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RESUMEN 
 

El estado de Guanajuato cuenta con una gran biodiversidad, ya que en él existen 
23 áreas naturales protegidas, en donde la actividad antropogénica es limitada, 
por lo que los ecosistemas ahí presentes se encuentran conservados; debido a 
esto la población de microorganismos aumenta en el suelo, como es el caso de 
Metarhizium, un hongo entomopatógeno que tiene gran importancia debido a su 
amplio uso como controlador de plagas de artrópodos. 
Recientemente se reportó que este hongo forma asociaciones simbióticas con 
las raíces de las plantas y actúa como un antagonista hacia ciertos hongos 
fitopatógenos. 
En este trabajo se obtuvieron aislados nativos del hongo Metarhizium del área 
natural protegida “Las Siete Luminarias”, se realizó su caracterización 
morfológica y molecular, además de evaluar su capacidad para promover el 
crecimiento de plantas de sorgo, así como su posible capacidad antagónica 
hacia F. oxysporum f. sp. lycopersici. Las muestras se tomaron en 4 sitios 
localizados dentro del área natural; con diferentes características como la 
formación de variados microclimas y variación de vegetación. Se obtuvo un total 
de 44 aislados de Metarhizium de 133 muestras de suelo.   
Para cada uno de los aislados obtenidos se realizó la caracterización morfológica 
de colonia; y con el análisis molecular de las secuencias de un fragmento del 
gen EF1-α se logró ubicar taxonómicamente a los aislados dentro de 4 clados 
pertenecientes a: M. robertsii, M. brunneum, M. guizhouense y M. anisopliae; así 
como posiblemente a una nueva especie de Metarhizium. Se evaluó en los 44 
aislados la promoción del crecimiento vegetal y su capacidad de protección a 
fitopatógenos. 
En relación a la promoción del crecimiento vegetal, se observó que existe una 
promoción de crecimiento en plantas de sorgo en 39 de los 44 aislados probados, 
siendo el mejor bajo condiciones semicontroladas (invernadero) el aislado HA-
11-2 de M. guizhouense.    
En los ensayos de confrontación de Metarhizium con Fusarium se observó que 
39 aislados tuvieron un efecto antagónico hacia este fitopatógeno, tanto in vitro 
como in planta siendo el mejor él aislado HA-11-2.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. Relación Planta-Hongo 

Los hongos del suelo forman interacciones simbióticas con más del 90% de 
todas las especies de plantas vasculares y dependen de estas interacciones 
para sobrevivir (Behie y Bidochka, 2013; Behie y Bidochka, 2014). Una simbiosis 
se define como una relación estrecha y persistente entre organismos de 
diferentes especies. Los organismos involucrados en dicha interacción biológica 
son denominados simbiontes; la interacción simbiótica se clasifica en base a el 
tipo de efecto que existe en los simbiontes: benéfico, perjudicial o no afectados 
por la asociación (Paracer y Ahmadjian, 2000). Estas interacciones son de 
enorme importancia ecológica, ya que algunas de ellas mejoran la adquisición 
de nutrientes por parte de las plantas a cambio de azúcares derivados de la 
planta, hacia el hongo (Behie et al., 2017). 

1.2. Generalidades del género Metarhizium 

Las especies del género Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) son hongos 
entomopatógenos, ampliamente reconocidos por su considerable potencial de 
control biológico, pudiendo infectar a más de 200 especies, incluyendo por lo 
menos siete órdenes de insectos (Kepler et al., 2015; Keyser et al., 2015). La 
enfermedad que provoca se conoce como muerte verde, llamada así ya que se 
observa la formación de conidios de color verde sobre el cadáver del insecto.  

Este hongo se encuentra en una gran variedad de ecosistemas en todo el 
mundo, llegando a producir en el suelo hasta 106 propágulos por gramo de tierra 
(Behie et al., 2012).  

El mecanismo de patogenicidad usado por Metarhizium ha sido bien estudiado, 
se conocen las etapas principales del proceso infectivo (St Leger et al., 1996). 
En general, el mecanismo de infección inicia con la adhesión de los conidios 
sobre la superficie del exoesqueleto, lo cual sugiere una interacción hidrofóbica 
entre éstos (Fang et al., 2007). Posteriormente, germinan y forman el apresorio 
que los mantiene unidos para iniciar la formación de los tubos germinales y así 
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penetrar la cutícula del insecto (Charnley y St Leger, 1991; Shah y Pell, 2003) 
(Figura 1).   

Al llegar a la hemolinfa se transforman en células individuales (blastoesporas), 
en esta etapa el hongo debe superar los mecanismos de defensa del insecto, 
mediante la síntesis de proteasas que degradan elementos del sistema inmune 
humoral de éste, así como de destruxinas y otras toxinas que causan parálisis al 
insecto, dificultando su capacidad para alimentarse y moverse (Pal et al., 2007), 
completando el proceso de infección y ocasionando la muerte del insecto; 
posteriormente el hongo emerge en forma de hifa, esporula e inicia otro ciclo de 
infección (Lee et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática del ciclo de la vida de M. anisopliae en sus 
hospederos. Etapas de penetración de M. anisopliae a través de la cutícula del insecto, 
proliferación dentro de la hemolinfa, seguida de la proliferación micelial y conidiación en 
la superficie del insecto. (Tomada y modificada de Small y Bidochka, 2005). 

 

El interés en el estudio de este hongo entomopatógeno es debido en parte a su 
potencial uso para reducir los impactos perjudiciales para el ecosistema, 
asociados con los insecticidas químicos sintéticos; así como el uso médico de 
metabolitos secundarios secretados por Metarhizium, como las destruxinas y 
swainsoninas  (Glare et al., 2012; Roberts y St. Leger, 2004). La presencia de 
insectos resistentes a los productos químicos y la aparición de enfermedades en 
las plantas, ha producido enormes pérdidas agrícolas en México (García-Leaños 
et al., 2007); por lo que la utilidad de hongos entomopatógenos para el control 
de plagas es una alternativa viable al uso de insecticidas químicos. 
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El hongo Metarhizium es de gran interés por su estilo de vida, no solo es 
patógeno de insectos, sino que también coloniza fácilmente la rizósfera de las 
plantas (Hu y St Leger, 2002); además se ha reportado que Metarhizium robertsii 
proporciona protección a las raíces de frijol de la infección del fitopatógeno 
Fusarium solani (Sasan y Bidochka, 2013). 
 

1.3. Interacción de Metarhizium con plantas y su papel en la rizósfera 

La rizósfera, es una zona de suelo influenciada directamente por las secreciones 
radiculares. Es un sitio de interacciones complejas entre plantas y 
microorganismos (Bais et al., 2006). Dichas asociaciones son importantes para 
el ciclo de nutrientes y el funcionamiento del ecosistema.  

Como se mencionó anteriormente, Hu y St Leger en 2002 demostraron la 
capacidad de Metarhizium para colonizar la rizósfera, mostrando una asociación 
preferencial con ésta, mediante una cepa de Metarhizium que expresa la 
proteína verde fluorescente (GFP) (Figura 2). Así se comprobó que M. robertsii 
se encuentra íntimamente asociado con las raíces de las plantas, que promueve 
la proliferación de los pelos radiculares del pasto varilla y que además reside 
como un colonizador endófito en raíces de frijol (Sasan y Bidochka, 2012).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Colonización de raíces por parte de Metarhizium (ARSEF2575) 
expresando GFP. a) Asociación con la raíz de Phaseolus vulgaris, y b) Panicum 
virgatum. (Tomada de Wyrebek et al., 2011). 
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Varias especies de Metarhizium y Beauveria, son capaces de infectar insectos y 
transferir nitrógeno derivado de ellos a la planta hospedera (Sasan y Bidochka, 
2012; Behie, 2015). La capacidad endofítica y la patogenicidad hacia el insecto 
se acoplan de modo que el hongo actúa como conducto para proporcionar el 
nitrógeno derivado del insecto a la planta (Behie et al., 2012).  

En el 2012 Behie y colaboradores demostraron que M. robertsii es capaz de 
transferir nitrógeno derivado del insecto infectado a plantas como el frijol y pasto 
varilla, utilizando larvas de Galleria mellonella con 15N (Figura 3). En estudios 
posteriores además evaluaron, la transferencia de nitrógeno con cuatro especies 
más de Metarhizium (M. brunneum, M. guizhouense, M. acridum y M. 
flavoviride), en donde se comprobó la capacidad de translocación de nitrógeno 
en frijol, soya, trigo y pasto varilla por parte del género Metarhizium (Behie et al., 
2014). 

Recientemente se demostró que existe también un intercambio recíproco entre 
el hongo y la planta, mientras que Metarhizium le transfiere Nitrógeno derivado 
del insecto a la planta, éste a su vez recibe compuestos carbonados derivados 
de la planta (en esta interacción se utilizó 13CO2) y por lo tanto juega un papel 
importante en el ciclo de nutrientes en el ecosistema (Behie et al., 2017). 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura 3. Intercambio de nitrógeno derivado de insectos para la planta, y 
compuestos carbonados de la planta hacia Metarhizium. Esquema representativo 
de la transferencia de nitrógeno mediante una asociación con Metarhizium y la 
transferencia de carbono de la planta hacia el hongo. (Tomada de Behie et al., 2017). 
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Esta asociación del género Metarhizium con las raíces de las plantas representa 
una aplicación importante de este hongo para el control de insectos y como 
promotor de crecimiento de plantas (Hu y St Leger, 2002; Behie et al., 2012; 
Glare et al., 2012). 

Wang y St Leger en 2007, reportan que existen moléculas implicadas en la 
colonización hacia las raíces de las plantas y adhesión a la cutícula de insectos; 
mostraron que M. robertsii expresa diferencialmente dos genes que codifican 
para proteínas de adhesión (MAD1 y MAD2); la proteína MAD1 que participa en 
la adhesión a la cutícula del insecto y MAD2 es usada para la adhesión a la 
planta.  

Además, también se demostró en estudios realizados por Liao y colaboradores 
en 2013 que M. robertsii produce una invertasa extracelular (MrINV), la cual 
juega un papel fundamental (hidroliza sacarosa a monosacáridos) en la 
capacidad de colonización de la raíz de las plantas. M. robertsii también puede 
tomar la sacarosa utilizando un transportador de oligosacáridos (MRT: 
Transportador de Rafinosa de Metarhizium), se comprobó que una disrupción 
del gen Mrt conduce a una competencia reducida en la rizósfera (Fang y St. 
Leger, 2010). También se conoce que en la interacción Metarhizium-Planta, el 
hongo secreta pectinasas para hidrolizar polisacáridos en la pared celular de la 
planta y de esta manera la hifa pueda penetrar en la superficie de las células 
(Liao et al., 2013). 

En este año se demostró que M. robertsii promueve el crecimiento de 
Arabidopsis thaliana, la ramificación de la raíz y desarrollo de pelo radicular 
debido a la producción de Ácido 3 Indol Acético (IAA) (Liao et al., 2017).  

Dentro de nuestro grupo de trabajo se han realizado interacciones de diferentes 
cepas del hongo Metarhizium y la planta de sorgo (Sorghum vulgare) (Herrera 
Gutiérrez, 2016); observando que Metarhizium se asocia a las raíces de la 
plántula de sorgo, resultando en una asociación beneficiosa al crecimiento de 
estas, ya que se observó un 92.2 % más de crecimiento y 300% más de 
germinación en una interacción in vitro; así como un 341% más de crecimiento 
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y 525% más de germinación, bajo condiciones semicontroladas en suelo 
agrícola.  

Los aislados de Metarhizium producen un gran número de metabolitos, entre los 
descritos encontramos destruxinas, swainsoninas y citocalasinas. Estos 
compuestos tienen actividades de insecticida y fitotóxica; sin embargo, su efecto 
antagónico en patógenos de plantas no ha sido elucidado.  (Roberts y St Leger, 
2004; Krasnoff et al., 2007). 

Como ya se mencionó Metarhizium produce una gran cantidad de metabolitos, 
y a pesar de que el efecto de estos compuestos hacia patógenos de plantas no 
se conoce, se ha visto previamente que Metarhizium ha mostrado actividad 
antagónica contra F. oxysporum, Botrytis cinerea y Alternaria solani (Kang et al., 
1996; Yun et al., 2017). Además, se demostró recientemente que M. robertsii 
brinda protección a las raíces de frijol de la infección del fitopatógeno F. solani, 
lo cual sugiere que tiene un papel antagónico hacia éste (Figura 4) (Sasan y 
Bidochka, 2013). 

Existe también un reporte que demuestra que en una interacción de M. 
brunneum en conjunto con el micoparásito Clonostachys rosea en semillas de 
trigo, resultó en una reducción significativa en crecimiento del fitopatógeno 
Fusarium culmorum y que además en este tratamiento las raíces del trigo fueron 
un 70 % más largas respecto a las raíces control (Keyser et al., 2015). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Biocontrol de F. solani por M. robertsii sobre raíz de frijol. Imágenes de 
la pudrición de la raíz del frijol causada por F. solani después de cuatro semanas. Se 
obtuvieron raíces de plantas control, tratamiento con F. solani y M. robertsii + F. solani. 
(Tomado de Sasan y Bidochka, 2013). 
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1.4. Aislamiento y caracterización de Metarhizium 

El estudio de Metarhizium está basado en el aislamiento del hongo de cadáveres 
de insectos, utilizando el método del insecto cebo o proveniente de muestras de 
tierra mediante el uso de medios selectivos. Ambos métodos recientemente se 
han estado utilizando con éxito para el aislamiento de este hongo del suelo (Shin 
et al., 2010; Steinwender et al., 2015). 

El método del insecto cebo es susceptible para aislar hongos entomopatógenos 
selectivamente hacia el insecto hospedero que se utiliza como cebo, por lo que 
es posible que con el uso de insectos se favorezca el aislamiento de cepas 
particulares, en función de la especificidad entre el tipo de insecto y el hongo; en 
contraste el uso de medios de cultivo selectivos para hongos entomopatógenos 
presenta ciertas ventajas para la colección en masa de hongos, además de que 
contiene químicos los cuales reducen el crecimiento de organismos 
contaminantes (Shin et al., 2010).  

Por lo que algunos medios selectivos para el aislamiento de hongos 
entomopatógenos de suelo han sido desarrollados; para esto varios fungicidas 
(Oxgall, Cloruro de cobre (II), Benomilo (1-(butilcarbamoil) benzimidazol-2-
ilcarbamato de metilo)) y Dodine (monoacetato de N-dodecilguanidina)) y 
antibióticos (cloranfenicol, tetraciclina y estreptomicina) se han probado en 
conjunto y por separado para el aislamiento en medio selectivo de hongos 
entomopatógenos. Mediante la comparación de varios medios selectivos, se 
determinó que el Dodine es el fungicida más selectivo a una concentración de 
50 μg/mL (Fernandes et al., 2010). Los medios selectivos deben ser diseñados 
para tolerar la competencia entre los hongos blanco y la diversidad de 
microorganismos y metabolitos que se producen en el suelo.  

Una vez que se obtienen las cepas aisladas ya sea por cualquiera de los dos 
métodos antes mencionados, es de gran importancia la clasificación de las 
mismas ya que esto nos permite ubicarlas en grupos taxonómicos y conocer sus 
relaciones filogenéticas, las relaciones que presenta con otras cepas, así como 
sus posibles aplicaciones.  En un trabajo realizado por Driver y colaboradores en 
el 2000,  realizaron análisis filogenéticos en base a los espaciadores transcritos 
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internos (ITS) ribosomales de especies de Metarhizium, reportando que los ITS 
son útiles para resolver nodos de filogenias del género Metarhizium, pero no son 
suficientes para el diagnóstico de muchas de las relaciones filogenéticas 
intragenéricas, ya que muchos linajes terminales no pudieron ser resueltos,  
describiendo algunos linajes terminales como nuevas variedades en lugar de 
nuevas especies.  

En investigaciones posteriores se analizó la secuencia de DNA del factor de 
elongación uno alfa (EF-1α), además de secuencias parciales de dos 
subunidades de la RNA polimerasa II (RPB1 y RPB2); esto resultó ser un 
enfoque multigenético eficiente y una manera robusta para la resolución de 
linajes de Metarhizium (Bischoff et al., 2006). En 2009 Bischoff y colaboradores 
clarificaron la filogenia del complejo de Metarhizium anisopliae (M. anisopliae, M. 
guizhouense, M. pingshaense y M. taii) basándose en un enfoque multigenético. 
En este estudio se demostró que el EF-1α, de manera individual, es suficiente 
para obtener una resolución total de las topologías de Metarhizium, y que es 
actualmente el locus más adecuado y preciso para el diagnóstico de grupos 
terminales, ya que también se utiliza para la identificación de especies en otros 
géneros de hongos, como es el caso de Fusarium (Geiser et al., 2004) y 
Trichoderma (Chaverri et al., 2015). 

