _""j oo A Accession

2297-1 _C11_22AGO19 _SEC 2019-08-24

ATAACCGGACGTGCGAGGCTGCCTCCGGGCGCCAACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGAAG
CCCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATAAAATC
AGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGC
GGCACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGCATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTAGGGCCGGCCGGGCGCCAGCCGACGTCT
CCAACCATTTTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGA
AATTCATTACCGAGTGGGGGGGGCCCCGGGGCCCCAACCCCCCCCCGGTGACTACAAACACTGTTGCTCAGGGGAGCC
CTCTCGGGGCGACCGCCGGAACTACCGAACTCCAGGCGGAAAGTAACCGATCGATTCGGAA

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus versicolor

tax  Total Query E P

: S, A Accession
Score Score Cover value Ident

Description

Q2%

56%
86%

79%

79%

7%

79%

LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx

& “& LANBAMA
IPICYT

(Xy]
00
00
00
00
00
00
00
00
00

9467% N
94.35% K

63.03% MG4

$8.72% L
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7.5. Anexo 6

#Y, IPICYT
( j INSTITUTO POTOSING DE
JToe INVESTIGACION CIENTIFIC/

N ¥ TECNOLOGICA. A.C.

2297-4 D11 _22AGO19 SEC_2019-08-24

GTTACAATCCCTGCGGCGTGCCTGATCCGAGGTCAACCTGAAAAAAATGGTTGGAGACGTCGGCTGGCGCCCGGCCGG
CCCTAATCGAGCGGGTGACAAAGCCCCATGCGCTCGAGGACCGGACACGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC
CGGGGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAAT
GCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAGTTCGCT
GCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTTTATATTCAGACTCAGACTGC
ATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAGTAGTCCCCGGCGGCTCGCCCCCGAGAGGGCTTCCCGCCGAAGCAACAGTGTTAG
GTAGTCACGGGTGGGAGGTTGGGCGCCCGGAGGCAGCCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAA
GGTCATTACCGGGGTGCGGGCGGCTCCGGCCCCCACCTCCCACCGGGACTACCTAAAACTGTGCTTCGCGGGAAGCCC
TCTCGGGGGCGACCGCCGGGGACAATGAACTTTCTGCCGAGAGGGAGGCGGGGGGGCTAACTAAAACCACCCAACCCC
ACCTTGGTCCGCTTCGGTCATACCAAATATGGGTTAGAAAGGACATGGAAAATCGGGAACAGGGGCTTTACCCCCTC
GCCCCTGGATATGGGGGAAAGTCCCCCTGAGTCCATATCGCCTCAGGGGTTTCTATTGCGCGCGCACCTCGGCAGAGG
CGTGGGAAACGACTCCAACACAC

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus versicolor

Max  Total - Query E
Score Score Cover value

NA o 1003 1284 73% QO
maf 1003 1440 71% 00

Accession

Description
P Ident

977 1344 1% 0O

3l 976 1381 7% 00
§70 §70 9% 00
00 100
00
00
00

00

2298-1 A0l 28agol9 Sec 2019-08-28

GGGTTCCGAGCTTGAGCTCCCAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGG

GACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCT
TGGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAA
CCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

Resultado del analisis del BLAST: Fusarium verticillioides

Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216

&% | ANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
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7.6. Anexo 7

7 IPICYT

{ INSTITUTO POTOSINO DE

{.\L \_»-..-‘P INVESTIGACION CIENTIFIC/

¥ TECNOLOGICA. A.C.

Max  Total Query E Per
Score Score Cover value  ldent

Description Accessic

937 98% 00 9961% 1
931 9% 00 100.00%
931 9% 00 10000% G
929 9% 00 10000%
omal RNA gene and 9 929 98% 00 9922% E
internal transcrbed § 8 926 96% 00 99.80% I
26 9% 00 9980% I
928 9% 00
926 %% 00

926 %6% 00

2298-4 BOI 28agol9 Sec 2019-08-28

GAAATGGCCTGCTACATACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTA
ACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGGGGAACGCGATTTGACTCGCGAGTCCC
AACACCAAGCTGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAG
AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCG
GGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAAC
TCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGATCATTACCGAGTTTACCACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCATT
TGTTGCCTCGGCGGAACAGCCCCGCTCCCGGAAAAACGGGAGGCCCGCCAGAGGACCCCAAACTTTTTTTTTATATGTAAC
TTCGGGGGAACACCATTAATTAATAAATTTTTTCAACAGCGGTTTGGTTTTTTGCGGCTTTAAAAAAAACCCGCAAGGGGAAG

Resultado del analisis del BLAST: Fusarium verticillioides

Max Total Query E Per.
Score Score Cever value Ident

Accession

Description

alF 1122 1634 92% 00 9661%
¢ 1108 1605 92% 0.0 9685%
1086 1528 91% 00 97.50%
n: 1038 1376 92% 00 9681%
1035 1377 9% 00 9832%
2 1013 1013 84% 00  9529%
1011 1011 88% 00 9580%

994 BE% 00 9526%

990 99 79% 0.0 97.44% KU3

gy 989 1366 92% 00 9525% KYQ

"% LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
f IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
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7.7. Anexo 8

2 IPICYT

(.\.\::": INVESTIGACION CIENTIFIC}

¥ TECNOLOGICA, A.C.

