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Resumen

Metarhizium es reconocido por sus multiples funciones como un hongo entomopatégeno usado en el
control biolégico de plagas de insectos y por realizar simbiosis con las plantas, se ha demostrado el
potencial que Metarhizium tiene en el crecimiento y desarrollo de las especies vegetales, pues
Metarhizium coloniza las raices de las plantas enddfitamente; esta interaccidon planta-hongo genera un
intercambio de nutrientes, propicia tolerancia a condiciones adversas en la planta como sequia,
enfermedades causadas por microorganismos, entre otros. En el presente trabajo, se realizaron
interacciones en condiciones de invernadero e in vitro para determinar el efecto en el crecimiento de la
planta Amaranthus hypochondriacus con hongos del género Metarhizium, observando que al exponer
las plantulas de amaranto a las cepas del hongo Metarhizium, si existe una interaccion hongo-planta,
pero que no afecta el crecimiento de la planta Amaranthus hypochondriacus en condiciones de
invernadero.

Abstract

Metarhizium is recognized for its multiple functions as an entomopathogenic fungus used in biological
control of insect pests and for symbiosis with plants, it has been demonstrated the potential that
Metarhizium has in the growth and development of plant, since Metarhizium colonizes the roots of the
plants endophytically; this plant-fungus interaction generates an exchange of nutrients, promotes
tolerance to adverse conditions in the plant such as drought, diseases caused by microorganisms,
among others. In the present work, interactions were carried out in greenhouse and in vitro conditions to
determine the effect on the growth of the Amaranthus hypochondriacus plant with fungi of the genus
Metarhizium, we observed that when exposing the amaranth seedlings to the Metarhizium fungus
strains, there is a fungal-plant interaction, but it does not affect the growth of the Amaranthus
hypochondriacus plant under greenhouse conditions.
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INTRODUCCION

Metarhizium fue el primer hongo en el mundo que se produjo en masa y se utilizé para el control de plagas de
insectos [1]. Este es un hongo del suelo con distribucién mundial [2], es conocido mayormente por ser agente
de control por su capacidad para matar insectos plaga, dando poca consideracion a su asociacion con las
plantas o con la ecologia de la rizosfera [3]. Metarhizium es un género de hongos ascomicetos (Hypocreales:
Clavicipitaceae) clasificado como entomopatégeno-micorrizico y esto se debe a que realiza una simbiosis
mutualista con las plantas la cual estimula el crecimiento de las raices y translocacién de nutrientes para
ambos organismos [4]. Los hongos enddfitos ascomicetos, por ejemplo, han sido frecuentemente reportados
como agentes protectores contra patégenos y plagas de plantas. Metarhizium spp. coloniza la rizésfera y se
adhiere a la superficie de las raices de las plantas [5,6].

Hay evidencia de que la existencia de la simbiosis planta-hongo enddfito se establecié desde hace varias
decenas de millones de afos y es probable que, durante la evolucién biolégica, esta asociaciéon se haya
originado muchas veces, independientemente, tanto en los tropicos como en las zonas templadas [8]. En todo
el mundo, se ha reportado micobiota endofitica en varias plantas huéspedes. Entre las definiciones
propuestas para el término endéfito: es un hongo que coloniza tejido vegetal vivo sin causar efectos negativos
a la planta [9]. Los hongos endoéfitos son organismos que viven en asociacién con plantas en la mayor parte o
en todo su ciclo de vida, y se encuentran en varios 6rganos de éstas (colonizacion sistémica interna). La
interaccion planta-enddfito se identifica por su caracter asintomatico, la planta provee al hongo alimento,
hospedaje y proteccion [10]. La utilizacion de microorganismos benéficos para las plantas ha tenido una
amplia expansion en los Ultimos afios, debido a su efecto positivo sobre el rendimiento de muchos cultivos en
distintas situaciones y a la posibilidad de permitir desarrollar una agricultura organica [11]. Los hongos
endofitos como lo es Metarhizium, estudios han reportado que aporta beneficios como colonizador de la
rizosfera, promueven el crecimiento vegetal, mejoran la nutricién en las plantas, incrementan el desarrollo de
las raices y mejoran la tolerancia ante un estrés ambiental [6,12,13]. Como ejemplo de sus beneficios se
encuentra el estudio de Metarhizium robertsii que mejora el crecimiento de raices y la absorcién de nutrientes
en pastizales y habichuelas [14]. Las plantas cuyas raices estan colonizadas por enddfitos a menudo crecen
mas rapido que las no colonizadas [15].