1.5. Características del estado de Guanajuato 

El estado de Guanajuato se localiza en la parte centro del país; abarca 30,613 
km2 y está distribuido en 46 municipios; su rango altitudinal se encuentra entre 
los 640 msnm y los 3 320 msnm. Por su posición geográfica en el centro del país 
Guanajuato forma parte de las tres provincias fisiográficas y geológicas de 
México: en el norte y noreste la Mesa del Centro, en el extremo noreste una 
pequeña porción de la Sierra Madre Oriental y, ocupando la parte sur, el Eje Neo 
volcánico (Cruz et al., 2012). La agrupación de estas tres regiones en el territorio 
del estado produce un paisaje diverso, en el que la presencia de sistemas 
montañosos se alterna con llanuras, valles, sierras y mesetas, lo cual resulta en 
una amplia gama de suelos, clima y vegetación.  

El clima del estado se clasifica como seco y semiseco en la porción norte y 
noreste, templado subhúmedo en la parte centro y cálido subhúmedo en la parte 
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sur y oriente (Cruz et al., 2012). Los cambios en el clima pueden afectar la 
biodiversidad, ya que éste conforma de manera esencial la estructura y 
funcionamiento de un ecosistema (Barradas, 1994). Además del clima, el suelo 
es uno de los factores que determina la riqueza y distribución de especies en 
una región, ya que alberga una gran diversidad de seres vivos como: bacterias, 
hongos y otros microorganismos (Chapin et al., 2001). Los principales tipos de 
suelo en el estado son: vertisoles al sur del estado y los tipos feozem (háplico y 
lúvico) en el norte.   
 

1.6. Áreas naturales protegidas del estado de Guanajuato 

Guanajuato cuenta con 23 áreas naturales protegidas, mismas que se 
distribuyen en 28 municipios. Las áreas naturales protegidas son espacios 
delimitados por la sociedad, sujetas a regímenes especiales de protección, 
conservación, restauración y desarrollo, según categorías establecidas por la ley 
(http://anps.guanajuato.gob.mx). 

Región volcánica Siete Luminarias 

El área se localiza en el municipio de Valle de Santiago, tiene una superficie de 
8,928.50 ha. Cuenta con bosque tropical caducifolio y los principales grupos 
vegetales están representados por las familias Acantaceae, Burseraceae, 
Cactaceae, Convolvulaceae, Fagaceae, Gramineae y Leguminosas. Esta área 
presenta características fisiográficas únicas en el estado, como la presencia de 
un grupo de cráteres volcánicos inactivos (Figura 5). 
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Figura 5. Representación gráfica del área natural protegida “Las Siete 
Luminarias”.1. Rincón de Parangueo; 2. Hoya de San Nicolas de Parangueo; 3. Hoya 
de Estrada; 4. La Alberca; 5. Hoya Blanca; 6. Hoya de Solís; 7. Hoya de Cíntora; 8. Hoya 
de Álvarez. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

Metarhizium es un género de hongos ascomicetos y es de gran importancia por 
el estilo de vida que presenta, ya que se clasifica como un hongo 
entomopatógeno y se encuentra asociado con la rizósfera de las plantas 
formando asociaciones simbióticas. 
La implementación de nuevas estrategias de control biológico en la agricultura 
han tenido gran aceptación, ya que presentan un manejo eficiente en los campos 
de cultivo y resultan ser amigables con el medio ambiente.  
El estado de Guanajuato presenta distintos tipos de clima, de suelo y de 
vegetación, además cuenta con 23 áreas naturales protegidas que representan 
una gran reservorio de microbiota, en particular de hongos y entre estos los 
pertenecientes al género Metarhizium.  
Por todo lo anterior y por las características geográficas y ecológicas del estado 
de Guanajuato, se considera que las cepas aisladas dentro del mismo estado 
podrían ser las mejores para ser utilizadas en la agricultura de la región, debido 
a que estarían mejor adaptadas a las condiciones ambientales y suelo de la 
misma. Por lo que es importante analizar la diversidad de cepas presentes en el 
estado e identificar aquellas que cuenten con potencial de uso en la agricultura.   
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general 

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

Objetivos específicos 

1. Aislar cepas de Metarhizium spp. que se encuentren presentes en áreas 
naturales protegidas del sur del estado de Guanajuato. 
 

2. Caracterizar a nivel morfológico y molecular los aislados obtenidos. 
 

3. Determinar la capacidad de promoción de crecimiento en Sorghum bicolor 
de las cepas identificadas. 
 

4. Determinar la capacidad antagónica de los aislados de Metarhizium con 
el hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1. Cepas utilizadas 

Se utilizaron algunas de las cepas pertenecientes a la colección de cepas del 
laboratorio de Genética Molecular de Hongos de la Universidad de Guanajuato; 
además de los aislados de Metarhizium obtenidos en este trabajo, los cuales se 
describen en la sección de resultados:       

x Metarhizium acridum ARSEF7486 (aislada del insecto Ornithacris 
cavroisi), de la Colección de Cultivos Fúngicos Entomopatógenos del 
Servicio de Investigación Agrícola perteneciente al Departamento de 
Agricultura de los Estados Unidos (USDA-ARSEF).  
 

x Metarhizium robertsii ARSEF2575 (aislada del insecto Curculio caryae), 
de la Colección de Cultivos Fúngicos Entomopatógenos del Servicio de 
Investigación Agrícola perteneciente al Departamento de Agricultura de 
los Estados Unidos (USDA-ARSEF). 
 

x Metarhizium robertsii CARO4 (aislada del insecto Phyllophaga ravida), 
perteneciente a la Colección de Hongos Entomopatógenos del 
Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, Universidad de 
Guanajuato, México. 
 

x Metarhizium brunneum CARO19 (aislada del insecto Gerageus senilis), 
perteneciente a la Colección de Hongos Entomopatógenos del 
Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, Universidad de 
Guanajuato, México. 
 

x Metarhizium pingshaense SR19. Cepa aislada de la sierra de Santa 
Rosa por Iván Horacio Piña Torres en su tesis de maestría (Piña Torres, 
2017); perteneciente a la Colección de Hongos Entomopatógenos del 
Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, Universidad de 
Guanajuato, México. 
 

x Metarhizium palomense LCP13. Cepa aislada de Las Palomas (zona de 
educación ambiental) perteneciente a la Cuenca de la Esperanza, por 
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Iván Horacio Piña Torres en su tesis de maestría (Piña Torres, 2017); 
perteneciente a la Colección de Hongos Entomopatógenos del 
Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, Universidad de 
Guanajuato, México.     
 

x Metarhizium sp. XR2-3. Cepa aislada de la zona núcleo de Xichú por Ana 
Esmeralda Maya Ramírez para su tesis de maestría; perteneciente a la 
Colección de Hongos Entomopatógenos del Laboratorio de Genética 
Molecular de Hongos, Universidad de Guanajuato, México.         
 

x Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FGSC 9935) cepa 4287 (raza 
2) (proporcionada por el Dr. J. Félix Gutiérrez Corona). 
 

x Células competentes DH5α (Escherichia coli). 
 

4.2. Semillas utilizadas: (semillas de sorgo) Sorghum bicolor 

Las semillas que se utilizaron en este trabajo pertenecen a la variedad CB-112 
de la empresa Berentsen® del lote 101865. 

Las semillas de sorgo se esterilizaron superficialmente con una solución de 
alcohol al 80% durante 1 minuto, hipoclorito de sodio (NaClO) al 4% durante 2 
minutos, y por último se realizaron 3 lavados de 1 minuto con agua destilada 
estéril.  

Se utilizaron además plantas crecidas de tomate (Solanum lycopersicum).  

4.3. Medios de cultivo 

Los medios de cultivo se utilizaron para el aislamiento, crecimiento y 
mantenimiento de Metarhizium. Además de que se emplearon en las 
interacciones entre Metarhizium-Fusarium y Metarhizium-planta (sorgo). Los 
medios fueron esterilizados previamente en la autoclave (20 min, 121 °C a 2 atm 
de presión).  
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Medio selectivo para hongos entomopatógenos (Metarhizium)  

Medio con Dodine: Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 40 g 
de medio rico Papa Dextrosa Agar (PDA) Bioxon®, 1 g de extracto de levadura, 
0.5 g de cloranfenicol, 0.25 g de cicloheximida y 0.15 g del fungicida comercial 
Dodine (monoacetato de duodecil guanidinio).  

Medio con cristal violeta: Este medio contiene los mimos reactivos que el anterior 
y además de Dodine se adicionó 0.0025 g/L de cristal violeta. 

Medio de resiembra: Cuando el medio se utilizó para resiembra de los aislados, 
el Dodine se agregó ahora en una concentración de 0.025 g/L y además, se le 
adicionaron cuatro antibióticos en las siguientes concentraciones (1 μL por cada 

mL de medio): kanamicina (100 μg/μL), ampicilina (150 μg/μL), carbenicilina (100 

μg/μL), cefotaxima (100 μg/μL).  

Solución de Elementos Traza M-100  

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 60 mg de ácido bórico 
(H3BO3), 140 mg de cloruro de manganeso tetrahidratado (MnCl2·4H2O), 400 mg 
de cloruro de zinc (ZnCl2), 40 mg de molibdato de sodio dihidratado 
(Na2MoO4·2H2O), 100 mg de cloruro de hierro III (FeCl3)·6H2O, 400 mg de 
sulfato de cobre II pentahidratado (CuSO4·5H2O). 

Solución de sales M-100  

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 16 g de fosfato monobásico 
de potasio (KH2PO4), 4g de sulfato de sodio  (Na2SO4), 8 g de cloruro de potasio 
(KCl), 2 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4·7H2O), 1 g de cloruro 
de calcio (CaCl2), 8 mL de solución de elementos traza M-100.  

M-100 2N 

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 10 g de dextrosa, 3 g de 
nitrato de potasio (KNO3), 1.8 g de nitrato de amonio (NH4NO3), 60 mL de 
solución de sales M-100, 15 g de agar.  
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Medio Agar-Agua  

Agar bacteriológico (BDBioxon®) 15 g en 1L de agua destilada.  

Medio PDA 

Medio de cultivo PDA deshidrato (BDBioxon®) 39 g en 1L de agua destilada. 

Caldo de patata y dextrosa (PD) 

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 200 g de papas cortadas 
en rodajas sin pelar (la infusión se preparó hirviendo durante 30 min), se filtró el 
caldo a través de una gasa; se añadieron 20 g de dextrosa.  

Medio YPD-2  

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 2 g de extracto de levadura, 
10 g de peptona de caseína y 20 g de dextrosa.  

Medio Luria‐Bertani (LB) 

Contenido del medio por cada litro de agua destilada: 10 g de bacto‐triptona, 5 g 
de extracto de levadura y 10 g de cloruro de sodio (NaCl). Cuando se requirió 
medio sólido se agregaron 20 g de agar bacteriológico. 

Medio LB‐Xgal‐IPTG 

Este medio se utilizó en experimentos de transformación de E. coli (Sambrook y 
Russell, 2001) el medio LB, se suplementó con ampicilina a una concentración 
de 100 μg/mL y en cada caja se espatularon 40 μL de X‐Gal (5‐bromo‐4‐cloro‐

indolil‐β‐Dgalactopiranósido) al 2% p/v en N, N-dimetil‐formamida y 4 μL de IPTG 

(isoporpil‐ β‐Dtiogalactopiranósido) 100 mM. 

4.4. Plásmido empleado (Vector pGEM®-T Easy) 

Para llevar a cabo la clonación de los productos de amplificación mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó el vector pGEM®-T Easy 
de PROMEGA.  
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4.5. Oligonucleótidos empleados  

Los oligonucleótidos utilizados en este estudio se describen en la Tabla 1. 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en este estudio. 

Nombre Descripción Secuencia (5’-3’) 

EF1T Directo, amplifica junto con EF2T un 
fragmento de aproximadamente 800 pb 
del gen del Factor de Elongación 1α. 

ATGGGTAAGGARGACAAGAC 

EF2T Reverso, amplifica junto con EF1T un 
fragmento de aproximadamente 800 pb 
del gen del Factor de Elongación 1α. 

GGAAGTACCAGTGATCATGTT 

4.6. Aislamiento de Metarhizium 
 

4.6.1. Colecta y procesamiento de muestras de suelo  

Las muestras de suelo se colectaron de áreas naturales protegidas del sur del 
estado de Guanajuato; en cuatro áreas localizadas dentro de la región volcánica 
Siete Luminarias (ver Figura 5). 

Debido a que los sitios en donde se colectaron las muestras son regiones 
volcánicas (cráteres inactivos) no se pudo tomar la zona núcleo del área como 
un punto de partida, por lo que se tomaron muestras alrededor del sitio y en uno 
de los casos siguiendo la cuenca del río. Se tomaron muestras de 20 g de suelo, 
aproximadamente cada 50 m tomando en cuenta vegetación aparentemente 
sana, a una profundidad que no sobrepasara los 10 cm. Las muestras se 
colocaron en bolsas de plástico (Ziploc®) para su traslado al laboratorio (Figura 
6). 

Posteriormente se colocó un gramo de la muestra en tubos Falcon de 15 mL, al 
cual se le agregó una solución de Tritón X-100 al 0.01%, la muestra se 
homogenizó en agitador vórtex y se tomaron 100 μl de la solución, enseguida se 

sembraron por duplicado en cajas Petri con medio selectivo (Fernandes et al., 
2010). 
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 Figura 6. Proceso del aislamiento de cepas de Metarhizium.  

4.6.2. Condiciones de incubación e identificación de Metarhizium 

Las muestras se incubaron de 20 a 25 días a temperatura ambiente, hasta 
observar crecimiento de colonias en las placas con el medio selectivo.  

Las colonias de Metarhizium fueron identificadas en base a sus características 
morfológicas (color verde y consistencia terrosa). Además de que los conidios 
fueron observados al microscopio presentando una forma cilíndrico-ovalada.   

4.6.3. Obtención de los cultivos puros de Metarhizium  

Una vez que se identificaron colonias de Metarhizium en el medio selectivo, se 
procedió a pasarlas a un medio fresco de resiembra con la ayuda de palillos 
planos (estériles) mediante estriado; se incubaron a 26°C con fotoperiodo de 16 
horas luz/ 8 horas oscuridad, hasta observar conidiación de los aislados. 
Posteriormente se tomaron conidios de la muestra con un palillo plano y se 
colocaron en tubos Eppendorf con 1 mL de Triton X-100 al 0.01% (Sigma®), se 

realizó conteo de conidios mediante un hematocitómetro (Hausser Scientific®) y 
se ajustó una concentración de 1000 conidios/mL, se tomaron 50 μL de la 
solución y fueron inoculados en medio de resiembra para la obtención de 
monocolonias. Se incubaron a 26 °C con fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas 
oscuridad, hasta observar conidiación. Cuando se obtuvieron las monocolonias 
se sembraron por estriado en medio M-100 2N.  

4.7. Obtención de conidios  

Para la colecta de conidios se utilizó una solución de Tritón X-100 al 0.1% 
(Sigma®), se tomaron los conidios crecidos en medio M-100 2N con ayuda de 
una pipeta Pasteur (estéril), se filtró con malla de fibra sintética para descartar el 
micelio y se hicieron tres lavados con 30 mL de Tritón al 0.01% y finalmente se 
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determinó la concentración de conidios/mL con ayuda de un hematocitómetro 

(Hausser Scientific®). 

4.8. Determinación de las características morfológicas de la colonia 

Se prepararon soluciones con una concentración de 2x104 conidios/mL de cada 
uno de los aislados obtenidos. Se inoculó una gota de 50 μL (1000 conidios) en 
el centro de una caja de Petri con medio PDA, la gota se dejó secar. Todas las 
placas se incubaron a 26°C durante 15 días. Posteriormente, se tomaron 
fotografías. 

4.9. Métodos de Biología Molecular 
 

4.9.1. Extracción de DNA genómico  

Para llevar a cabo la extracción de DNA genómico se inocularon 1x106 
conidios/mL de cada aislado, por separado en matraces Erlenmeyer conteniendo 
20 mL de medio YPD-2, adicionado con 20 μL de cloranfenicol (0.1 g/mL). Cada 
matraz fue incubado por 48 h a 28°C y agitación de 180 rpm. Posteriormente el 
micelio fue obtenido por filtración al vacío utilizando papel filtro Whatman 3 mm 
y un embudo Buchner, el micelio fue envuelto en papel aluminio y almacenado a 
-70 °C. Con el micelio congelado de cada uno de los aislados, se procedió a 
realizar la extracción de DNA siguiendo el protocolo propuesto por Sambrook y 
Russell (2001), con algunas modificaciones.  

El procedimiento se describe a continuación:  

1. Se tomó una fracción pequeña de micelio y se trituró en un mortero de 
porcelana (previamente lavado y esterilizado con calor seco, 
posteriormente enfriado a -70 °C) con nitrógeno líquido hasta obtener un 
polvo fino, el cual se colocó con una espátula estéril en un tubo Eppendorf 
que contenía 500 μL de NTES (NaCl 0.1 M, Tris pH 8, EDTA 0.001M y 
SDS al 1% v/v). El tubo se agitó en vórtex hasta obtener una mezcla 
uniforme de color blanco y se colocó en hielo. Enseguida, se agregó a 
cada tubo 200 μL de fenol y 200 μL de cloroformo y la muestra se agitó 
en vortex.  

2. El tubo fue centrifugado por 10 min a 20800 xg a 4°C en una centrifuga 
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Eppendorf 5417R. Después se recuperaron 400 μL del sobrenadante. 
3.  Enseguida se precipitó el DNA genómico adicionando 50 μL de cloruro 

de sodio (NaCl) 5M y 900 μL de etanol absoluto, se mezcló por inversión. 
Después las muestras se centrifugaron por 5 min a 2700 xg a 4°C y se 
eliminó el sobrenadante. 

