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Resumen

Metarhizium es uno de los hongos entomopatégenos mas estudiado por su capacidad de infeccion hacia
las plagas presentes en la agricultura. Interesantemente también favorece el crecimiento de algunas
plantas como el sorgo. De las cepas probadas en nuestro laboratorio, CARO19 es la cepa silvestre que
mayormente estimula el crecimiento de la planta de sorgo. Previamente se ha observado que
Metarhizium contiene seis genes tipo 2np en su genoma. De ellos, el gen 2npl es el que tiene mayor
expresion en presencia de nitroalcano el cual puede usarlo como fuente de carbono y/o nitrégeno. En el
presente trabajo fue de nuestro interés analizar el efecto de mutantes nulos del gen 2npl (A2npl) al
enfrentarse el hongo con semillas de Sorghum vulgare en tierra estéril y no estéril, observando que los
mutantes nulos del gen 2npl estimulan menos el crecimiento de la planta de sorgo en comparacion con
la estimulacién observada cuando la planta se expone a la cepa silvestre del hongo, indicando que el
gen 2npl es importante en la interaccién hongo-planta.

Abstract

Metarhizium is one of the entomopathogenic fungi most studied for its ability to infection to the pests in agriculture.
Interestingly also it favors the growth of some plants such as sorghum. Previously were tested some wild type
strains of Metarhizium in our laboratory, observing that the strain CARO 19 is the best in the stimulation
of plant growth sorghum. It was previously observed that Metarhizium contains six genes 2np in its genome. Of
these, the 2npl gene has the highest expression in the presence of nitroalkane which can be used as
carbon and/or nitrogen source. In the present work we analyzed the behavior of mutants of the 2npl
gene of Metarhizium during the interaction of the fungus with sorghum plant in sterile and non-sterile soil.
We observed that seeds of Sorghum vulgare exposed to null mutants of the 2np1 gene (A2np1) of
Metarhizium, showed a lower stimulation on the plant growth in comparison with the growth of the plants
exposed to wild type strain of the fungus. This result suggest that this fungal gene is important in the
fungus-plant interaction.
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INTRODUCCION

El sorgo representa el grano forrajero con mayor
presencia en nuestro pais, ya que es el principal
ingrediente en la formulacion de alimentos
balanceados en el sector pecuario siendo
Guanajuato el segundo estado en producirla [1].
Este grano también es utilizado para consumo
humano, y en la industria de la extraccion se
emplea fundamentalmente para la obtencion de
almidén y glucosa, ademas de la obtencién de tres
importantes solventes: alcohol, acetona y butanol.
La produccién del sorgo no esta exenta del efecto
nocivo de las plagas, las cuales suelen ser el
mayor problema en la produccion agricola. [2]

Los hongos entomopatdgenos son un amplio
grupo de microorganismos que proveen multiples
servicios a los sistemas agroecolégicos [3]. La
actividad mas conocida de estos hongos es su
capacidad de actuar como controladores
biolégicos de insectos plaga. Siendo los géneros
Metarhizium, Beauveria y Verticilium los mas
conocidos, y por décadas han sido utilizados por
su efectivo mecanismo de infeccion al insecto
hospedero siendo capaces de causar su
enfermedad y muerte. Adicionalmente,
recientemente se ha encontrado que Metarhizium
no sélo tiene una asociacion con el insecto sino
también se encuentra en la rizésfera de las plantas
beneficiando el crecimiento de la misma tanto en
raices, hojas y tallos como se observd en
experimentos realizados en frijol y pasto. [4, 5, 6].

Se conoce que Metarhizium tiene en su genoma
seis genes tipo 2-nitropropano dioxigenasa, de los
cuales dos se expresan mayormente en presencia
de nitroalcanos y otros dos en presencia de la
cuticula del insecto hospedero [7]. Hemos visto
gue Metarhizium puede utilizar los nitroalcanos
como fuente de carbono y/o nitrégeno [8,9] vy
mediante la interaccion del micelio con las raices
de la planta, el hongo podria exponerse a los
nitroalcanos producidos por las plantas, siendo
posiblemente necesaria la expresién de uno o
varios genes 2np.

Sabemos que la cepa CARO19 del género
Metarhizium ha presentado una mejor interaccion
benéfica con Sorghum vulgare observandose un
mayor incremento de la biomasa de las plantas,
mayor numero de semillas germinadas y mayor
crecimiento de la raiz principal [5] en comparacion
de otras cepas o bien de la ausencia del hongo.
Para saber si los genes 2np participan de alguna
manera en esta interaccién benéfica hongo-planta,
en trabajo previo (Comunicacién Personal Padilla-
Guerrero y Medina-Garnica) se delet6 el gen 2npl
de M. brunneum, siendo la finalidad de este
trabajo evaluar si la interrupcion de la expresion de
2npl afecta la interacciéon benéfica del hongo con
la planta de Sorgo.

Para ello, en este trabajo se analizara el efecto de
las cepas mutantes 2npl de M. brunneum, en la
germinacion y desarrollo de Sorghum vulgare en
tierra estéril y no estéril.