La planta Amaranthus es una especie anual, herbacea o arbustiva de diversos colores que van del verde al
morado o purpura, con distintas coloraciones intermedias [16]. La raiz es pivotante con abundante
ramificacion y multiples raicillas delgadas que se extienden rapidamente después de que el tallo comienza a
ramificarse facilitando la absorcién de agua y nutrientes [17]. La semilla y estructuras vegetativas contienen
proteina de alto valor nutritivo para el consumo humano [18]. La planta de amaranto se adapta a muchos
ambientes con adecuadas condiciones para crecer vigorosamente o adversas donde aprovecha en forma
eficaz la fotosintesis por el método C4, siendo mas eficiente en temperaturas elevadas y requiriendo la mitad
de agua en comparacion a otras plantas, por sus caracteristicas fisiologicas el amaranto se adapta a
diferentes climas [19]. Amaranthus hypochondriacus es una importante especie para produccién de granos y
es originaria de México, las semillas de coloracién clara son las que mas comunmente se utilizan para granos.
En la actualidad, la semilla se utiliza para elaborar granola y cereal; se obtiene harina para preparar galletas,
pastas, pan y tamales, a un costo bajo para la poblacion. El amaranto se cultiva en varios paises del mundo vy,
en México, los principales estados productores son Morelos, Tlaxcala, Distrito Federal y Puebla [20].

La finalidad del trabajo es conocer la asociacion del hongo Metarhizium con la planta Amaranthus
hypochondriacus y su efecto en el crecimiento, se utilizé microscopia de fluorescencia utilizando la cepa
PCP2 etiquetada con la proteina fluorescente mCherry in vitro y en condiciones de invernadero donde se
utilizaron 6 cepas del hongo Metarhizium robertsii.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas

Tabla 1: Cepas de Metarhizium utilizadas en el proyecto.

Organismo: Metarhizium robertsii

Referencia: Coleccion de Hongos Entomopatogenos del Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, Universidad de Guanajuato, México.

Cepas PCP2 ECLC2 CU2-1 AT-25 CU-3 AT1-1

Metodologia in vitro asociacion con todas las cepas

Semillas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus): Las semillas fueron esterilizadas utilizando etanol
absoluto, dos lavados de 20 minutos, para su almacenamiento en esterilidad. Posterior a esto, fueron
colocadas 10 semillas de amaranto en linea en cajas Petri, utilizando 5 placas por cepa, seguidamente fueron
inoculadas realizando una linea a lo largo de la caja Petri debajo de las semillas utilizando una suspensién de
1x108 conidias/ml con cada cepa. Estas fueron llevadas a incubacion a 28°C durante 10 dias. Pasado este
tiempo fueron observadas en un transiluminador de luz blanca comparando cada una de las cepas con el
control, seleccionando la mejor cepa que mostré una notoria asociacion con la radicula de las plantulas. Se
utilizé un estereoscopio Zeiss AX10 zoom. V16 para la toma de fotografias y el programa Zen Pro para la
localizacion de la colonizacién en las raices de las plantulas A. hypochondriacus in vitro de la cepa del hongo
seleccionada.

Metodologia microscopia de fluorescencia

Se utilizaron semillas de amaranto (A. hypochondriacus) previamente esterilizadas, las semillas se colocaron
a germinar en agar-agua durante 3 dias a 28°C con la finalidad de obtener plantulas. Posteriormente la raiz de
las plantas de A. hypochondriacus fueron sumergidas en una solucion de 1x107 conidioa/ml de la cepa PCP2-
mCherry de Metarhizium durante 10 segundos, para posteriormente colocarlas en cajas Petri con medio agar-
agua, las raices de las plantas se observaron en un microscopio de fluorescencia marca NIKON a las 48 h.