4. Se adicionaron 1000 μL de etanol absoluto al 100% y se mezcló por 
inversión. Nuevamente se centrifugó por 5 min a 2700 xg y se eliminó el 
sobrenadante (se realizaron 3 lavados con etanol absoluto).  

5. Por último, se dejó secar la pastilla a temperatura ambiente y se 
resuspendió el DNA obtenido en 70 μL de regulador TE con RNAsa.  
 

4.9.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la 
amplificación de un fragmento del gen del factor de elongación 
1 α (EF-1α). 

Después de la extracción de DNA genómico de los aislados, se llevó a cabo 
la amplificación de un fragmento de aproximadamente 800 pb, del factor de 
elongación 1 α (EF-1α). Las reacciones para la PCR se realizaron en tubos 
de 0.2 mL, con un volumen final de reacción de 30 μL. Las cantidades de 

reactivos por reacción, se indican en la Tabla 2. 

Tabla 2. Mezcla de reacción para PCR. 

Reactivos PCR (μL) 

DNA genómico 1 

Oligonucleótido directo EF1T (ver tabla 1) 0.5 (0.08 μM) 

Oligonucleótido reverso EF2T (ver tabla 1) 0.5 (0.08 μM) 

JumpStar DNA taq Polymerase (Sigma-Aldrich) 15 

Agua grado HPLC 13 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (ProFlex™ PCR 
System de Applied Biosystem™). Las condiciones fueron las siguientes: un ciclo 
de desnaturalización del DNA a 95°C por 5 min y 40 ciclos con el siguiente 
programa: desnaturalización a 95°C por 20 s, 1 min de alineamiento a 55°C, la 
elongación a 72 °C por 1:30 min y una extensión final a 72°C por 5 min. 
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Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en un gel de 
agarosa al 1% teñido con SYBR Safe (4 μL de SYBR Safe DNA gel STAIN 
(10000X; Invitrogen) por cada 100 mL de agarosa) y se visualizaron bajo luz 
ultravioleta. El gel de agarosa, se preparó mezclando la agarosa con buffer TAE 
1x (Tris-HCl, ácido acético, EDTA). La mezcla fue calentada en el microondas, 
para lograr la disolución de la agarosa y se dejó enfriar un poco, posteriormente 
se vació en la charola, en la cual se dejó solidificar con los peines inmersos, para 
formar los pozos en los cuales se cargaron las muestras. Se mezclaron 4 μL de 
muestra con 3 μL de buffer de carga y se depositaron dentro de cada pozo en el 
gel, después se realizó la electroforesis a 85 voltios durante 50 min, el DNA en 
el gel se visualizó y tomó fotografía en un fotodocumentador ChemiDoc TM MP 
de Bio-Rad. La presencia de una banda, con una amplificación de 800 pb fue 
interpretada como un resultado positivo.   

4.9.3. Purificación de los productos de PCR 

Antes de iniciar con la purificación, el DNA producto de la PCR se sometió a una 
separación mediante electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y Russell, 
2001). La preparación del gel fue como se describió anteriormente; modificando 
la concentración a 1.5 %.  

Para la purificación de los productos de PCR se aplicó un voltaje de 60 durante 
1:30 horas. Las bandas de DNA se visualizaron en un transiluminador Safe 
Image (Invitrogen) y se procedió al corte de la banda.    

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

4.9.4. Clonación en el vector pGEM®-T Easy 

Las cantidades de reactivos por reacción para llevar a cabo la ligación, se indican 
en la Tabla 3. La reacción se dejó incubando toda la noche a 4°C. 
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Tabla 3. Mezcla de reacción para ligación en pGEM®-T Easy. 

Reactivos Ligación (μL) 

DNA (producto de PCR purificado) 1 a 3 (4 ng/ μL) 

2X Rapid Ligation  5 

vector pGEM®-T Easy 0.25 

T4 DNA Ligase 0.5 

Agua grado HPLC Se completa el volumen final hasta 10 

 

4.9.5. Transformación de E. coli DH5α por choque térmico  

La transformación de E. coli DH5α se describe a continuación:  

En un tubo Eppendorf estéril se añadieron 25 μL de células químicamente 

competentes de E. coli y 2 μL de DNA (DNA de la reacción de ligación), 
mezclando suavemente e incubando por 20 minutos en hielo. Después, se 
incubó por 45 s a 42°C, seguido de una incubación en hielo por 2 minutos. Se 
adicionó 1 mL de medio LB y se incubó por 1 h a 37°C.  

Posteriormente se centrifugó por 1 min a 20800 xg, se descartaron 900 μL del 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en los 100 μL restantes, que 
posteriormente se sembraron por espatulado con asa de vidrio en una caja de 
Petri con medio LB-Amp. Se incubó toda la noche a 37°C (Sambrook y Russell, 
2001).  

4.9.6. Extracción de DNA plasmídico de E. coli  

La extracción de DNA plasmídico de las células de E. coli se describe a 
continuación: 

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

4.9.7. Tratamiento con endonucleasas de restricción 

Para comprobar que el fragmento de interés se encontraba en el vector pGEM®-
T Easy, se realizó un corte enzimático con EcoRI (New England Biolabs), 
siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante:  La mezcla de 
reacción contenía 2 μL de cada muestra, 0.5 μL de la enzima de restricción 
EcoRI, 1.5 μL del Buffer CutSmart® (50 mM Potassium Acetate, 20 mM Tris-
acetate, 10 mM Magnesium Acetate, 100 μg/ml BSA  y pH 7.9 a 25°C) y 11 μL 

de agua grado HPLC, para completar a un volumen de 15 μL.  La mezcla de 

reacción se dejó en incubación a 37°C por 3 h. 

Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de agarosa y finalmente se 
visualizó el gel en un transiluminador Safe Image (Invitrogen) para la 
interpretación de resultados. 

4.9.8. Secuenciación y análisis de las secuencias 

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

El análisis de las secuencias obtenidas se realizó empleando el software 
Lasergen® 14 de DNASTAR, usando los programas Seq-Man y Edit-Seq, 
posteriormente se realizó un alineamiento múltiple de secuencias con el 
algoritmo MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) en 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/  (Kepler et al., 2014), posteriormente se 
realizó la inferencia filogenética por el método de máxima verosimilitud y máxima 
parsimonia en el software MEGA 7.0.26 (Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis) utilizando el modelo GTR (General Time Reversible). Se realizó 
también la hipótesis filogenética por el método de inferencia bayesiana, 
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utilizando el programa Mr Bayes v3.2.6 empleando el modelo GTR con rango de 
distribución gamma invariable. Para cada inferencia filogenética se realizó un 
análisis de bootstrap con 1000 repeticiones. 

4.10. Ensayo in vitro de la interacción Metarhizium-Sorghum bicolor 

En cajas de Petri con medio agar-agua fueron colocadas 5 semillas de sorgo en 
línea recta y aproximadamente a 2 cm de distancia de la línea de semillas se 
inocularon 50 μL en línea de una solución de conidios con 1x108 conidios/mL, de 
cada uno de los aislados, se incubaron a 28 °C en condiciones de oscuridad total 
durante 10 días. Se realizaron cinco repeticiones. 

Posteriormente, se tomaron fotografías con cámara fotográfica (luz natural).  

4.11. Ensayo en condiciones semicontroladas (invernadero)  

Primeramente, se preparó una solución de conidios (de cada uno de los aislados 
de Metarhizium con los que se trabajó) con una concentración de 1x108 
conidios/mL, esta solución se centrifugó para recuperar la pastilla celular, a la 
que se le adicionaron 250 µL de una solución de carboximetilcelulosa al 0.5%; la 
suspensión resultante se agregó a un tubo que contenía 20 semillas de sorgo y 
se mezcló en vortex durante 1 minuto, para adherir 1x106 conidios en cada una 
de las semillas. 

Posteriormente empleando Peat Moss como sustrato de la marca comercial 
Kekkilä Professional (el sustrato no fue esterilizado para la realización del 
experimento), se sembraron 16 semillas de sorgo (anteriormente tratadas con la 
solución de conidios y el adherente) en macetas de plástico de 15x8 cm; cada 
maceta se regó inicialmente con 100 mL de agua. Las macetas se incubaron en 
el Invernadero II (interacciones bióticas) por un periodo de tiempo de 30 días. 
Regando con 100 mL de agua destilada cada 48 horas. 

Transcurridos los 30 días de incubación, las plantas se retiraron de las macetas 
y se lavaron con agua hasta la disgregación del suelo, enseguida las plántulas 
fueron sumergidas en agua varias veces para retirar el exceso de tierra y 
finalmente fueron medidas. Se analizaron plántulas de 3 macetas, cada maceta 
conteniendo 16 plántulas, para cada uno de los tratamientos; se utilizó la cepa 
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CARO19 de M. brunneum como control positivo y como un control negativo se 
incluyó un tratamiento únicamente con el adherente en la semilla, además de un 
tratamiento extra de la semilla sin el adherente. 

Al terminar los experimentos, el sustrato utilizado fue esterilizado dos veces y se 
deshecho. 

4.12. Determinación del desarrollo de las plántulas  

Para determinar el desarrollo de las plántulas crecidas bajo estas condiciones 
experimentales se evaluaron los siguientes parámetros: porcentaje de 
germinación, tamaño total, longitud de la raíz, y se determinó el peso seco de 
cada plántula.  

4.13. Ensayos in vitro de la interacción de Metarhizium y Fusarium 
oxysporum  

Para llevar a cabo los ensayos de interacción entre los aislados de Metarhizium 
y Fusarium oxysporum primeramente se obtuvieron conidios frescos de F. 
oxysporum; para esto se inocularon 1000 μL de una solución de conidios de F. 
oxysporum con una concentración de 1x106 condios/mL en un matraz 
Erlenmeyer con 100 mL de medio líquido de patata y dextrosa (PD), cada matraz 
fue agitado a 180 rpm por 72 h. Posteriormente los conidios fueron obtenidos por 
filtración al vacío utilizando papel filtro Whatman 3 mm y un embudo Buchner. 

Las pruebas de confrontación se realizaron por el método de cultivo dual en 
medio PDA reportado por diferentes autores (Bell et al., 1982; Abdel-Fattah et 
al., 2007; Popiel et al., 2008; Schulz et al., 2015).  

Se prepararon soluciones con una concentración de 2.5 x106 conidios/mL 
tomando como base lo reportado por González-Cárdenas en 2005, para cada 
uno de los aislados de Metarhizium empleados en este trabajo, además de la 
cepa de F. oxysporum. En cajas de Petri con medio PDA se inoculó una gota de 
20 μL (aproximadamente 5x104 conidios) de cada uno de los aislados de 
Metarhizium a una distancia de 2 cm del borde de la placa Petri y en el lado 
opuesto se inoculó F. oxysporum (20 μL) quedando los inóculos a una distancia 
de 5 cm entre ellos, las gotas se dejaron secar. Las placas se incubaron por 16 
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días (tiempo que tarda en cubrir toda la placa F. oxysporum creciendo 
axénicamente) a 26°C. Se probaron dos condiciones de cultivo, con fotoperiodos 
16 horas luz/ 8 horas oscuridad e incubación en oscuridad total. Se analizaron 6 
placas para cada uno de los aislados tanto para condiciones de fotoperiodo como 
de oscuridad total con sus respectivos controles.  

4.14. Determinación del antagonismo entre Metarhizium y Fusarium 
oxysporum 

Una vez concurridos los 16 días, las placas se retiraron del periodo de incubación 
y se tomó fotografía en un fotodocumentador ChemiDoc TM MP de Bio-Rad a 
cada una de las placas (6 repeticiones), tanto de fotoperiodo como de oscuridad 
total. Se tomaron medidas del área ocupada por el aislado de Metarhizium, F. 
oxysporum y la barrera de separación que se formó en algunas de las placas; 
esto se realizó en el programa Imagen Lab Software 4.2 de Bio-Rad, en el cual 
se delimitó el total de la placa y posteriormente se delimitó el área en px ocupada 
por la barrera de inhibición y la colonia de Metarhizium, finalmente se delimito el 
área ocupada por F. oxysporum (Figura 7). Los datos obtenidos en pixeles se 
convirtieron a cm2 usando el siguiente factor de conversion: 

Á𝑟𝑒𝑎 =
(𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑝𝑥)(50.26 𝑐𝑚2)

614,385 𝑝𝑥
 

Donde: No. de px equivale al numero de pixeles correspondientes a B+C  
(colonia de Metarhizium y barrera de inibhición); 50.26 cm2 es el área total de la 
placa en cm2 y 614, 385 px es el area total de la placa en pixeles. 
De esta manera se determino el área en cm2 ocupada tanto por la colonia de 
Metarhizium y la barrera de inhibición (B+C), posteriormente a los 50.26 cm2 se 
le resto el área ocupada por B+C para determinar el área ocupada por F. 
oxysporum (A). Finalmente a el área ocupada por B+C se le resto B (área 
ocupada por la colonia de Metarhizium) y de esta manera se determinó el área 
ocupada por la barrera de inhibición que se formó en algunas de las placas. 
Posteriormente se obtuvo el error estandar del promedio del área ocupada por 
esta barrera de separacion mediante el Software Prism versión 6. 
Tambien se determino el error estandar del área ocupada por la colonia de 
Fusarium oxysporum cuando esta se encuentra en una confrontación con los 
ailsados de Metarhizium que formaron esta barrera de separacion. 
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Figura 7. Delimitación de áreas en “Imagen Lab Software” de las placas. 
Simbología: A+B+C= área total de la placa; B+C= área de Metarhizium y halo de 
inhibición; A= área de F. oxysporum; B= área de Metarhizium; C= área del halo de 
inhibición. 
 
 

4.15. Efecto de los metabolitos excretados por Metarhizium sobre F. 
oxysporum   

Para evaluar el efecto producido por los metabolitos excretados al medio por 
parte de Metarhizium, se realizaron ensayos en placas con PDA, sobre las cuales 
fue colocado un disco de papel celofán previamente estéril (cubriendo la totalidad 
del medio), sobre este se colocó un disco de papel filtro estéril en el centro de la 
caja Petri.  

Posterior a esto se inocularon 20 μL de una solución con una concentración de 
2.5x106 conidios/mL, de cada uno de los aislados de Metarhizium con los que 
fue realizado este ensayo. Las placas se cubrieron totalmente con papel aluminio 
y se dejaron incubando un periodo de tiempo de 14 días a 26°C, trascurrido el 
tiempo de incubación el papel celofán (con el micelio) fue retirado 
cuidadosamente de las placas, de tal manera que permanecieran únicamente 
los metabolitos difusibles en la placa; así posteriormente se inocularon 20 μL de 
una solución con una concentración de 2.5x106 conidios/mL del fitopatógeno (F. 
oxysporum), dejando nuevamente incubando las placas con las condiciones 
antes mencionadas. 

Cinco repeticiones fueron realizadas tanto para cada uno de los aislados de 
Metarhizium como el tratamiento control. 
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4.16. Efecto protector de Metarhizium hacia F. oxysporum in vitro e in 
planta (Sorghum bicolor) 

Con la finalidad de conocer si el hongo fitopatógeno (F. oxysporum) tenía algún 
efecto sobre la planta del sorgo, se procedió a realizar una interacción tripartita 
(sorgo –Metarhizium – F. oxysporum). Primeramente, se ajustó una solución con 
una concentración de 2.5x106 conidios/mL de ambos hongos (M. guizhouense: 
aislado HA-11-2, así como de F. oxysporum); posteriormente, semillas de sorgo 
previamente germinadas en medio agar-agua (6 días) se pasaron a una caja 
Petri dividida la cual contenía sustrato estéril (Peat Moss) en la mitad de la placa.  

Enseguida se inocularon 100 µL de las soluciones a la raíz de la planta de sorgo 
bajo los siguientes tratamientos: 

1. F. oxysporum (100 µL inoculados sobre la raíz de una solución de 
2.5x106 conidios/mL). 

2. F. oxysporum – Metarhizium: HA-11-2 (100 µL inoculados de cada uno 
sobre la raíz de una solución de 2.5x106 conidios/mL). 

3. Control (100 µL inoculados de Tritón X-100 al 0.01%). 
4. Metarhizium: aislado HA-11-2 (100 µL inoculados sobre la raíz de una 

solución de 2.5x106 conidios/mL). 

Se realizaron 4 repeticiones de cada uno de los tratamientos (cada placa con 
una planta). Las cajas se forraron con papel aluminio (solo de la mitad de la caja 
en donde se encontraba la raíz) y se incubaron por 21 días a 26 °C; todo esto se 
realizó bajo condiciones de esterilidad. 

También se realizó una interacción tripartita bajo condiciones semicontroladas 
en invernadero con los mismos cuatro tratamientos mencionados anteriormente; 
esto se realizó en macetas de plástico de 15x8 cm utilizando Peat Moss como 
sustrato, en cada maceta se sembraron 16 semillas de sorgo, cada semilla fue 
colocada en el sustrato y posteriormente fue inoculada con 100 µL de una 
solución de conidios con una concentración de 1x107 conidios/mL. Las macetas 
se incubaron en el Invernadero II (interacciones bióticas) por un periodo de 
tiempo de 30 días. Regando con 100 mL de agua destilada cada 48 horas. 
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Transcurridos los 30 días de incubación, las plantas se retiraron de las macetas 
siguiendo el procedimiento mencionado en el apartado 4.11.  