2299-1 _CO1_28ago19_Sec 2019-08-28

GATACGGAGGTGCGAGGTACTTTGGGCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTT
GTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCG
TGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAAAACGCAGC
GAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG
GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGATTGTGTGTTGGGTCGCCGTACCGCTCTCCGGGGGAAC
GGGCCCGAAAGGCAGCGTCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTACGATTGGCCGG
CGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGCATACCCGCTGAACTTATCCATATCAAT
AACCAGAGAAAATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCATGTCTGTAGTACCCAGTTGCTTCGGCGGGC
CCGCCACTTGTCGGCCGCCGGGGGGGAGCCACTCCCCACGGGCC

Resultado del andlisis del BLAST: Aspergillus niger

Max Total Cuery E Par
Score Score Cover value Ident

Cescrpton Accessit

0% 1283 98% 0o

079 1412 99% 00 949
2 1375 9%% 00 95
2 1375 9% 00 95

06s 1063 9% 00

6 1366 98% 00 955

6 153 9% 00 &

2 1224 9% 00
062 1224 9%% 00 9525%

2299-4 DO1_28agol9 Sec 2019-08-28

AGGAAGTTAGAAGATATGGGACCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAGAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGC
CAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCC
CCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCG
GAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCT
GCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCT
TTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAGAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGC
GGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTACAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATC
CTTCCGCAGGTCACCCTACGGAAGATTATTAGTGAGGGTGCTTTGGTTCCAACCTCCCCCCCTGTCTGTCGTAACCAGCCG
GTTCCGTCGGCCCGCCCCTCGGCTTGTGGGGGGCGGGGGGGCCCCCCCGCCCCCCCGGGGCCGGCCCGCGGAAACCC
CAAACAAAACGGTCGGAAGGGGGAGGTGGGTTTGTTAAATCATTCCTTAAAACTTTTCCGGGGGGACCCCCGGTTCCGGAA
AAAAAAAAAAAGGGGGAAATTGGAAACGAAAGGGAAAA

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus niger

& % LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
f IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
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7.8. Anexo 9

# N, IPICYT
{ "{‘{ INSTITUTO POTOSINO DE
# mmasonaamic

- Max  Total Query Per. "
Description X R 3 Accession
Score Score Cover value  Ident

0 1050 71% 00 9818¢
42 1239 85% 00  97.11%
2 1225 72% 00 97709
40 1040 87% 00 100003
40 1040 87% 00
0 1040 67% 00 100
1037 67% 00

037 1037 57% 00 99

2300-1_E01_28ago19_Sec_2019-08-28

GGCCAGATAATACCGATTCCTTGCGAGCGAGTCGCCTCACACCGTGTTTCTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGACAA
TAATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCT
GAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCTCCAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGE
GATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGE
ATGCCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGCGGGE
CCAAAGGCAGCGGCGGCACTTGTGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGE
TTGCCGAACGCAAAATCAATCTTTTTCAGGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGAAATTT

Max Total Query E Per
Score Score Cover value Ident

838 96% 00 9570%

853 95% 00 9583%

Cescription

Accessior

853 95% 00 9568%
833  95%

833 94% 00 9615%

851 94% 00 9599%
831 24% 00 9599%
831 93% 00 9647
851 93% 00 9647
831 93% 00 96.32%

2300-4_FO1_28ago19 Sec 2019-08-28

GAAAATATTGGGATGCCTAGCTCTGAGGTCACATGAGAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTCCAGAG
CGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGG
GGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGG

‘e LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
1 San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx
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7.9. Anexo 10

,«5\“\‘;} IPICYT
{\ 2 IwvEsicacon entific

\v. ¥ TECNOLOGICA, A.C.

GGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAG
AGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGCCCGCCGAAGCA
ACTAAGGTACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGGAACCCTACACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACC

TACGGAAG

Resultado del analisis del BLAST: Aspergillus flavus

Description

Max Total Query

Score Score Cover

57 887

€83
683
933
Ga3

983

2301-1_E11_22AGO19_SEC_2019-08-25

95%

Per.