MATERIALES Y METODOS

Organismos utilizados

Las cepas utilizadas en este trabajo son
Metarhizium brunneum: las cuales son: CARO19
silvestre, C19 mutante Al, C19 mutante B2, C19
mutante C1. Para obtener conidios frescos, se
sembraron conidios de cada cepa, en medio
minimo y m-100, por 8 dias a una temperatura de
28 ° C. Los conidios se colectaron por raspado y
se lavaron con agua estéril por centrifugacion,
conservandolos a 4 °C. Se us6 semilla comercial
de Sorghum vulgare.

Simbiosis en suelo hongo-planta

Produccién a gran escala de conidios. Se preparé
cinco bolsas de arroz blanco, sumergiéndolo en
agua previamente hervida por 15 min, para
después ser colado y secado al aire libre. El arroz
se esterilizé en autoclave y se inocularon con 1 x
10° conidios de cada una de las cepas. Se
incubaron a 28°C por 7 dias.
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Tratamiento de tierra.

Se empleé tierra de cultivo porosa y fue cernida
hasta llenar 6 charolas de aluminio que
correspondian al volumen de 30 macetas de 15x5
cm (el experimento se hizo en triplicado). Tres de
ellas fueron esterilizadas en autoclave.

Se mezclé 20 gr del arroz que contenia los
conidios de la cepa de Metarhizium a probar, junto
con ¥ de la tierra en un recipiente y se agregé a
las ¥4 partes de la tierra en la maceta.

Se sembraron 18 semillas de Sorgo en cada caja,
a un 1 cm de profundidad, se regaron con 100 ml
de agua destilada y fueron expuestas al sol por 10
dias.

Se midi6 la altura de la plantula, la longitud de la
raiz principal y se registré el nimero de semillas
gue germinaron.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para contestar la pregunta si la expresion del gen
2npl es importante en la interaccion del hongo M.
brunneum con la planta de sorgo, se sembraron
semillas de sorgo en suelo esterilizado y suelo no-
esterilizado en presencia de conidios frescos de
alguna de las mutantes en el gen 2npl (C19
mutante-Al, C19-mutanteB2 y C19-mutanteCl) y
se evalud el desarrollo de la plantula a los 10 dias.
Se usé como control positivo de estimulacion,
conidios de la cepa silvestre CARO19; y como
control negativo, suelo carente de conidios del
hongo. Los resultados obtenidos se muestran en
las figuras 1 y 2, donde se observa que, las
semillas en presencia de conidios de Metarhizium
crecen mejor, medido como longitud total de la
plantula (ver tabla 1 y 2), que aquellas semillas
gue crecieron en ausencia de conidios del hongo,
independientemente si el suelo estd o no
previamente  esterilizado. Estos  resultados
concuerdan con lo previamente reportado por [5].

Interesantemente, las plantas desarrolladas en
presencia de los conidios de las cepas mutantes
nulas del gen 2npl (C19-mutanteAl, C19-

mutanteB2, C19-mutanteC1) tienen un desarrollo
menor en comparacion con el observado en las
plantas crecidas en presencia de conidios de la
cepa silvestre CARO19 (ver Figuras 1, 2), asi
como el nimero de semillas germinadas fue
menor (ver tabla 1 y 2). Este resultado es muy
interesante porque la Unica diferencia genética
entre los mutantes C19 mutante-Al, C19 mutante-
B2 y C19 mutante-C1 y la cepa silvestre CARO19
de M. brunneum, es el gen 2npl, es decir, este
gen esta ausente en los mutantes y en cambio en
la cepa silvestre, el gen si existe y se expresa. Por
lo tanto estos resultados sugieren fuertemente que
el gen 2npl el cual codifica para una 2
Nitropropano  dioxigenasa participa en la
interaccién benéfica Metarhizium  brunneum-
Sorghum vulgare. El andlisis de los datos
numéricos de tamafio y peso de las plantulas
estan en proceso.

Figura 1. Efecto de Metarhizium en el crecimiento del sorgo. A.
Plantas en interaccion con C19 mutante B2. B. Plantas en
interaccion con la cepa silvestre CARO19. C. Plantas crecidas
en ausencia del hongo.
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Figura 2. Efecto de Metarhizium en el desarrollo de la plantula
completa de sorgo. A. Plantulas crecidas en suelo no
esterilizado. B. Plantulas crecidas en suelo esterilizado. Control
sin hongo; en interaccion con la cepa silvestre CARO19; y con
las mutantes C19 mutanteAl, C19 mutanteB2, y C19 mutanteC1.

TIERRA ESTERIL

Cepas utilizadas de
Metarhizium SEMILLAS GERMINADAS
1. CONTROL 11 3 14
2. C19

SILVESTRE £s 19 £s
3. C19 MUT Al 11 12 13
4. C19 MUT B2 15 11 10
5. C19 MUT C1 11 3 14

Tabla 1: Medicion de datos

CONCLUSIONES

Los experimentos de interaccion Hongo-Planta,
Metarhizium brunneum-Sorghum vulgare, indican
gue el gen 2npl es importante en este proceso.

TIERRA NO ESTERIL

Cepas utilizadas de Metarhizium

SEMILLAS GERMINADAS

6. CONTROL 11 10 12
7. CI19 SILVESTRE 14 7 6
8. CIl19MUTA1L 8 10 6
9. C19 MUT B2 3 5 5
10. C19 MUT C1 4 13 4

Tabla 2: Medicion de datos
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