4.17. Efecto protector de Metarhizium hacia F. oxysporum in planta 
(Solanum lycopersicum) 

Se realizó además una interacción tripartita entre tomate – Metarhizium – 
Fusarium. En esta interacción se trabajó con plántulas de tomate ya crecidas, 
las cuales fueron trasplantadas a macetas de 40x18 cm, se emplearon 15 
plántulas por maceta y se manejó una maceta por tratamiento, los cuales fueron 
los siguientes:   

1. F. oxysporum (1000 µL inoculados sobre la raíz de una solución de 1x107 

conidios/mL). 
2. F. oxysporum – Metarhizium: HA-11-2 (1000 µL inoculados de cada uno 

sobre la raíz de una solución de 1x107 conidios/mL). 
3. Control (1000 µL inoculados de Tritón X-100 al 0.01%). 
4. Metarhizium: aislado HA-11-2 (1000 µL inoculados sobre la raíz de una 

solución de 1x107 conidios/mL). 

Una vez inoculados los conidios de ambos hongos sobre la raíz de las plantas 
de tomate, estas se dejaron incubando un periodo de tiempo de 50 días.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Aislamiento de Metarhizium 

Los aislados del hongo Metarhizium se obtuvieron de muestras de tierra de la 
rizósfera de las plantas sanas en apariencia, como se mencionó en la sección 
de materiales y métodos. El muestreo se realizó dentro de cuatro regiones 
localizadas dentro del área natural protegida “Las Siete Luminarias” (cráteres 

inactivos) ubicada al sur del estado de Guanajuato (Tabla 4).  

Tabla 4. Puntos de muestreo dentro del área natural protegida ¨Las Siete 
Luminarias¨. 

Sitio de muestreo Código del área Coordenadas Descripción del área 

El Salto ES 20°18’46.17’’ 

N 

101°12’10.41’’ 

O  

Elevaciones: 

1935 msnm 

hasta 1974 

msnm 

Cuenca. Zona de Selva baja 

caducifolia y zonas con bosque de 

Quercus. Clima semicálido 

subhúmedo (A) C (W1) (el más 

húmedo), temperatura media anual 

>18 °C (Cruz et al., 2012).  

Hoya de Álvarez HA, HAB 20°19’32.17’’ 

N 

101° 12’50.39’’ 

O Elevaciones:  

1860 msnm 

hasta 2088 

Cráter inactivo. Bosque con 

vegetación predominante: Palo 

blanco, palo dulce, huizache, 

cazahuate, pino, garambullo, 

ahuehuete, bromelia. Clima 

semicálido subhúmedo (A) C (W0) 

(humedad intermedia), temperatura 

media anual >18 °C (Cruz et al., 2012). 

Hoya de Solís HS 20°21’50.10’’ 

N 

Cráter inactivo. Vegetación 

predominante: Mezquite, huizache, 

palo blanco, palo dulce, cazahuate, 
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Una vez tomadas las muestras, se trasladaron al laboratorio para su 
procesamiento. Se inocularon 100 μL de cada muestra en medios selectivos 
Dodine y Dodine-Cristal violeta para Metarhizium.  

Las muestras se dejaron en un periodo de incubación de 20-25 días a 
temperatura ambiente, hasta observar el crecimiento de aquellas colonias que 
presentaron características típicas de Metarhizium: colonia color verde con 
aspecto terroso y al microscopio óptico la observación de conidios cilíndrico-
ovalados.  

La Figura 8 muestra los cultivos una vez finalizado el periodo de incubación, en 
donde se observan colonias de Metarhizium (flecha roja); en algunas muestras 
se lograron aislar más de dos colonias, con morfología colonial distinta como se 
observa en la figura 8-A (placa central, las diferentes colonias se indican por las 
flechas amarilla, roja y negra), éstas presentaron una tonalidad distinta de verde, 
al observar los conidios al microscopio, se confirmó la morfología típica de los 
conidios de Metarhizium. También se observó que en algunas muestras 

101°13’33.96’’ 

O 

Elevaciones:  

1826 msnm 

hasta 1840 

msnm 

garambullo, pitayo, pitahaya, 

cactáceas. Clima semicálido 

subhúmedo (A) C (W0) (humedad 

intermedia), temperatura media anual 

>18 °C (Cruz et al., 2012). 

Rincón de Parangueo RPV 20°26’14.18’’ 

N 

101°14’51.41’’ 

O 

Elevaciones: 

1720 msnm 

hasta 1070 

msnm 

Cráter inactivo. Vegetación 

predominante: palo dorado, palo 

dulce, palo blanco, garambullo, 

cactáceas, órganos, mezquite, 

huizache. Clima semicálido 

subhúmedo (A) C (W0) (humedad 

intermedia), temperatura media anual 

>18 °C (Cruz et al., 2012). 

Tabla 4 (Continuación). 
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crecieron casi exclusivamente colonias de Metarhizium ocupando casi la 
totalidad de la placa, como se observa en la figura 8-B (placa central). Una vez 
identificadas las colonias de Metarhizium se les asignó el nombre con el código 
correspondiente a cada sitio de muestreo seguido del número de muestra a la 
que correspondía; por ejemplo: ES-30 (ES: El Salto, muestra número 30), ES-
35-1 y ES-35-2 (representan dos colonias aisladas de la muestra número 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Placas Petri con el medio de selección después de 25 días de incubación 
mostrando los aislados de Metarhizium. (Indicados por la flecha roja).  
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Las colonias se sembraron en un nuevo medio (medio fresco de resiembra), se 
incubaron al menos durante 14 días o hasta observar su conidiación como se 
muestra en la figura 9-A. Posteriormente se colectaron los conidios de los 
aislados y se realizaron diluciones para la obtención de monocolonias (Figura 9-
B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Aislados del hongo Metarhizium. A) Aislados de Metarhizium en medio 
fresco de resiembra. B) Obtención de monocolonias de algunos aislados de 
Metarhizium.  
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Esto se realizó con el fin de identificar si en cada aislado obtenido de Metarhizium 
se tenía solamente una morfología de colonia y así descartar contaminantes de 
otro hongo. Posteriormente los aislados se sembraron en un nuevo medio con 
dos fuentes de nitrógeno (M-100 2N) (Figura 10), tomando la muestra con un 
palillo plano a partir de una monocolonia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10. Aislados de Metarhizium en medio M-100 2N. A) ES-8, B) ES-18-3, C) 
ES-30, D) ES-35-2, E) ES-37, y F) HS-31-2. 

 

En la Tabla 5 se observa el número total de muestras tomadas, así como el 
número de muestras positivas a la presencia de Metarhizium de cada sitio de 
muestreo. En los cuatro puntos de muestreo se encontró la presencia de aislados 
de Metarhizium. En “El Salto” fue donde se encontró la mayor cantidad de 
muestras positivas, posiblemente debido a la variación de microclimas en dicho 
sitio. 
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Tabla 5.  Total de muestras tomadas por sitio de muestreo en el área natural 
protegida “Las Siete Luminarias”. 

Sitio de muestreo Muestras tomadas Aislados positivos 

El Salto 37 23 

Hoya de Álvarez 26 8 

Hoya de Solís 34 8 

Rincón de Parangueo 36 5 

Total  133 44 

 

5.2. Caracterización morfológica de los aislados de Metarhizium 

La caracterización morfológica es importante para la identificación de 
Metarhizium, ya que con ésta se puede distinguir rápidamente entre los 
diferentes aislados con base a sus diferencias morfológicas entre colonias 
(pigmentación de la colonia, formación de anillos de conidiación, crecimiento de 
micelio, velocidad de crecimiento).  La luz es un factor importante para la 
conidiación ya que promueve un crecimiento mayor del hongo, así como una 
mayor producción de conidios (Onofre et al., 2001). 

 Para llevar a cabo la caracterización morfológica de la colonia de cada aislado 
de Metarhizium, se colocó una gota de 50 μL (1000 conidios) en el centro de la 
caja de Petri con medio PDA, las placas se incubaron a 26°C durante 15 días a 
una exposición de 16 h luz/ 8 h oscuridad. En la Figura 11 se muestran las 
características morfológicas de cada uno de los aislados.  

Los aislados que presentaron una mejor capacidad de conidiación fueron: ES-2, 
ES-6, ES-18-1, ES-18-4, ES-30, ES-37, HS-14, HS-22-4, HS-31-1, HS-31-2, 
RPV-3, RPV-10-1, RPV-10-2 y el aislado HA-11-2 en el cual se observan también 
sectores de micelio con poca conidiación. Los aislados que presentaron más 
micelio y poca conidiación fueron: ES-12-1, ES-18-2, ES-20-1 y HAB-9-1. 
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Figura 11. Crecimiento radial de los aislados de Metarhizium, mostrando sus 
características morfológicas.  
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Figura 11 (continuación). Crecimiento radial de los aislados de Metarhizium, 
mostrando sus características morfológicas. 
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Figura 11 (continuación). Crecimiento radial de los aislados de Metarhizium, 
mostrando sus características morfológicas. 

 

En la Figura 11 se observa que el aislado ES-12-2, a diferencia del ES-12-1 
presentó mejor capacidad para conidiar, además se observa la formación 
evidente de anillos de conidiación; este aislado destaca de todos los demás en 
relación con la formación de anillos de conidiación, los cuales también se 
observan en los aislados ES-18-3, ES-32, HS-14 y HS-22-3 pero de manera 
menos pronunciada.  

En relación a la velocidad de crecimiento: los aislados ES-6, ES-12-2, ES-14, 
ES-20-1, ES-20-2, ES-30, ES-32, ES-33, HAB-5, HA-14-1, HA-14-2, HS-22-3, 
HS-22-4, RPV-3 y RPV-19 en un periodo de incubación de 15 días cubrieron casi 
la totalidad de la caja Petri en comparación con el resto de los aislados, los 
cuales ocuparon un espacio menor en el mismo periodo de tiempo. 

Todas estas características que presentan cada uno de los aislados, son 
importantes ya que de esta manera se puede distinguir más fácilmente entre 
cada uno de ellos.  
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5.3. Caracterización molecular de los aislados de Metarhizium  

Para la caracterización molecular de cada uno de los aislados obtenidos, se 
realizó la extracción de DNA siguiendo el protocolo descrito por Sambrook y 
Russell (2001).  Para verificar la calidad del DNA obtenido se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Electroforesis en gel de agarosa (DNA cromosómico).  Carriles: 1) ES-
2, 2) ES-6, 3) HAB-5, 4) HAB-7, 5) HS-12, 6) HS-14, 7) RPV-3, 8) RPV-5. 

 

Una vez que se obtuvo el DNA cromosómico de cado uno de los aislados se 
realizó la amplificación de un fragmento del gen del Factor de Elongación 1α (EF-
1α), utilizando los oligonucleótidos EF1T/ EF2T específicos para el género 
Metarhizium como se indica en materiales y método. 

En la Figura 13 se muestra un gel representativo de agarosa al 1% teñido con 
SYBR Safe, en el que se observan los amplicones obtenidos en algunas de las 
muestras (aislados), mostrando una banda única del tamaño esperado para el 
EF-1α de 800 pb aproximadamente.  
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Figura 13. Amplificación del Fragmento del Factor de elongación 1α (EF-1α) de ≈ 
800 pb. M) Marcador de tamaño molecular; carriles: 1) ES-2, 2) ES-6, 3) HAB-5, 4) HAB-
7, 5) HS-12, 6) HS-14, 7) RPV-3, 8) RPV-5. 

 

Cuando se obtuvo el amplicón de cada uno de los aislados, se recuperaron los 
trozos de agarosa de los geles que contenían los amplicones y se procedió a 
purificarlos con el Kit Gen Elute™Gel Extraction. Una vez purificados los 
fragmentos se ligaron en el vector de mantenimiento pGEM®-T Easy. Posterior 
a la ligación en pGEM®-T Easy, se realizó la transformación a través de choque 
térmico en células competentes DH5α de E. coli, se rescataron las colonias 
blancas y se crecieron en medio selectivo para purificar los plásmidos 
recombinantes. La clonación de los fragmentos se comprobó por restricción con 
la enzima EcoRI, ya que el vector de mantenimiento pGEM®-T Easy tiene dos 
sitios de corte para EcoRI, los cuales flanquean el sitio de clonación, por lo que 
se esperaría que el tratamiento con enzimas libere el vector y el fragmento, de 
3000 y 800 pb respectivamente.        

En la Figura 14 se muestra un gel de agarosa donde se comprueba la liberación 
del fragmento de interés (800 pb) del EF-1α y el vector linearizado (3000 pb).  
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Figura 14. Comprobación de la ligación del fragmento de interés del EF-1α en el 
vector pGEM-T Easy, mediante corte enzimático con EcoRI. M) Marcador de tamaño 
molecular; carriles: 1) ES-2, 2) ES-6, 3) HAB-5, 4) HAB-7, 5) HS-12, 6) HS-14, 7) RPV-
3, 8) RPV-5. 

La presencia de la banda de 800 pb indica que los plásmidos contienen el 
fragmento de interés del gen EF-1α. Posteriormente los plásmidos se mandaron 

secuenciar por ambos extremos de las cadenas de DNA a la compañía Elim 
Biopharmaceuticals, Inc USA.  

Una vez que se obtuvieron las secuencias, éstas se analizaron por medio del 
paquete bioinformático Lasergen 14.0 de DNASTAR y los programas MEGA7 y 

Mr Bayes; se realizó un alineamiento múltiple de secuencias con el algoritmo 
MAFFT y en base a esto se realizó la inferencia filogenética empleando el 
método de máxima verosimilitud. 

Las secuencias obtenidas de los aislados se compararon con secuencias del gen 
EF-1α de Metarhizium ya reportadas por Bischoff en 2009, de esta manera se 
generó la construcción filogenética que se muestra en la Figura 15 (máxima 
verosimilitud), además se muestran los valores de bootstrap de los tres métodos 
estadísticos en el siguiente orden: máxima verosimilitud/máxima 
parsimonia/inferencia Bayesiana.  

Los resultados de la secuenciación y el análisis filogenético de las secuencias 
analizadas permitieron ubicar taxonómicamente 26 aislados dentro del clado de 
M. robertsii, 2 dentro del clado de M. anisopliae, 8 en el clado de M. brunneum y 
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3 aislados dentro del clado de M. guizhouense.  Para 3 de los aislados (ES-8-2, 
ES-12-1 y HAB-9-1) la información de la secuencia analizada no fue suficiente 
para poder emparentarlos con algunos de los clados ya reportados de 
Metarhizium; sin embargo, la rama terminal en la que se ubicaron estos 3 
aislados muestra un soporte de rama  (bootstrap) arriba de 98 % para los tres 
métodos, y se encuentra separada de las demás (indicada en la figura 15 con 
una flecha roja) por lo que se sugiere que podrían ser una nueva especie de 
Metarhizium.  

En la Figura 16 se muestra el porcentaje de identidad que existe entre los 
aislados pertenecientes a cada uno de los clados filogenéticos (diferencia de 
porcentaje de identidad entre especies), comparando algunos de los aislados 
obtenidos en este trabajo (en la matriz de distancias se colocó un aislado de 
cada clado) y cepas ya reportadas por Bischoff y colaboradores en 2009.   

A manera de ejemplo en la matriz de distancias de la figura se observa que en 
el análisis de la secuencia del aislado ES-8-2 (aislado que no logró ubicarse 
dentro de ningún grupo taxonómico ya reportado) existe un porcentaje de 
identidad de 98.7 % (de 10 a 11 pb de diferencia) con la cepa de ARSEF7929 
M. pingshaense y un 98.5 % (12 pb de diferencia) con la cepa de ARSEF7462 
M. robertsii. Los demás aislados que sí lograron clasificarse dentro de un clado 
taxonómico muestran una diferencia de 2-3 pb entre ellos, como por ejemplo el 
aislado ES-6 que se agrupó dentro del clado de M. anisopliae muestra un 
porcentaje de identidad de 99.7 % con la cepa ARSEF6347 M. anisopliae. 
Indicando que entre aislados que pertenecen al mismo clado existe una 
diferencia de entre 2 a 4 pb. 
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Figura 15. Análisis filogenético de un fragmento del gen (EF-1α) de los aislados 
obtenidos en este trabajo y las secuencias de las cepas reportadas por Bischoff 
y colaboradores en 2009. La historia evolutiva que se muestra fue inferida mediante el 
uso del método de máxima verosimilitud; el soporte nodal para el análisis (bootstrap) se 
muestra por encima de las ramas del árbol en el orden siguiente máxima 
verosimilitud/máxima parsimonia/inferencia bayesiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Porcentaje de identidad entre algunos de los aislados de Metrhizium.   

 

5.3.1. Distribución geográfica de los aislados obtenidos 

Se obtuvo un total de 44 aislados de Metarhizium de muestras tomadas de la 
rizósfera, en cuatro sitios localizados dentro del área natural protegida “Las Siete 
Luminarias”.  Un total de 23 aislados corresponden a El Salto, 8 a la Hoya de 
Álvarez, 8 a la Hoya de Solís y 5 de los aislados corresponden a Rincón de 
Parangueo.  