Accessit

value ldent

a0
0.0
a0
0.0
00
0.0
0o
0.0
o0

0o

$9.45% K

89.27% W
99.26% MMH2
99.27% N
99.45% M
99.27% ME4S

99.26% I

GAATACTAACGTGAGAGGACCTCGAGGCCAACCTCCCATCCGTGTTGTTAAACACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCG
TGGTTCACGCCGTGGCCGCCGGGGGGCATCTCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCTCGAACGCTGCCTTGAA
GGTTGCCGTCTGAGTATGAAATTCAATCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCT
GGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGCTGGTGTGTTGGGTCGACGTCCCCC
CCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGCCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACGCGCTCTGGT
AGGGTCGGCCGGCTGGCCAGCCAGCGACCTCACGGTCACCTATTATTTTTCTCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAACCGGAGGAA

Resultado del analisis del BLAST: Byssochlamys spectabilis

I s LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
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7.10. Anexo 11

;:5'*\"2, IPICYT

[ INSTITUTO POTOSINO DE

(.k\’:\’:‘, INVESTIGACION CIENTIFIC/

¥ TECNOLOGICA. A.C.

Max  Total Query E Per

Cescripton Accession

re Cover value  igent

3 o9e% 00
%% 00
%% 00
8 9%

& 7% 00

2301-4_F11_22AGO19_SEC_2019-08-25

GGATACGACTGCTTCCGAGCGTGACTGATCCGAGGTCAACCTAAGAGAAAAATAATAGGTGACCGTGAGGTCGCTGG
CTGGCCAGCCGGCCGACCCTACCAGAGCGCGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGCGCCGCCGCTGC
CTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGTCGACCCAACACACCAGCCGGGCTGGAGGGTTAGCAATGACGCTCGGACA
GGCATGCCCCCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACGATTGAATTT
CATACTCAGACGGCAACCTTCAAGGCAGCGTTCGAGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGAGATGCCCCCCG
GCGGCCACGGCGTGAACCACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGTGTTTAACAACACGGATGGGAGGTTGGGCCTCGAG
GGACCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGTCATTACCGGGGAGGGTCCCCGAGGCCACCT
CCCATCCGGGTTGTTAAAACCTGTTGCTCGCGGGCCGGCGGGGTTCAAGGCGGGGCGGCGGGGGCTCCTCCCCCGGCC
CGCGCCCGCCGAAAAACCCCTCGAACCGCGCCCTTGAAGGTGCCGCCCGAGTTTAAAATTCACGTTAAAAATTTTAAA
AAGGACCCTTTTTTTTCGGCCCAAAAAAAAAACCGCGAAATCCAAAAAAAAGGGATGTTTAAATTCCGGGAATTAAA
TTTTTTTAGCCCCTTGGCCCCCGGGATTTGGGGGGGGGCCCTCTCGGGGGATTTTCTACCCCCCCCCCCGGGGGGGGG
GGGGTGGGGGCCCCCCCCCCGCGGGGGGGAGCTAAAAGGGAGGGGGGGGCCCCCCCCCCCCCATCATCAAATGTGTG

Resultado del analisis del BLAST: Byssochlamys spectabilis

Max Total Query E Per
Score Score Cover value Ident

Descriptan Accession

1046 1046

16 1046
& 1046
£ 1048
1044

0C 100.00% L
00 100.0C% ¢
00  100.00%
100 00%
100.00% K
99.82%

99

1042

5 1035

ang intercal ra 1027 1027

omal RNA ger 1016 1016 55% 00

- 4 LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
P IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
1 San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx
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7.11. Anexo 12

7y IPICYT
Y, o Semmp,

Y TECNOLOGICA, A.C.

Nota importante: Este informe no puede ser reproducido sin la aprobacién del laboratorio por escrito y solo puede reproducirse en su totalidad y no parcialmente.
Los datos y resultados en este informe corresponden exclusivamente a las muestras que se describen en él y son vélidjos unicamente bajo las condiciones
especificadas en las que se realizé el ensayo. Cualquier duda o aclaracién sobre este informe comunicarse con el Dr. Angel G. Alpuche, correo electrénico
alpuche@ipicyt.edu.mx o al teléfono 01 444 8342000 ext. 2080

QFB Elvira Hernandez Rico Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis
Técnico SBM Jefe de LANBAMA
Responsable del andlisis Autoriza
Final del informe
&% LANBAMA LABORATORIO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, MEDICA Y AMBIENTAL
§ IPICYT Camino a la Presa San José 2055, Col. Lomas 4a seccion, CP. 78216
San Luis Potosi S.L.P., Tel.: (444) 834 20 00, www.ipicyt.edu.mx 12
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