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Resumen

Metarhizium es uno patégeno de insectos ubicuo, simbionte de plantas, endofitico y
micorriza competente. En este trabajo evaluamos 10 genes de Metarhizium en diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno que se pueden encontrar en los exudados de las raices
de las plantas. Los resultados por RT-PCR muestran la regulacion de los genes
seleccionados, algunos estan regulados por carbohidratos especificos o fuente de
nitrégeno.

Abstract

Metarhizium is one ubiquitous insect pathogens and plant symbionts, endophytic and
mycorrhiza competent. We evaluated 10 genes of Metarhizium in diferents carbon and
nitrogen sources that can be find in plant root exudates. RT-PCR showed the regulation
of the genes selected, some are regulated for specific carbohydrates or nitrogen source.
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INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo diverso de
organismos eucariotas, pueden vivir como
saprofitos o como pardsitos de plantas o
animales. Estos se clasifican en cinco
subdivisiones muy importantes y éstas
reflejan la evoluciébn de su biologia. Por
ejemplo, especies del género
Coelomomyces y Lagenidium (subdivision
Mastigomcotina) son acuaticos y producen
zoosporas moviles, mientras que los
miembros del género Metarhizium vy
Beauveria (subdivision Deuteromycotina)
son terrestres diseminandose por la
formacién de conidios [1].

Metarhizium

Metarhizium es un género de hongos
ascomicetos (Hypocreales: Clavicipitaceae)
clasificado como entomopatégeno-
micorrizico y esto se debe a que existe una
simbiosis mutualista del hongo con las
plantas la cual estimula el crecimiento de las
raices y translocacion de nutrientes para
ambos organismos [2].

Asociacion de Metarhizium con Sorghum

Esta reportado que el género Metarhizium,
tiene la capacidad de asociarse
endofiticamente y traslocar nitrdgeno a las
plantas proveniente de insectos, tanto en
plantas monocotiledoneas y dicotiledéneas

(3]

En nuestro grupo de trabajo, Herrera
Gutiérrez (2016) realizé interacciones con
varios aislados del hongo Metarhizium y la
planta Sorghum vulgare, concluyendo que la
asociacion realizada resulta beneficiosa.
Observando en plantulas de sorgo hasta un
92.2% mas de crecimiento y 300% mas de
germinacion en una interaccion de 10 dias
en condiciones in vitro, asi como un 341%
mas de crecimiento y 525% mas de
germinacion en condiciones
semicontroladas de invernadero, siendo la
cepa CARO19 la tuvo un mayor efecto en
las plantas de sorgo.

En este trabajo con la finalidad de conocer
mas sobre la asociacién de la planta S.
vulgare y la cepa CARO19 de Metarhizium,
se decidio analizar el nivel de expresion de
genes del hongo Metarhizium con diferentes
nutrientes los cuales estan presentes en los
exudados de las plantas, los genes a
analizar estan implicados en diferentes
procesos como la trasferencia de
aminoacidos, adhesion, defensa y sintesis
de aminoacidos (tabla 1).

MATERIALES Y METODOS

Mediante un andlisis  bioinformatico
utiizando el sitio de National Center for
Biotechnology Information se determinaron
los genes que serian estudiados para la
cepa CARO19, a partir de dicho estudio se
disefiaron los oligonucleotidos necesarios.

Se extrajo RNA por el método de TRIzol a
partir de un cultivo de la cepa CARO 19
(1X10°8 conidios/ml) en medio M-100 liquido
suplementado individuamente con los
azucares glucosa, celobiosa y xilosa al 1%;
y utilizando como fuente de nitrégeno urea 6
KNOs al 0.1%. Dichos cultivos fueron
crecidos durante 72 horas a 28°C y 150 rpm.

Posteriormente se sintetizo el cDNA a partir
del RNA extraido utilizando el kit de RT-PCR
Thermo Script™ [4]. A partir de éste se
realizaron los PCRs empleando las
condiciones establecidas por JumpStart™
Taq ReadyMix™[5], utilizando las siguientes
condiciones de amplificacion: 1 ciclo a 95°C
durante 1min, 25 ciclos de 95°C por 20 seqg,
60°C por 1miny 72°C por 1 min y finalmente
1 ciclo a 72°C durante 5min. Como Ultimo
paso se realiz6 una electroforesis
convencional en gel de agarosa al 2%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizd exitosamente la extraccion de
RNA de Metarhizium cepa CARO 19 (Figura
1), de los seis medios de cultivo sintético
utilizados.
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Nombre del gen Abreviacion Funcion
Glucésido CEL 5B Degradacion de
hidrolasa carbohidratos como
celulosa o xilan.
Glucésido CHITCBM-1 Inhibidor de xilanasas
hidrolasa
Permeasa de indal Facilita el transporte
aminoacidos de amino4cidos
Permeasa de Dip5 Facilita el transporte
aminoéacidos de aminodcidos
Adhesinas MAD 1 Al adherirse al insecto
Adhesinas MAD 2 Al adherirse a la planta
Proteasa PR1A Hidrdlisis de
proteinas
Uracilo-1 URA31 Sintesis de uracilo
Uracilo-2 URA32 Sintesis de uracilo
Uracilo-3 URA3 3 Sintesis de uracilo
Ubiquitina UBIQ Degradacion de
proteinas

Tabla 1. Genes seleccionados para estudiar en la interaccion de
Metarhizium con S. vulgare.

1 2 3 4 5 6

Figura 1. RNA de Metarhizium cepa CARO 19. Se muestra la
extraccion de RNA obtenido de diferentes condiciones de
cultivo: 1) Glucosa, Urea; 2) Celobiosa, Urea; 3) Xilosa, Urea;
4) Glucosa, KNO3; 5) Celobiosa, KNO3; 6) Xilosa, KNO3.
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Figura 2. Expresion de los genes mediante
RT-PCR. Los diferentes medios de cultivo son
1) Glucosa-Urea; 2) Celobiosa-Urea; 3) Xilosa-
Urea; 4) Glucosa-KNO3, 5) Celobiosa-KNO3.

La asociacion en la rizosfera por parte de
Metarhizium es conocida y el conocimiento de los
genes implicados para su adaptacion vy
persistencia es importante para conocer la
variabilidad de fenotipos observados con
diferentes cepas y plantas (3). Los resultados de
RT-PCR de los genes analizados en la Figura 2,
muestran que entre los muchos factores que
regulan la asociacion de la cepa CARO19 con las
plantas de sorgo podrian estar los compuestos
secretados por la raiz de la planta, los cuales
incluyen acidos grasos, antibiéticos, azucares,
aminoacido y diferentes fuentes de nitrégeno.

Ademas, en el presente la comparacién de la
expresion de genes entre cepas de Metarhizium
rizosfera competentes y cepas no competentes
complementaria los estudios sobre la fisiologia de
este hongo.
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CONCLUSIONES

No se puede realizar una resolucion concluyente de
los niveles de expresion de los genes analizados,
mas experimentos y repeticiones son necesarias,
pero es evidente en los resultados una regulacion
diferencial de los genes analizados por las fuentes
de carbono y nitrégeno utilizadas.
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