La distribución geográfica de las especies de Metarhizium es importante para 
conocer su biodiversidad; por esto se realizó una aproximación de la distribución 
de las especies identificadas en este estudio (Figura 17). 

En la tabla 6 se indica el número total de aislados de Metarhizium colectados en 
Las Siete Luminarias. En la zona de “El Salto” fue en donde se encontró el mayor 
número de aislados, además de mayor diversidad de especies de Metarhizium 
dentro de las cuales se encuentran M. robertsii, M. anisopliae, M. brunneum, M. 
guizhouense y dos aislados pertenecientes a una especie de Metarhizium 
(Metarhizium sp.), que no se agruparon con ninguna de las especies ya 

ES-6.seq M. anisopliae 
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reportadas (Figura 17, Tabla 6).  En La Hoya de Álvarez se encontraron 6 
aislados, 3 perteneciente a M. robertsii, 2 a M. guizhouense y un aislado de 
Metarhizium (Metarhizium sp.) así como 2 aislados los cuales su secuencia no 
fue analizada; en la Hoya de Solís se encontraron aislados pertenecientes a M. 
anisopliae, M. brunneum y M. robertsii; en cuanto a Rincón de Parangueo se 
aislaron únicamente especies de M. robertsii.   

De manera general se encontró un mayor número de especies pertenecientes a 
M. robertsii (26 aislados) y M. brunneum (8 aislados). 

Figura 17. Distribución geográfica de los Aislados de Metarhizium en la región 
Natural Protegida ¨ Las Siete Luminarias¨. Simbología: (  ) M. robertsii, (  ) M. 
anisopliae, (   ) M. brunneum, (   ) M. guizhouense, (   ) Metarhizium sp. 
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Tabla 6. Número total de aislados de Metarhizium spp. colectadas en “Las Siete 
Luminarias”. 

Para 2 de los aislados obtenidos (HAB-7, HA.14-2) su secuencia no fue 
analizada. 

5.4. Interacción de los aislados de Metarhizium con semillas de sorgo 
(in vitro)  

Con la finalidad de evaluar los efectos producidos por el hongo Metarhizium en 
una planta de interés agrícola (sorgo), se realizó la asociación del sorgo con los 
diferentes aislados de Metarhizium obtenidos en este trabajo (44) y con la cepa 
CARO19 (M. brunneum), la cual se utilizó como un control positivo dado los 
experimentos realizados por (Herrera Gutiérrez, 2016), además se utilizó un 
control negativo en donde únicamente se colocaron las semillas de sorgo; esta 
interacción se realizó bajo condiciones in vitro a 28°C en oscuridad total por un 
periodo de 10 días. Se colocaron 5 semillas de sorgo para cada ensayo individual 
de interacción en medio agar-agua y aproximadamente, a 2 cm de las semillas 
se inocularon los diferentes aislados de Metarhizium (se realizaron 5 repeticiones 
de cada ensayo).  
Los efectos que se observaron en la germinación no fueron significativos (no se 
observó diferencia en la germinación de las semillas interaccionando con los 
aislados de Metarhizium respecto al control sin interacción con el hongo); por tal 
motivo el porcentaje de germinación no fue evaluado. En la Figura 18 se 
muestran algunos aislados de Metarhizium así como el tratamiento control, en 
donde se observa que de las 5 semillas que se colocaron en el medio, las cinco 
germinaron. Sin embargo se puede observar que aunque no existió diferencia 
en la germinación de las semillas, a pesar de las condiciones mínimas en 
nutrientes del medio, los efectos en la mayor producción de masa vegetal son 
apreciables; por lo que se obtuvieron datos del peso fresco de las plántulas y 

Sitio de 
muestreo 

Metarhizium 
robertsii   

 

Metarhizium 
anisopliae  

 

Metarhizium 
brunneum   

 

Metarhizium 
guizhouense   

 

Metarhizium 
sp. 

 

Total 

El Salto 16 1 3 1 2 23 
Hoya de 
Álvarez 

3 --- --- 2 1 6 

Hoya de 
Solís 

2 1 5 --- --- 8 

Rincón de 
Parangueo 

5 --- --- --- --- 5 

Total 26 2 8 3 3 42 
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posteriormente fueron almacenadas a 50°C por 48 horas para determinar el peso 
seco (medida que expresa la cantidad de masa cuando no hay agua en la planta) 
por ensayo individual de cada uno de los tratamientos.     
En relación a los resultados analizados del peso fresco por la prueba de Kruskal-
Wallis mediante una comparación multiple, arrojan que existe una diferencia 
significativa respecto al tratamiento control en 10 de los aislados de Metarhizium 
(Figura 19).  
 

Figura 18. Crecimiento de semillas de sorgo en una interacción de 10 días con 
algunos aislados de Metarhizium en condiciones in vitro (28°C bajo oscuridad 
constante).  
 
 
El aislado HS-22-2 fue el que mayor peso fresco presento con una media de 0.39 
g. Sin embargo, aunque el análisis estadístico indica que no existen diferencias 
significativas en peso fresco para algunos de los aislados, la media de estos se 
encuentra por arriba del tratamiento control.  
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Figura 19. Gráfica de cajas y bigotes de peso fresco de plántulas de sorgo in vitro. 
Análisis estadístico con Prueba Kruskal-Wallis: H (45, N=1150)=59.71, p=<0.05. N= 25 
por tratamiento. Los aislados con (*) presentan diferencias significativas respecto al 
control. 
 
 
El peso seco indica la cantidad de biomasa de un cuerpo, para este caso el peso 
seco fue evaluado por cada tratamiento de plántulas individualmente. Entre 
mayor peso seco por tratamiento en las plántulas, hay mayor cantidad de 
carbohidratos, proteínas, minerales, vitaminas, entre otros. Por tal motivo se 
tomó en cuenta este parámetro para conocer si la planta se encuentra en mayor 
crecimiento de masa vegetal, cuando esta tiene una interacción con los 
diferentes aislados de Metarhizium.  
Los resultados analizados del peso seco por tratamiento individual bajo la prueba 
de Kruskal-Wallis por comparación multiple, indican diferencias significativas 
respecto al control en 41 de los 45 aislados de Metarhizium evaluados.  
En la Figura 20 se muestra la gráfica del peso seco del sorgo, las cajas de color 
verde representan los aislados de Metarhizium que resultaron significativos; los 
aislados ES-35-2 y HS-12 son los que muestran un mayor peso seco respecto 
al control con el doble de crecimiento en masa (200%). Sin embargo, aunque 
algunos otros aislados de Metarhizium no presenten un porcentaje de diferencia 
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tan alto como los dos antes mencionados, se encuentran arriba del control por 
ejemplo la cepa de CARO19 presenta un 68 % de peso mayor respecto al 
control.     

 
 

 

 
 

 

 
 
 
Figura 20. Gráfica de cajas y bigotes de peso seco de plántulas de sorgo in vitro. 
Análisis estadístico con Prueba Kruskal-Wallis: H (45, N=1150)=70.14, p=<0.05. N= 25 
por tratamiento. Los aislados con (*) presentan diferencias significativas respecto al 
control. 
  

5.5. Interacción de los aislados de Metarhizium con la planta de sorgo 
en condiciones semicontroladas (invernadero) 

 
Como ya se mencionó anteriormente Metarhizium es un hongo que persiste en 
los campos agrícolas y el sorgo presenta buena adaptabilidad y rendimientos 
para este ambiente, su utilización es fundamental para el consumo animal; se le 
ha clasificado como el quinto cereal de mayor importancia en el mundo 
aportando el 3% de la producción total (Dragún et al., 2010). Por lo que la 
interacción del sorgo con organismos persistentes en el suelo es de interés al 
campo agrícola.  
Los parámetros que se evaluaron en esta interacción, tienen el objetivo de 
observar los posibles efectos benéficos que puede proporcionar Metarhizium a 
la planta de sorgo en un ambiente similar a lo que se observa en campo 
(ambiente semicontrolado en invernadero).  
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El sorgo es un cereal de verano originario del continente africano y asiático, por 
lo que la siembra del grano se realizó durante verano (14 de julio-14 de agosto) 
en el invernadero II (interacciones bióticas) del Departamento de Biología de la 
División de Ciencias Naturales y Exactas; la temperatura dentro del invernadero 
oscilo entre 26.8°C a 45.1°C (durante el tiempo de incubación de las plantas). El 
procedimiento que se siguió para este ensayo se describe en la sección de 
materiales y métodos.  
Los aislados de Metarhizium que se utilizaron para estos ensayos fueron: 10 
aislados obtenidos en este trabajo, la cepa de CARO19 y se utilizaron dos 
tratamientos (con adherente en la semilla: carboximetilcelulosa y la semillas 
solas). En la Figura 21 se muestran las macetas con las plántulas de sorgo una 
vez concluida la interacción (30 días de interacción). En la Figura 22 se muestran 
plántulas representativas de la interacción del sorgo con los diferentes aislados 
de Metarhizium probados bajo esta condición, se observa que la raíz de las 
plantas en una interacción con el hongo presenta una mayor longitud en 
comparación con los controles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Macetas donde se desarrolló la interacción de aislados de Metarhizium 
con Sorghum bicolor en condiciones semicontroladas por 30 días.  
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Figura 22. Imagen de comparación de tamaño de las plántulas obtenidas de la 
interacción con los aislados de Metarhizium bajo condiciones semicontroladas. 
(Imágenes representativas). 
 
 

5.5.1. Efecto de los aislados de Metarhizium sobre la germinación 
de las semillas de sorgo en un ambiente semicontrolado 

 
En relación a la germinación de la semilla de sorgo se observó que la cantidad 
de plántulas que crecieron en el tratamiento control (semillas germinadas) fue 
mayor que las que se encontraban en una interacción con algunos de los 
aislados de Metarhizium (Figura 23); sin embargo, los resultados analizados del 
porcentaje de germinación bajo la prueba de Kruskal-Wallis por comparación 
multiple con el control, indican que no existe una diferencia significativa. 
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Figura 23. Gráfico de porcentaje de germinación de los aislados de Metarhizium. 
En verde se muestra el porcentaje de germinación del control con el que se hizo la 
comparación multiple (semilla sin adherente). Análisis estadístico con prueba Kruskal-
Wallis: H (12, N=624)=20.75, p=0.0542; N=48 por tratamiento. 
 
 

5.5.2. Efecto de los aislados de Metarhizium sobre la longitud de 
la raíz de las plántulas de sorgo en un ambiente 
semicontrolado  

 
Se analizó el efecto sobre la raíz de las plántulas de sorgo cuando estuvo en una 
interacción con los diferentes aislados de Metarhizium, ya que en este caso el 
sustrato (Peat Moss), es una condición totalmente diferente en comparación con 
el medio agar-agua bajo condiciones in vitro, el sustrato contiene diferentes 
nutrientes y brinda más espacio para el crecimiento.  
Los datos en relación a la longitud de la raíz se muestran en la Figura 24. En la 
gráfica se observa que el resultado de las interacciones presentó poco aumento 
de la longitud de la raíz, en las plantas de sorgo que estuvieron en una 
interacción con los diferentes aislados de Metarhizium; los aislados HAB-9-2 y 
HA-11-1, presentaron una diferencia significativa hacia abajo respecto al 
tratamiento control (semillas con el adherente). La cepa de CARO19 de M. 
brunneum fue la que presento mayor longitud de la raíz con un 111 % respecto 
al control, sin embargo este aumento no se afectó de manera significativa. 
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Sin embargo, es claro que existe un efecto en la longitud de la raíz de sorgo 
ejercido por el adherente (carboximetilcelulosa), ya que la longitud de las raíces 
del tratamiento de las semillas sin el adherente es un 40% menos que las del 
control (semilla con el adherente).  
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 24. Gráfica de cajas y bigotes de longitud de raíz de plántulas de sorgo 
sembradas en ambiente semicontrolado. Análisis estadístico con prueba Kruskal-
Wallis: H (12, N= 624)=107.8, p=0.0001; N=48 por tratamiento. Los aislados con (*) 
presentan diferencias significativas respecto al control. 
 

5.5.3. Efecto de los aislados de Metarhizium sobre la longitud 
total de la planta de sorgo en un ambiente semicontrolado 

 
Un parámetro importante a considerar es la longitud total de la planta, 
especialmente el tejido aéreo, ya que es la parte que se observa en el cultivo y 
de la cual se obtiene el producto final. Los resultados obtenidos de la interacción 
se muestran en las gráficas (A) Longitud de la plántula y (B) Longitud total de la 
planta (plántula y raíz) de la Figura 25.  
 
 
 



 

  
 

54 

FABIOLA DÁVILA BERUMEN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 25. Gráficas de cajas y bigotes de longitud de la plántula de sorgo (A) y la 
longitud total de la planta (B), sembradas en ambiente semicontrolado.  A) Análisis 
estadístico con Prueba Kruskal-Wallis H (12, N=624)=40.42, p=0.0001 y B) H (12, 
N=624)=89.76, P=0.0001. N=48 por tratamiento. Los aislados con (*) presentan 
diferencias significativas respecto al control. 
 
 
Como crecimiento de la plántula, existe un aumento de longitud de 103 % a 
113.44 % en plántulas que estuvieron en una interacción con los aislados de 
Metarhizium comparando estos datos respecto al control, existiendo diferencia 
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significativa únicamente en el aislado ES-35-2 que se muestra en la gráfica (A) 
de la Figura 25, aunque no existió diferencia significativa en el crecimiento de la 
longitud de la plántula con los demás aislados de Metarhizium probados, estos 
se encuentran parejo o por arriba del control.  
En la gráfica (B) de la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos de la 
longitud total de la planta de sorgo (plántula y raíz), en el análisis estadístico que 
se realizó, se indica que existe una diferencia significativa hacía abajo en el 
aislado HAB-9-2 y en el tratamiento con las semillas sin el adherente. 
 
Los resultados obtenidos del crecimiento de la longitud de las plantas de sorgo 
cuando se encuentran en interacción con los diferentes aislados de Metarhizium, 
nos indican que la longitud de la planta no se ve afectada de manera significativa; 
sin embargo, su longitud no se encuentra por debajo del tratamiento control 
(semilla con el adherente).  
 

5.5.4. Efecto de los aislados de Metarhizium sobre el peso seco 
de la planta de sorgo en un ambiente semicontrolado  

 
Un aspecto muy importante a evaluar es la cantidad de biomasa producida, 
debido que dependiendo de la cantidad de la misma se obtiene el alimento para 
el ganado (forraje).  
En la gráfica de la Figura 26 se muestra que el aislado HA-11-2 de M. 
guizhouense fue el que mayor peso seco mostró, teniendo una diferencia 
significativa con un 166.57 % más de peso seco respecto al control. Los aislados 
HA-11-1, HS-12 y ES-35-2 presentaron también una diferencia significativa, la 
biomasa total producida por la planta de sorgo en una interacción con dichos 
aislados se encuentra entre 148.86% a 155.14% mayor que el control; aunque 
la cepa CARO19 no tuvo una diferencia significativa, esta presentó un 116.97 % 
de producción de biomasa más que el tratamiento control. 
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Figura 26. Gráficas de cajas y bigotes del peso seco de las plántulas de sorgo 
sembradas en ambiente semicontrolado. Análisis estadístico con Prueba Kruskal-
Wallis: H (12, N=624)=78.34, p=0.0001; N=48 por tratamiento. Los aislados con (*) 
presentan diferencias significativas respecto al control. 
 
 

Los resultados obtenidos del crecimiento de peso seco de las plantas de sorgo 
cuando se encuentran en interacción con los diferentes aislados de Metarhizium, 
nos indican que la planta se ve afectada de alguna manera positivamente por 
Metarhizium, y que este efecto varía entre los aislados probados, comparándolo 
con el tratamiento control.  
 
 

5.6. Antagonismo de los aislados de Metarhizium a Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici en cultivo dual. 

 
El uso de fungicidas ha sido la principal estrategia de control adoptada contra las 
enfermedades en las plantas. Sin embargo, esta estrategia no es completamente 
eficaz en la prevención de las enfermedades, ya que existen numerosos riesgos 
ambientales, resistencia a los mismos, costos de producción y problemas de 
toxicidad asociados con los agroquímicos.  En este contexto el control biológico 
representa una alternativa eficaz para el manejo de enfermedades de plantas de 
importancia agrícola, que se basa en la capacidad de un organismo para inhibir 
el crecimiento de otro, en este caso un fitopatógeno (Whipps y Lumsden, 2001). 
 



 

  
 

57 

FABIOLA DÁVILA BERUMEN 

En el suelo existen diversos microorganismos con capacidad antagónica hacia 
fitopatógenos, uno de los más estudiado es el hongo Trichoderma; también 
existen reportes de especies de Metarhizium que han demostrado previamente 
actuar como antagonistas contra Fusarium oxysporum (Kang et al., 1996) y 
Fusarium solani (Sasan y Bidochka, 2013). Por todo lo anterior en el presente 
trabajo se evaluó, bajo condiciones in vitro, la actividad antagónica de los 44 
aislados obtenidos, así como de 7 aislados adicionales mencionados 
previamente en el apartado de material y métodos (SR19, XR2-3, LCP13, 
CARO4, CARO19, ARSEF7486 de M. acridum y ARSEF2575 de M. robertsii) 
sobre una cepa de Fusarium oxysporum.  

En una interacción de ambos hongos durante 16 dias (tiempo que tarda F. 
oxysporum en cubrir toda la placa (Figura 27)), bajo condiciones de fotoperiodo 
(16 horas luz/8 horas oscuridad) y oscuridad total, se realizaron ensayos con 51 
aislados de Metarhizium, se realizaron 6 repeticiones del ensayo. Los resultados 
muestran que 12 de éstos afectan el crecimiento del fitopatógeno bajo 
condiciones de fotoperiodo, mismo que se observa mediante la formación de una 
barrera de separación (zona de inhibición)  entre la colonia de Metarhizium y la 
de F. oxysporum (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Crecimiento de Fusarium oxysporum en condiciones de fotoperiodo y 
oscuridad total (16 dias de incubación). Área total de la placa= 50.26 cm2; el circulo 
negro indica donde fue inoculado el hongo. 

 

La Figura 28 muestra las imágenes más representativas de algunos de los 
aislados de Metarhizium en confrontación con F. oxysporum bajo condiciones de 
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fotoperiodo, en donde se agrupan los 3 aislados que presentaron un mayor 
efecto antagónico hacia F. oxysporum: HAB-9-2, HA-11-1 y HA-11-2, así como 
3 de los aislados que no mostraron el mismo efecto hacia este fitopatógeno.  
 Se observa que entre los aislados HAB-9-2, HA-11-1 y F. oxysporum en una 
interacción de 16 días se forma una zona de inhibición entre las colonias, en 
donde no existe una interacción de las hifas por parte de ninguno de los dos 
hongos; a diferencia de los aislados ES-8-2, ES-18-1 y la cepa de M. acridum 
(ARSEF-7486), en donde se observa claramente la interacción entre ambas 
colonias.  El número de estrellas rojas en las figuras indican el mejor aislado (3), 
(2) y (1) bajo cada condición. 
El aislado HA-11-2 bajo condiciones de fotoperiodo, en una confrontación con el 
fitopatógeno presentó poca interacción entre las hifas de ambos hongos; sin 
embargo, este aislado mostró ser uno de los tres mejores aislados bajo esta 
condición. 
Se determinó el área promedio (de las 6 repeticiones) ocupada por la barrera de 
inhibición que se formó entre los aislados de Metarhizium y F. oxysporum. En la 
Figura 29 se indican los datos obtenidos del área promedio ocupada por esta 
zona de inhibición, bajo condiciones de fotoperiodo para los 12 aislados de 
Metarhizium que presentaron este efecto. Bajo estas condiciones el aislado 
HAB-9-2 fue el que presentó una barrera de separación mayor (casi 4 cm2) como 
se indica en la Figura 29 (barra verde). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
 

59 

FABIOLA DÁVILA BERUMEN 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Ensayos de cultivo dual en placa de algunos aislados de Metarhizium y 
F. oxysporum a los 16 días de interacción bajo condiciones de fotoperiodo. (            ), 
(       ),  (    ): Aislados que mostraron mayor efecto antagonico hacia F. oxysporum.  
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Figura 29. Promedio del área ocupada por la zona de inhibición (halo) que se forma 
entre los aislados de Metarhizium y F. oxysporum en condiciones de fotoperiodo.  

Bajo condiciones de oscuridad total a diferencia de fotoperiodo, de los 51 
aislados que se probaron contra F. oxysporum, en 39 de ellos se observó que se 
formó una zona de inhibición de crecimiento cuando se encontraban en 
interacción con el hongo fitopatógeno. En la Figura 30 se presentan los 3 
aislados de Metarhizium resaltados con las estrellas rojas, los cuales son los 
mismos tres aislados que mejor efecto antagónico presentaron bajo condiciones 
de fotoperiodo, se observa claramente en la zona de acercamiento que no hubo 
contacto entre las hifas de ambos hongos en estos tres aislados.  
Las zonas de inhibición que se formaron en la interacción bajo condiciones de 
oscuridad total ocuparon un área mucho mayor en la placa que las que se 
formaron en condiciones de fotoperiodo (Figura 31). Bajo condiciones de 
oscuridad constante el aislado HA-11-2 fue el que formó una barrera de 
separación mayor, ocupando un área promedio en la placa de 7.19 cm2 (barra 
verde, Figura 31), seguido del aislado HA-11-1 (5.6 cm2), después el HAB-9-2 
(4.3 cm2); los demás aislados mostraron un área ocupada por esta zona de 
inhibición menor a 4 cm2.  
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Figura 30. Ensayos de cultivo dual en placa de algunos aislados de Metarhizium y 
F. oxysporum a los 16 días de interacción bajo condiciones de oscuridad total.                       
(        ), (     ), (  ): Aislados que mostraron mayor efecto antagónico hacia F. oxysporum.  
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Figura 31. Promedio del área ocupada por la zona de inhibición (halo) que se forma 
entre los aislados de Metarhizium y F. oxysporum en condiciones de oscuridad 
total.  

 

En condiciones de oscuridad total es más evidente y pronunciada la formación 
de una zona libre de crecimiento, lo cual es importante ya que la interacción de 
estos organismos se lleva a cabo en el suelo.       
Las placas se mantuvieron por 30 días después de la interacción a una 
temperatura de 4°C y en ninguna de ellas se observó que el hongo fitopatógeno 
siguiera colonizando, por lo que se sugiere que Metarhizium (principalmente 
estos tres aislados HA-11-2, HA-11-1 y HAB-9-2) actúa como un antagonista de 
crecimiento de F. oxysporum.  
 
Se determinó también el área ocupada por F. oxysporum y Metarhizium cuando 
estos se encontraban en una interacción uno con el otro, con la finalidad de 
determinar si existen diferencias significativas en la reducción del área del 
fitopatógeno cuando este se encuentra enfrentado con Metarhizium respecto a 
cuándo crece axénicamente, y viceversa cuando Metarhizium se encuentra 
enfrentado con F. oxysporum.  
Los resultados del área ocupada por el fitopatógeno, cuando este se encuentra 
en confrontación con los diferentes aislados de Metarhizium se indican la Figura 
32.   
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Figura 32. Área ocupada por F. oxysporum en un enfrentamiento (cultivo dual en 
placa) con los diferentes aislados de Metarhizium. A) Análisis estadístico con Prueba 
Kruskal-Wallis: H (13, N=84)=64.15, p=0.0001; B) prueba Kruskal-Wallis: H (39, 
N=240)=168.4, p=0.0001. N= 6 repeticiones por tratamiento. Los aislados con (*) 
presentan diferencias significativas respecto al control. 
  
 
En la gráfica A de la Figura 32 se presenta el área ocupada por F. oxysporum en 
un enfrentamiento con los aislados de Metarhizium bajo condiciones de 
fotoperiodo, se observa que en 6 de los aislados que formaron una zona de 
inhibición de crecimiento entre las colonias, también existe una reducción 
significativa del área ocupada por el fitopatógeno. Cuando el fitopatógeno se 
encontró creciendo con el aislado HA-14-2 (barra verde) fue en donde F. 
oxysporum ocupo un área menor (35 cm2) con diferencia significativa respecto 
al control (barra roja), seguida de los aislados HA-11-2 y ES-10 con un área de 
35.43 cm2 y 36 cm2 respectivamente (barras negras).   
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En relación a estos resultados bajo estas condiciones (fotoperiodo), si se 
correlacionan con el área ocupada por la zona de inhibición formada entre las 
colonias, los aislados HA-14-2 y ES-10 presentaron un área de esta zona mucho 
menor en comparación con el aislado HA-11-2 (ver Figura 29). 
 
En la gráfica B de la Figura 32 se presenta el área ocupada por F. oxysporum en 
un enfrentamiento con Metarhizium bajo condiciones de oscuridad, en donde 16 
de los aislados de Metarhizium lograron que el área del fitopatógeno se redujera 
significativamente en comparación con el tratamiento control (barra roja).  
Bajo estas condiciones de oscuridad, cuando F. oxysporum se encontró 
creciendo junto con el aislado RPV-19 (barra verde) fue en donde ocupo un área 
menor con 35.32 cm2 teniendo diferencia significativa respecto al control, 
siguiendo los aislados ES-12-2 y HA-11-2 con 35.79 cm2 y 36 cm2 
respectivamente (barras negras).  De igual manera si se compara el área 
ocupada por la zona de inhibición que se formó entre F. oxysporum y los aislados 
de Metarhizium RPV-19 y ES-12-2 en comparación con la que se formó con el 
aislado HA-11-2, esta es mucho menor que la que se forma con él HA-11-2 (ver 
Figura 31). 
Estos resultados son importantes, ya que nos indican que los tres aislados de 
Metarhizium (HA-11-2, HA-11-1 y HAB-9-2) en los que se presentó la mayor 
formación de la zona de inhibición de crecimiento entre las colonias de estos y 
la del fitopatógeno, también muestran que existe además una reducción 
significativa en el área que abarca el fitopatógeno.   
En relación al área que ocuparon los aislados de Metarhizium, cuando se 
encontraron en un enfrentamiento con F. oxysporum, se observó que existe una 
diferencia significativa en la reducción de su área cuando se encuentra creciendo 
con el fitopatógeno en comparación a cuando Metarhizium crece axénicamente 
(Figura 33).  Esto aparentemente es debido a la velocidad de crecimiento de F. 
oxysporum que es mayor que la de Metarhizium; ya que ambos hongos se 
inocularon al mismo tiempo y con igual concentración de conidios. 
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Figura 33. Área ocupada por Metarhizium en un enfrentamiento (cultivo dual en 
placa) con F. oxysporum. A) Análisis estadístico con Prueba Kruskal-Wallis: H (25, 
N=156), p=<0.05; B) prueba Kruskal-Wallis: H (77, N=468), p=<0.05. N= 6 repeticiones 
por tratamiento. Los aislados con (*) presentan diferencias significativas respecto al 
control. 
 
Tanto bajo condiciones de fotoperiodo como de oscuridad total, todos los aislado 
de Metarhizium redujeron su área cuando se encontraron en una confrontación 
con el fitopatógeno; sin embargo, el aislado HA-11-2 de M. guizhouense no 
presentó una reducción significativa del tamaño de su colonia cuando se 
encontró creciendo con el fitopatógeno a cuando creció axénicamente (bajo 
condiciones de fotoperiodo) (Figura 33 A, barra verde).  
 
Estos resultados, en conjunto indican que existe un antagonismo por parte de 
ambos hongos ya que el área de la colonia de ambos se ve afectada cuando 
estos crecen de manera dual. 
En este trabajo, se seleccionaron y se tomaron en cuenta para experimentos 
posteriores, los aislados en los cuales se observó una zona libre de crecimiento 
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entre las colonias, como ya se ha reportado en otros estudios en donde se evalúa 
la capacidad antagónica y se observa la formación de dicha zona (Sasan y 
Bidochka, 2013; Yun et al., 2017). 
 

5.7. Efecto de los metabolitos excretados por Metarhizium sobre 
F. oxysporum  

Con los ensayos de confrontación mediante la técnica de cultivo dual, se observó 
la formación de una zona de inhibición de crecimiento entre las colonias en 
algunos de los aislados, principalmente en condiciones de oscuridad constante; 
sin embargo, al encontrarse ambos hongos creciendo juntos los dos pueden 
activar mecanismos para defenderse uno del otro. Con el objetivo de evaluar 
más a detalle este efecto antagónico mostrado por parte de Metarhizium, se 
llevaron a cabo ensayos para probar el efecto de los metabolitos difusibles al 
medio por Metarhizium.  El procedimiento seguido para llevar a cabo este ensayo 
se indica en la sección de materiales y métodos. 

En la Figura 34 se muestran fotografías de las placas donde se cultivó F. 
oxysporum a los 14 días de ser expuesto a los metabolitos de cada uno de los 
aislados de Metarhizium (se realizó un quintuplicado por cada experimento 
individual). Se observó que el crecimiento del fitopatógeno fue reducido, cuando 
este se cultivó en el medio donde Metarhizium había sido crecido previamente, 
principalmente en los aislados HA-11-1 con un área de 2.1 cm2 y HA-11-2 con 
2.6 cm2 (Figura 35), esto se comparó con el control (F. oxysporum), el cual 
después de retirado el papel celofán se inoculó nuevamente y presento un área 
de crecimiento de 44.56 cm2. Se observa que en las placas donde anteriormente 
crecieron los aislados ES-8-2 y ES-11, se obtuvo un mayor desarrollo del 
fitopatógeno en comparación con los 2 antes mencionados. Estos resultados 
concuerdan con los resultados obtenidos en los ensayos de confrontación dual 
en placa; donde en los aislados que se observó una zona de inhibición mayor, 
mostraron una repercusión mayor en el desarrollo del fitopatógeno, en 
comparación con los aislados que no presentaron esta zona de inhibición de 
crecimiento en la placa.   

Esto sugiere que los metabolitos excretados al medio por parte de Metarhizium 
inhiben el crecimiento de F. oxysporum, ya que existe una diferencia de 
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crecimiento en comparación con el tratamiento control (medio donde se creció 
F. oxysporum, se retiró el celofán y se inoculo nuevamente F. oxysporum). 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. Efecto producido por los metabolitos solubles excretados al medio por 
Metarhizium sobre el fitopatógeno F. oxysporum. A) Control de F. oxysporum, a la 
izquierda se muestra el desarrollo del hongo a los 14 días (sobre el celofán); a la derecha 
se muestra el desarrollo del hongo 14 días después de retirado el celofán con el micelio. 
B) Desarrollo de F. oxysporum a los 14 días de ser expuesto a los metabolitos de cada 
uno de los aislados de Metarhizium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Área ocupada por F. oxysporum en los bioensayos con papel celofán. 
Eje de las Y (área en cm2 ocupada por F. oxysporum), eje de las X (medios donde se 
inoculo el fitopatógeno, donde anteriormente se crecieron cada uno de los aislados de 
Metarhizium). Análisis estadístico con Prueba Kruskal-Wallis: H (5, N=30)=25.91. N= 5 
repeticiones por experimento. El * indica diferencia significativa respecto al control con 
un valor de p=0.0001 (HA-11-1 y HA-11-2) y p=0.0079 (HAB-9-2 y ES-8-2). 
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Este experimento también fue realizado a la inversa, es decir que primeramente 
se inoculó sobre el papel celofán F. oxysporum y a los 14 días se retiró el papel 
celofán con el micelio del fitopatógeno, para posteriormente cultivar los aislados 
de Metarhizium sobre estos medios; sin embargo, se observó que en la mayoría 
de las placas de donde se había retirado el celofán, F. oxysporum logro traspasar 
el celofán y se observó crecimiento en las placas de cultivo. 

5.8. Efecto del antagonismo de Metarhizium hacia F. oxysporum in 
vitro e in planta (Sorghum bicolor) 

Una vez que comprobamos que varios de los aislados de Metarhizium 
presentaban un efecto de inhibición de crecimiento hacia el fitopatógeno 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en una interacción dual en placa, se 
planteó evaluar si este mismo efecto se presenta, pero ahora en una interacción 
con planta. Para esto se procedió a realizar una interacción tripartita entre la 
planta de sorgo - Metarhizium – Fusarium oxysporum.  

El aislado de Metarhizium que se utilizó para llevar a cabo esta interacción fue 
el aislado HA-11-2 de M. guizhouense, ya que fue el que mostró un efecto 
antagónico mayor, donde la zona libre de crecimiento llegó a ocupar un área de 
7.19 cm2, en condiciones de oscuridad total. La metodología que se siguió para 
realizar este experimento y los tratamientos que se utilizaron se describe en la 
sección de materiales y métodos.  

Transcurrido el tiempo de incubación de las placas (21 días) de cada uno de los 
tratamientos los resultados fueron los siguientes:  

Se presentó el mismo efecto mostrado en los ensayos de confrontación dual por 
parte del aislado HA-11-2 (M. guizhouense), en la Figura 36 A se puede observar 
que en el tratamiento en donde únicamente fue inoculado F. oxysporum se 
muestra cómo este fitopatógeno logra colonizar la planta de sorgo ( en 3 plantas 
de las cuatro que se evaluaron) a diferencia de lo que se observa en el 
tratamiento en el cual se inocularon ambos hongos (F. oxysporum – Metarhizium 
guizhouense: HA-11-2) (Figura 36 B) en donde no se observó que el fitopatógeno 
colonizara la planta como sucede en el tratamiento control (Figura 36 C). Con 
respecto al tratamiento en el cual únicamente se inoculó a la raíz de la planta 
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con Metarhizium guizhouense (HA-11-2) (Figura 36 D), se observó que se 
presentó mayor producción de raíces secundarias lo cual ya ha sido reportado 
en otros estudios (Herrera Gutiérrez, 2016). Estos resultados sugieren que 
Metarhizium actúa como un inhibidor de crecimiento de F. oxysporum. 

Por lo anterior, se realizó también una interacción tripartita (sorgo- F. oxysporum 
– Metarhizium guizhouense: HA-11-2) con los mismos tratamientos 
mencionados anteriormente, pero esta se llevó a cabo en condiciones 
semicontroladas (invernadero), la interacción se dejó incubando un periodo de 
tiempo de 30 días y la metodología que se siguió se menciona en el apartado de 
material y métodos. Para este caso únicamente se tomaron datos de un solo 
parámetro (peso seco total de la planta), ya que una vez concluida la interacción 
no se presentaron diferencias a simple vista con respecto a la longitud de raíz y 
tamaño de la plántula, como se puede observar en la Figura 37; además de que 
fue el único parámetro que se alteró significativamente en los experimentos 
realizados previamente (interacción de los aislados de Metarhizium con la planta 
de sorgo). 

Figura 36. Interacción tripartita (Sorghum bicolor – Metarhizium – Fusarium). A) 
Tratamiento en donde se inoculó únicamente F. oxysporum a la raíz; B) Tratamiento en 
donde se inocularon ambos hongos a la raíz (F. oxysporum – M. guizhouense: HA-11-
2); C) Tratamiento control; D) Tratamiento en donde se inoculó únicamente M. 
guizhouense (HA-11-2). 
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Figura 37. Imagen representativa de plantas de sorgo en una interacción tripartita 
bajo condiciones semicontroladas (invernadero). 

 

Para este ensayo se sembraron 16 semillas por maceta (se utilizaron 3 macetas 
por tratamiento), no todas las semillas germinaron, pero no existió diferencia 
respecto al control en relación a la germinación, por lo que se analizaron los 
datos en promedio del peso seco. Se realizó una comparación multiple mediante 
un ANOVA ordinario de una vía del peso seco total de la planta de los 3 
tratamientos con el tratamiento control, y los resultados se indican en la gráfica 
de la Figura 38; el peso seco de las plantas que se encontraban en una 
interacción únicamente con el hongo fitopatógeno F. oxysporum presentó 
diferencia significativa respecto al tratamiento control, con un promedio de peso 
seco de 0.135 g.  

 Se observa también, que los tratamientos en donde se inoculó únicamente el 
aislado HA-11-2 y el tratamiento en donde se inocularon ambos hongos (HA-11-
2 y F. oxysporum), no presentaron una diferencia significativa cuando estos se 
compararon con el tratamiento control. Lo que indica que Metarhizium está 
ejerciendo un efecto protector sobre la planta. 
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Figura 38. Gráfica de cajas y bigotes del peso seco total de las plantas de sorgo 
sembradas en un ambiente semicontrolado (interacción tripartita). Análisis 
estadístico con prueba (ANOVA de una vía) p=0.0001. N= 48 (por tratamiento). El (*) 
indica diferencia significativa respecto al control. 

 

5.9. Efecto del antagonismo de Metarhizium hacia F. oxysporum in 
planta (Solanum lycopersicum) 

Dado los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se decidió realizar 
una interacción tripartita empleando en este caso la planta de tomate (Solanum 
lycopersicum) y el aislado HA-11-2; con la finalidad de conocer los efectos 
producidos por la cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici en dicha planta cuando 
se encuentra en interacción con Metarhizium y la planta, ya que esta reportado 
que este fitopatógeno causa una de las enfermedades (marchitez vascular) de 
mayor importancia para este cultivo (Marlatt et al., 1996; Hernández et al., 2014). 

Los tratamientos con los que se trabajo fueron los siguientes: 1) control 
(unicamente las plantas de tomate), 2) HA-11-2 M. guizhouense (las raices de 
las plantas de tomate fueron inoculadas con 1000 µL de una solución de 1x107 

conidios/mL), 3) HA-11-2 y F. oxysporum (las raices de las plantas de tomate 
fueron inoculadas con 1000 µL de una solución de 1x107 conidios/mL de ambos 
hongos) y 4) F. oxysporum (las raices de las plantas de tomate fueron inoculadas 
con 1000 µL de una solución de 1x107 conidios/mL). El procedimiento que se 
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siguió para realizar este ensayo durante un periodo de tiempo de 50 días, se 
describe en la sección de materiales y métodos.    

Al concluir el periodo de incubación de esta interacción, las plantas de tomate no 
mostraron efectos aparentes por parte del fitopatógeno como son colonización a 
la planta o pudrición de raíz; lo que se observó fue que las plantas que se 
encontraron en interacción con F. oxysporum mostraron un leve marchitamiento 
en sus hojas (Figura 39 A); no en todas las plantas de este tratamiento se 
presentó este efecto. Se tomaron datos de la longitud tanto de raíz como de la 
plántula; además del peso seco, esto para cada uno de los tratamientos.  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 39. Imagen representativa de plantas de tomate en una interacción tripartita 
bajo condiciones semicontroladas (invernadero).  A) Comparación de tamaño de las 
plántulas; B) Comparación de tamaño del fruto.  

 

Los análisis estadístico (comparación multiple mediante la prueba de Kruskal-
Wallis) de los datos tomados con relación a estos parámetros arrojaron que no 
existió una diferencia significativa en longitud en ninguno de los tratamientos 
cuando estos se compararon con el tratamiento control (Figura 40).    

 Únicamente en la longitud de la raíz, las raíces de las plantas de tomate que se 
encontraban en interacción con el aislado de Metarhizium (HA-11-2) fueron las 
que presentaron mayor longitud, y según el análisis estadístico existe diferencia 
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significativa con un valor de p=0.0087 (caja verde, Figura 40 B).  

Sin embargo, aunque no se observó que el fitopatógeno afectara de manera 
negativa el crecimiento de la planta (longitud de la planta), se analizaron también 
los datos respecto al peso seco por separado: peso seco de la plántula, peso 
seco de la raíz, peso seco total de la planta y peso del tomate.  

Los resultados del análisis de estos datos mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 
indicaron que el peso seco de las plantas de tomate, las cuales fueron tratadas 
únicamente con F. oxysporum se vio significativamente reducido en comparación 
con el tratamiento control (Figura 40 D-F). La reducción del peso seco de la 
plántula fue significativo con un valor de p=0.0097, para la raíz con un valor de 
p=0.0002, para el peso seco total de la planta con un valor de p=0.0042. También 
se obtuvo un menor peso del fruto de tomate en las plantas tratas con el 
fitopatógeno, existiendo una diferencia significativa con un valor de p=0.0473 
(Figura 40 G). 

El tamaño del fruto fue claramente apreciable (Figura 39 B), el tratamiento con 
mayor cantidad de frutos obtenidos en el periodo de tiempo antes mencionado 
fue el tratamiento control, donde de 15 plántulas de tomate se obtuvieron 10 
frutos, siguiendo los tratamientos HA-11-2 y F. oxysporum – HA-11-2 con 8 y 7 
frutos respectivamente, finalmente el tratamiento en el cual se inoculó 
únicamente el fitopatógeno con 5 frutos; los cuales presentaron un tamaño 
menor como se aprecia en la figura. 

Estos resultados indican que F. oxysporum está afectando negativamente a la 
planta de tomate, y que al estar Metarhizium presente en la interacción del 
fitopatógeno con la planta este efecto negativo, en la reducción del peso seco de 
la planta es compensado; sugiriendo que el aislado de Metarhizium está 
ejerciendo un efecto protector hacia la planta. 
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Figura 40. Gráficas de cajas y bigotes de los diferentes parámetros evaluados de 
la planta de tomate que se encontró en una interacción tripartita bajo condiciones 
de invernadero. Análisis estadístico con Prueba Kruskal-Wallis; N= 15 plántulas por 
tratamiento. El (*) indica diferencia significativa respecto al control, con un valor de p= 
<0.05. 
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6. DISCUSIÓN 

Las relaciones simbióticas entre los microorganismos que se encuentran en la 
rizósfera y las plantas tienen un enorme impacto en los ecosistemas terrestres 
(Pedraza et al., 2010); entre estos microorganismos los hongos son cruciales 
para la salud de las plantas como antagonistas de patógenos y herbívoros; 
además de que facilitan la absorción de los nutrientes del suelo por las plantas 
(Fang y St. Leger 2010) y son un componente importante en la mayoría de los 
ecosistemas ya que desempeñan un papel clave en la regulación de las 
poblaciones de otros organismos como los insectos (principalmente los hongos 
entomopatógenos); entre estos, especies de Beauveria y Metarhizium son 
especialmente comunes como agentes de control biológico (Keller y 
Zimmerman, 1989). 
La diversidad de microorganismos benéficos, presenta una alternativa para 
mitigar el impacto ambiental negativo causado por el uso excesivo de productos 
químicos en los cultivos agrícolas, mediante el aprovechamiento de 
microorganismos promotores del crecimiento vegetal que incluyen tanto 
bacterias como hongos, los cuales se asocian de forma simbiótica con las raíces 
de las plantas, además de mantener la calidad de los suelos (Richardson et al., 
2009; Pedraza et al., 2010). La evaluación de esta diversidad genética de 
microorganismos rizosféricos y su caracterización en relación al aporte de 
nutrientes, producción de hormonas vegetales y capacidades antagónicas 
permiten la selección de los microorganismos eficientes para el sector 
productivo; además de que su aprovechamiento, mejora la calidad ambiental y 
producción sustentable de alimentos y biocombustibles, mediante un enfoque 
biológico e integrado principalmente basado en la importancia de esta diversidad 
(Giri et al., 2005; Richardson et al., 2009). 
 
Uno de los hongos entomopatógenos mas estudiados es Metarhizium, y el 
estudio de este género de hongos se enfocan principalmente en la capacidad de 
estos hongos para infectar insectos, lo cual ha promovido su uso como un agente 
de control biológico (Roberts y St. Leger, 2004); recientemente se reportó que 
este género de hongos es capaz de formar asociaciones con las raíces de las 
plantas (Hu y St. Leger, 2002; Garcia et al., 2011; Sasan y Bidochka, 2012; Liao 
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et al., 2014; Behie et al., 2015; Herrera Gutiérrez, 2016) y persistir en el suelo en 
una parte significativa de su ciclo de vida una vez que emerge de su insecto 
hospedero (Keller y Zimmerman, 1989). 
Metarhizium desempeña un papel ecológico importante en el ciclo de nutrientes 
del suelo, ya que se ha comprobado que transloca nitrógeno derivado del insecto 
que infecta hacia la planta, mientras que recíprocamente la planta le transfiere 
compuestos carbonados (Behie et al., 2012; Behie et al., 2017). 
 
El rol ecológico que ejerce el hongo Metarhizium es claramente de gran 
importancia; en este trabajo, nosotros logramos obtener un total de 44 aislados 
pertenecientes al género Metarhizium (equivalentes a un 21.8% de las muestras 
tomadas), mediante un medio selectivo para hongos entomopatógenos. En 
contraste con la mayor parte de los trabajos donde se realiza el aislamiento de 
hongos entomopatógenos, mediante el método de insectos cebo o insectos 
carnada (Zimmermann, 1986; Chandler et al., 1997; Bidochka et al., 1998; 
Steinwender et al., 2014); un ejemplo claro es un estudio realizado en el estado 
de Guanajuato por Pérez González y colaboradores en 2014; donde lograron 
obtener por el método de insecto cebo con (G. mellonella) 9 aislados de 
Metarhizium de 165 muestras, las cuales fueron tomadas de varias zonas 
agrícolas (sorgo y maíz). Además en España se realizó un trabajo similar en 
donde de 244 muestras tomadas de distintas zonas agrícolas, se obtuvieron 18 
aislados de hongos entomopatógenos del género Metarhizium (7.3%) (Quesada 
Moraga et al., 2007).  
Los resultados obtenidos en este trabajo, resaltan la eficacia del método de 
aislamiento utilizado, resaltando además que la zona de muestreo mantiene 
diversidad de microorganismos, debido probablemente a la poca actividad 
antropogénica; como lo indican diversos estudios, en donde se demuestra que 
diferentes manejos agrícolas modifican la estructura de las comunidades 
microbiológicas del suelo (Kennedy y Smith, 1995; García de Salamone et al., 
2006) 
 
En una investigación realizada en Dinamarca en el 2015 por Steinwender et al., 
2015, en la cual evaluaron la presencia de especies de Metarhizium en cultivos 
comunes del sitio, se demostró que este género de hongos se encuentra 
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asociado a raíces de diferentes plantas ya que no se encontró ninguna 
asociación específica con un determinado cultivo. Dado este antecedente, en 
este trabajo no consideramos relacionar el tipo de plantas presentes en las zonas 
de colecta.  
Los 44 aislados obtenidos fueron caracterizados morfológicamente y 
molecularmente, tomando en cuenta lo reportado por Bischoff et al., 2009 y 
Luangsa-ard et al., 2017. Se demostró que existe variabilidad de especies en los 
4 sitios muestreados, principalmente en la zona de El Salto, donde se encontró 
la mayor biodiversidad de especies, con 4 especies encontradas (M. robertsii, M. 
anisopliae, M. brunneum, M. guizhouense). En la Hoya de Álvarez se obtuvieron 
aislados pertenecientes a M. robertsii, M. guizhouense; con respecto a Hoya de 
Solís se obtuvieron aislados pertenecientes a M. anisopliae, M. robertsii y M. 
brunneum. En Rincón de Parangueo únicamente se encontraron aislados 
pertenecientes a M. robertsii. De manera general se lograron obtener mayor 
cantidad de aislados pertenecientes a M. robertsii, lo que indica que esta especie 
pudiera estar mejor adaptada a las condiciones y características que presenta 
esta región en la parte sur de Guanajuato.  
Tres de los aislados obtenidos se agruparon dentro de un clado, el cual se 
encuentra fuera de los ya reportados en la base de datos; lo cual podría indicar 
que se trate de una nueva especie de Metarhizium (ver Figura 15). 
En este trabajo presentamos evidencia de que existe una gran biodiversidad en 
los aislados obtenidos, ya que ninguna de las secuencias analizadas del 
fragmento del gen (EF-1 α) de los aislados mostraron una identidad de 100%.  

Como ya se mencionó anteriormente Metarhizium actúa como promotor del 
crecimiento vegetal (Sasan y Bidochka, 2012); por lo que realizamos una 
interacción entre diferentes aislados de Metarhizium con la planta de sorgo, con 
la finalidad de evaluar la promoción del crecimiento por parte de Metarhizium. 
Los parámetros medidos durante nuestros ensayos, nos permitieron determinar 
el desarrollo en la planta de sorgo cuando esta se encontró en una interacción 
con el hongo.    Los datos obtenidos durante la interacción Metarhizium-sorgo en 
condiciones in vitro y condiciones semicontroladas en invernadero, arrojaron que 
no existe una diferencia significativa con respecto a la germinación en ninguno 
de los aislados probados a diferencia de lo reportado por Herrara Gutiérrez 
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(2016) en relación a este parámetro; sin embargo, el periodo del año en el que 
se llevó acabo el experimento, el método de esterilización de la semilla, el 
sustrato utilizado y el modo de aplicación del hongo en la planta para estos 
ensayos fue diferente al trabajo antes mencionado. Se ha demostrado además, 
que la composición, las condiciones y la estructura del suelo son factores 
importantes que influencian el crecimiento de las plantas (Jin et al., 2017).  

Se demostró que los aislados de Metarhizium inducen un incremento en el peso 
seco de la planta, esto es importante ya que se resume en un incremento de la 
biomasa para la producción de sorgo; bajo condiciones in vitro los aislados ES-
35-2 de M. robertsii y HS-12 de M. brunneum presentaron un 200% de 
crecimiento en masa en comparación con el tratamiento control. En condiciones 
semicontroladas en invernadero, de 11 aislados que se evaluaron el aislado HA-
11-2 de M. guizhouense fue con el cual se obtuvo un mayor peso seco 
(166.57%), seguido de los aislados HA-11-1 de M. guizhouense y HS-12 de M. 
brunneum con un 155.14% y 148.86% respectivamente.  Aunque en este trabajo 
no se presentaron diferencias significativas en relación a la longitud de raíz y 
tamaño total de la planta, la mayoría de los aislados mostraron estar por arriba 
del tratamiento control; en trabajos similares donde evalúan la promoción de 
crecimiento vegetal, se observan diferentes efectos en la planta de maíz por 
parte de distintas especies de Metarhizium; en donde se observó que en M. 
brunneum se presentan mejores resultados en promoción de crecimiento de la 
planta (Liao et al., 2014), lo cual concuerda con los resultados de este trabajo en 
donde las especies de M. guizhouense y M. brunneum son las que mayor 
promoción de crecimiento presentaron. Por lo que las diferencias de crecimiento 
en las plantas con los diferentes aislados de Metarhizium, provoca respuestas 
distintas en la planta dependiendo del aislado con el que esta interactúe.   

  La producción de cultivos está constantemente bajo presión de varios 
organismos dañinos, incluyendo patógenos de plantas y plagas de artrópodos; 
la forma tradicional para el control de las enfermedades de fitopatógenos en los 
cultivos es la aplicación de productos químicos como los fungicidas (Campbell, 
1989); sin embargo, en este contexto el control biológico puede ser una 
alternativa eficiente. Hasta el momento son pocos los reportes que describen el 
posible efecto antagónico por parte de Metarhizium hacia patógenos de plantas; 
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por lo que en este estudio, además de evaluar la capacidad para promoción de 
crecimiento por parte de Metarhizium, también se evaluó el potencial de los 
aislados de Metarhizium obtenidos en este trabajo como posibles antagonistas 
hacia el fitopatógeno F. oxysporum f. sp. lycopersici. 
 
Se observó que de los 51 aislados de Metarhizium probados contra F. oxysporum 
tanto en condiciones de fotoperiodo como en oscuridad total, bajo estas últimas 
Metarhizium presentó un mayor efecto antagónico hacia el fitopatógeno; en 
donde 39 de los aislados mostraron la delimitación del crecimiento entre ambos 
hongos, de los cuales destaca el aislado HA-11-2 de M. guizhouense ya que 
presentó una zona de inhibición de crecimiento muy marcada y con una área 
mayor al de los demás (ver Figuras 30 y 31).  
 No existen hasta el momento estudios en los que se haya evaluado el papel 
antagónico de Metarhizium bajo condiciones de oscuridad total; nuestros 
resultados sugieren que el mayor efecto antagónico observado por parte del 
aislado HA-11-2 de M. guizhouense en oscuridad, pudiera deberse a que las 
interacciones de manera natural se llevan a cabo en la rizósfera (oscuridad).  
Se sugiere además, que el metabolismo del hongo cambia y que pudiera estar 
produciendo metabolitos diferentes o en mayores concentraciones bajo 
condiciones de oscuridad constante respecto a fotoperiodo (Dunlap, 2006). 
En una investigación realizada por Sasan y Bidochka en 2013 se reportó que M. 
robertsii mostró tener un efecto antagónico hacia el patógeno de frijol Fusarium 
solani, brindando protección a las raíces del frijol; sin embargo, en nuestro 
trabajo un aislado perteneciente a M. guizhouense fue el que mostró un mayor 
efecto antagónico hacia F. oxysporum, esto indica que no existe una relación del 
potencial antagónico con respecto a las especies de Metarhizium, ya que 
también existen un reporte en donde M. brunneum en conjunto con el 
micoparásito Clonostachys rosea en semillas de trigo resultó en una reducción 
significativa de crecimiento del fitopatógeno Fusarium culmorum (Keyser et al., 
2015). Esto sugiere que en el sitio de donde fue aislada la cepa de M. 
guizhouense, ésta se pudiera haber encontrado de manera natural en contacto 
con organismos fitopatógenos por lo que desarrolló mecanismos de defensa 
hacia estos, lo cual se correlaciona con que los tres aislados que mostraron tener 
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un mayor efecto antagónico hacia F. oxysporum, fueron aislados dentro del 
mismo sitio. 
Con base en estos resultados obtenidos en una confrontación dual en placa de 
Metarhizium con F. oxysporum, se realizó un ensayo en el cual se evaluó el 
efecto de los metabolitos difusibles de Metarhizium sobre el desarrollo del 
fitopatógeno; en donde se determinó que los metabolitos excretados al medio 
por Metarhizium repercuten en el desarrollo de F. oxysporum. Se observó que, 
en el medio donde previamente se habían cultivado los 3 aislados que formaron 
una mayor barrera de separación en las confrontaciones en placa, fue en donde 
el desarrollo del fitopatógeno se vio mayormente afectado, en comparación con 
los aislados que no formaron una zona de inhibición entre las colonias de ambos 
hongos en los experimentos de confrontación, como ya se ha visto en otros 
estudios (Pérez López et al., 2008).  
Se estudió además el efecto protector de Metarhizium pero ahora en una 
interacción tripartita (en placa dividida), incluyendo plantas de sorgo. En este 
ensayo se observó que el aislado HA-11-2 de M. guizhouense logró inhibir la 
colonización del fitopatógeno F. oxysporum en la planta del sorgo. Este efecto 
protector se muestra en la Figura 36, en donde en el tratamiento que se 
inocularon ambos hongos en la raíz del sorgo se muestra que el fitopatógeno no 
colonizó la planta, a diferencia de lo observado en el tratamiento en donde se 
inoculó únicamente el fitopatógeno. Además también, se realizó una interacción 
tripartita en condiciones semicontroladas a nivel invernadero, esta asociación se 
hizo incluyendo plantas de sorgo y tomate.  
En relación al sorgo, en su interacción con F. oxysporum se observó una 
disminución en el peso seco total de la planta (ver Figura 38); de igual manera 
con la planta de tomate existió una disminución tanto en el peso seco total de la 
planta como en el peso del fruto (ver Figura 40).  
Generalmente la pudrición de raíz es uno de los síntomas causados por especies 
de Fusarium, en los resultados obtenidos en este trabajo no se observó pudrición 
de raíz de la planta; sin embargo, también se han reportado síntomas en el tallo, 
cotiledones y hojas (Herrera et al., 2011; Avelar-Mejía et al., 2011).  

Existen reportes de una reducción significativa en el peso seco causados por F. 
oxysporum en cultivares de sorgo (65%), remolacha del azúcar (71%) y melón 
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dulce “cucumis” (80%) (Caesar et al., 1999); también en cártamo “Carthamus 
tinctorius” por F. solani con una reducción de peso seco de 72% en comparación 
al control, así como en 3 especies de pasto con porcentajes de arriba del 50% 
en reducción de peso seco más que el control (Caesar et al., 1999).   Además, 
también se tiene un estudio en el cual se determinó la agresividad de diferentes 
especies de Fusarium que causan la pudrición de raíz en soya, en donde se 
estimaron los efectos de infección de raíz en condiciones de invernadero; en este 
estudio se presentaron efectos perjudiciales en las características de desarrollo 
de la raíz, en donde se observaron principalmente reducciones significativas en 
el peso seco de la raíz, volumen total de raíz y superficie de la raíz, esto cuando 
las plantas fueron inoculadas con varias especies de Fusarium, entre estas F. 
oxysporum en comparación con las no inoculadas (Arias et al., 2013).    

Se conoce que el tomate es una de las hortalizas que mayormente se cultivan 
en México por la superficie explotada y la generación de empleos (Karkachi et 
al., 2010); recientemente la superficie dedicada a este cultivo ha disminuido 
gradualmente, debido a diversos factores entre ellos la incidencia creciente de 
enfermedades radiculares (Carrillo et al., 2003). Una de las enfermedades más 
importantes de tomate es el marchitamiento vascular, causado por F. oxysporum 
f. sp. lycopersici (Karkachi et al., 2010); ya que puede causar pérdidas 
económicas importantes, debido a la baja producción del cultivo. En un trabajo 
realizado en 2014, se reportó que F. oxysporum f. sp. lycopersici afecto 
significativamente el peso seco de las raíces, hojas, tallo y peso seco total de 
plantas de tomate veriedad Saladette P-083-SVA (Vázquez, 2014). 

Nuestros resultados indican que F. oxysporum afecta negativamente tanto a la 
planta de sorgo como de tomate, causando una disminución en el peso seco de 
las mismas y que, el aislado HA-11-2 de M. guizhouense protege a las plantas 
del daño en su desarrollo por el fitopatógeno F. oxysporum. 

 Actualmente no se conoce el mecanismo mediante el cual Metarhizium protege 
a las plantas de los fitopatógenos, existen estudios que sugieren que un 
metabolito soluble extracelular pudiera estar implicado (Sasan y Bidochka, 
2013). La actividad de Metarhizium como antagonista de patógenos de plantas 
pudiera estar también relacionada con la producción de enzimas hidrolíticas, 
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tales como quitinasas, glucanasas y proteasas; las cuales son consideradas 
importantes en la lisis de pared celular de hongos.   

En general los antagonistas no tienen un único modo de acción y la multiplicidad 
de éstos es una característica importante para su selección como agentes de 
control biológico (Fernández, 2001). 

En los resultados de la interacción de los distintos aislados de Metarhizium, con 
la planta de sorgo para evaluar la promoción de crecimiento, se obtuvo que el 
aislado HA-11-2 promueve el crecimiento de la planta de sorgo con un 
incremento de biomasa de la misma, existiendo una diferencia significativa en el 
peso seco con un 154 % más de peso en comparación con el tratamiento control 
(semilla sin el adherente) (ver Figura 26), este efecto no se observa en el 
experimento de la interacción tripartita con la planta de sorgo, ya que el 
tratamiento control y el tratamiento en donde únicamente fue inoculado el aislado 
HA-11-2 no presentan una diferencia de peso seco entre ellos (ver Figura 37).  

Este resultado posiblemente se deba a que ambos experimentos fueron 
realizados en fechas diferentes con una diferencia de 15 días uno del otro. Las 
interacciones realizadas para evaluar la promoción de crecimiento en sorgo se 
llevaron a cabo del 14 de julio al 14 de agosto, con una temperatura dentro del 
invernadero oscilando de 26.8°C a 45.1°C y el experimento de las interacciones 
tripartitas en sorgo se realizó del 01 de agosto al 30 de agosto, dentro de este 
periodo el clima presento variación bajando la temperatura oscilando entre 
19.3°C a 32 °C; esta reportado que condiciones de temperatura baja (inferiores 
a 20°C) afectan negativamente la germinación y crecimiento de sorgo, 
reduciendo la producción de biomasa y su rendimiento  (Franks et al., 2006; 
Maulana y Tesso, 2013). Además, de que el método de inoculación del hongo 
en la planta se aplicó de manera distinta, para el primer experimento se utilizó 
un adherente y para el experimento de interacción tripartita se inoculó a la semilla 
directamente en la tierra.   

Los resultados de este trabajo indican en un principio que la caracterización de 
los aislados de Metarhizium es muy importante, ya que nos proporciona la 
información sobre cuál es la especie con la que se está trabajando y de esta 
manera poder conjuntar estos datos con otras características de la especie como 
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su velocidad de crecimiento, sus características morfológicas, su capacidad 
antagónica hacia fitopatógenos, para así poder seleccionar las cepas que 
cuenten con las características deseadas para poder ser utilizadas como 
biocontrolador o biofertilizantes.  
 
Uno de los factores que permiten alcanzar una mayor competitividad en el campo 
agrícola es la reducción del uso de agroquímicos, la sustitución parcial o total de 
estos por microorganismos o la modificación de los componentes de la rizósfera 
mediante la ingeniería, son alternativas prometedoras para lograr una 
producción sostenible y mejorar la calidad del suelo y los cultivos (Pedraza et al., 
2010; Dessaux et al., 2016).   
 
Este trabajo nos proporciona datos importantes sobre las características del 
género Metarhizium en su ecosistema, además de que se resalta la importancia 
de aplicar y aprovechar los microorganismos autóctonos para fines de su uso en 
la agricultura, como es el caso de la cepa HA-11-2 de M. guizhouense, la cual 
tiene la capacidad de promover el crecimiento en plantas y ser antagonista de 
hongos fitopatógenos. 
.   
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7. CONCLUSIONES 

x El sur del estado de Guanajuato cuenta con una gran diversidad del hongo 
Metarhizium, ya que se obtuvieron un total de 44 aislados distinto; de los 
cuales 26 corresponden a M. robertsii, 8 a M. brunneum, 3 a M. 
guizhouense y 2 pertenecientes a M. anisopliae. 
 

x Tres aislados se agruparon dentro de un mismo clado, este clado mostró 
estar fuera de los ya reportados en la base de datos; por lo que podría 
considerarse que estos tres aislados pertenecen a una nueva especie.   
 

x Cuarenta de los aislados de Metarhizium, tienen la capacidad de 
promoción de crecimiento en la planta de sorgo; reflejándose 
principalmente en la biomasa total producida, siendo bajo condiciones in 
vitro las especies de M. robertsii y M. brunneum las que mostraron 
mejores resultados; y bajo condiciones semicontroladas en invernadero 
M. guizhouense y M. brunneum. 
 

x La capacidad antagónica se vio mayormente reflejada bajo condiciones 
de oscuridad, donde 35 de los aislados de Metarhizium obtenidos en este 
trabajo, mostraron un efecto antagonista hacia F. oxysporum; siendo el 
aislado HA-11-2 el que mayor efecto presentó; sugiriendo que este 
aislado secreta metabolitos difusibles que repercuten en el desarrollo del 
fitopatógeno. 
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8. PERSPECTIVAS 

x Realizar ensayos bajo condiciones semicontroladas (invernadero) en 
diferentes plantas de interés agrícola con los aislados obtenidos en este 
trabajo, con la finalidad de probar el efecto que tengan en la promoción 
del crecimiento. 
 

x Evaluar el efecto antagónico de los aislados contra otros organismos 
fitopatógenos de importancia en la región. 
 

x Evaluar la compatibilidad de los aislados con los principales agroquímicos 
utilizados en campo con el fin de poder implementar estrategias de 
manejo integrado. 
 

x Determinar si los aislados de Metarhizium obtenidos en este trabajo tienen 
la capacidad de producir alguna fitohormona. 
 

x Probar la capacidad patogénica de los aislados hacia insectos plaga. 
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ANEXOS 

Tabla 7. Lista de aislados obtenidos en este trabajo. 

 

Aislado Especie Lugar donde se aisló 

Promueve el 
crecimiento 

de sorgo 

(in vitro) 

Formo zona de inhibición 
de crecimiento en una 

interacción con F. 
oxysporum 

Fotoperiodo Oscuridad 

1 ES-2 M. robertsii El Salto No No Si 

2 ES-6 M. anisopliae El Salto Si Si Si 

3 ES-8-1 M. brunneum El Salto Si No No 

4 ES-8-2 Metarhizium sp. El Salto No No No 

5 ES-10 M. robertsii El Salto Si  Si Si 

6 ES-11 M. brunneum El Salto Si No Si 

7 ES-12-1 Metarhizium sp. El Salto Si Si Si 

8 ES-12-2 M. robertsii El Salto Si No Si 

9 ES-14 M. robertsii El Salto Si No Si 

10 ES-15 M. robertsii El Salto Si  No Si 

11 ES-16 M. robertsii El Salto Si No Si 

12 ES-18-1 M. robertsii El Salto Si No No 

13 ES-18-2 M. guizhouense El Salto Si  No Si 

14 ES-18-3 M. robertsii El Salto Si No Si 

15 ES-18-4 M. brunneum El Salto Si No Si 

16 ES-20-1 M. robertsii El Salto No No No 

17 ES-20-2 M. robertsii El Salto Si No Si 

18 ES-30 M. robertsii El Salto Si No Si 

19 ES-32 M. robertsii El Salto Si No Si 

20 ES-33 M. robertsii El Salto Si No Si 

21 ES-35-1 M. robertsii El Salto Si No Si 

22 ES-35-2 M. robertsii El Salto Si           Si No Si 

23 ES-37 M. robertsii El Salto Si           Si No Si 

24 HAB-5 M. robertsii Hoya de Álvarez Si No Si 

25 HAB-7 * No se analizó su 
secuencia 

Hoya de Álvarez Si No No 

26 HAB-9-1 Metarhizium sp. Hoya de Álvarez Si No No 

27 HAB-9-2 M. robertsii Hoya de Álvarez Si           Si Si * Si * 
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28 HA-11-1 M. guizhouense Hoya de Álvarez Si           Si Si * Si * 

29 HA-11-2 M. guizhouense Hoya de Álvarez Si           Si Si * Si * 

30 HA-14-1 M. robertsii Hoya de Álvarez Si Si Si 

31 HA-14-2 * No se analizó su 
secuencia 

Hoya de Álvarez No Si Si 

32 HS-12 M. brunneum Hoya de Solís Si           Si No Si 

33 HS-14 M. anisopliae Hoya de Solís Si No Si 

34 HS-22-1 M. brunneum Hoya de Solís Si No Si 

35 HS-22-2 M. brunneum Hoya de Solís Si No No 

36 HS-22-3 M. robertsii Hoya de Solís Si No Si 

37 HS-22-4 M. robertsii Hoya de Solís Si No Si 

38 HS-31-1 M. brunneum Hoya de Solís Si No Si 

39 HS-31-2 M. brunneum Hoya de Solís Si No No 

40 RPV-3 M. robertsii Rincón de Parangueo Si No No 

41 RPV-5 M. robertsii Rincón de Parangueo Si No Si 

42 RPV-10-1 M. robertsii Rincón de Parangueo Si Si Si 

43 RPV-10-2 M. robertsii Rincón de Parangueo Si Si                     Si 

44 RPV-19 M. robertsii Rincón de Parangueo Si          Si No Si 

45 ARSEF7486 M. acridum Insecto Ornithacris cavroisi No se evaluó No No 

46 ARSEF2575 M. robertsii Insecto Curculio caryae No se evaluó No Si 

47 CARO4 M. robertsii Insecto Phyllophaga ravida No se evaluó No Si 

48 CARO19 M. brunneum Insecto Gerageus senilis Si  No Si 

49 SR19 M. pingshaense Santa Rosa No se evaluó Si No 

50 LCP13 M. palomense Las Palomas No se evaluó No No 

51 XR2-3 Metarhizium sp. Zona núcleo de Xichú No se evaluó 
in vitro       Si Si Si 

Los datos sobre la promoción de crecimiento de sorgo in vitro (en esta tabla) se basan 
en relación al peso seco total de la planta. Los aislados en la tabla resaltados en color 
salmón son aislados pertenecientes a la colección del Laboratorio de Genética 
Molecular de Hongos de la Universidad de Guanajuato.   

 

 

 

Se probó también en condiciones semicontroladas en invernadero. 

Aislados que mostraron una mayor barrera de separación en una 
interacción con F. oxysporum. 

* 