Metodologia condiciones de invernadero

Se realizo la recoleccion de conidios de todas las cepas utilizadas con una solucién de Triton X-100 al 0.1%,
realizando el raspado de conidias de cajas Petri, la solucién de las conidias se filtré6 con malla de fibra sintética
para eliminar el micelio y se realizaron 3 lavados con Triton X-100 al 0.01%, centrifugando a 3,000 rpm
durante 5 minutos y se resuspendio en 10 ml de Triton X-100 al 0.01%, sucesivamente se determiné la
cantidad de conidias/ml. Para realizar el experimento en condiciones de invernadero se preparé el sustrato
(Kekkild) en charolas de aluminio para esterilizarlo en autoclave 3 veces, sucesivo a esto se coloco el sustrato
en cubetas plasticas para hacer una mezcla con una proporcién de 3 partes de sustrato y 1 parte de
vermiculita a la cual se le adicionaron 800 ml de agua destilada. Se utilizé6 una bandeja de germinacién de
duroport con la mezcla previamente preparada, se realizd la siembra colocando 1 semilla esterilizada por
cavidad y la misma se inoculé con cada una de las cepas utilizando una suspension de 1x108 conidias/ml. La
bandeja fue llevada al invernadero ubicado en la sede de la Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, las
plantulas fueros regadas diariamente con 5 ml de agua destilada, el tiempo de crecimiento fue de 3 semanas.

Metodologia del andlisis de las plantulas

Pasadas las 3 semanas en condiciones de invernadero las plantulas fueron retiradas de la bandeja de
germinacién, seguidamente se lavaron las raices para quitar el suelo de éstas. Se procedié a tomar
fotografias con una camara Nikon de cada una de las cepas y control para observar diferencias cualitativas,
posterior a esto, cada una de las plantulas se colocaron en papel aluminio, las cuales se introdujeron en
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frascos de vidrios para secarlas en un horno a 50 °C durante 3 dias. Pasado este tiempo se pesé cada una de
las plantulas en una balanza analitica obteniendo el peso seco en gramos de las plantulas de las cepas y
control.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la interaccion in vitro de las 6 cepas de Metarhizium con las plantulas de amaranto (A. hypochondriacus),
se realizaron comparaciones entre las cepas y el control, encontrandose que no habia diferencia en cuanto a
tamafo de radicula o el desarrollo de las raices, pero se pudo observar con el estereoscopio Zeiss AX10
zoom. V16 con iluminacion que la cepa PCP2 mostraba una mayor colonizacién que las otras cepas a lo largo
de las raices de las plantulas de amaranto. Por lo que ésta cepa fue seleccionada para realizar el segundo
experimento in vitro.

Tabla 2: Asociacion del hongo Metarhizium con la planta amaranto (A. hypochondriacus).

Tiempo Campo claro

10 dias

Tabla 3: Asociacion del hongo Metarhizium cepa PCP2-mCherry con la planta amaranto (A. hypochondriacus).

Tiempo Fluorescencia Campo claro Colocalizacion

48 hrs.

2

La interaccion in vitro de la cepa PCP2-mCherry de M. robertsii con las plantulas de amaranto (A.
hypochondriacus), se observd con éxito utilizando microscopia de fluorescencia con un aumento 200X, se
observa que el hongo coloniza a lo largo de la raiz de la plantula de A. hypochondriacus, pues se puede notar
la presencia de micelio en la (imagen 1, tabla 3), la planta carece de fluorescencia por lo que es mas facil
apreciar la fluorescencia (roja) del hongo (imagen 3, tabla 3), de manera que en efecto el hongo Metarhizium
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tiene la capacidad de colonizacién, mas no tiene ningun efecto observable en el crecimiento de las plantulas
de amaranto.

IMAGEN 1: Peso seco de plantulas en interaccion con cepas del hongo Metarhizium en condiciones de invernadero.

Peso seco de plantulas interacccion hongo Metarhizium
I CONTROL ENECLCZ [ PCP? M ATI1 M AT-25 W CU-3 ECU2-4

0.045
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

Datos peso Sseco en gramaos

Para el analisis de los datos de peso seco de las plantas crecidas en invernadero, se realizé un analisis
estadistico con el programa Prism 6, primero se realizaron las pruebas de normalidad de D'Agostino &
Pearson omnibus normality test y Shapiro-Wilk normality test, dando como resultados que los datos obtenidos
tienen una distribuciéon normal. Posteriormente se realiz6 un ANOVA de una via obteniendo una p=0.2724,
mayor a p>0.05, por lo que no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, este resultado
nos indica que la asociacién de M. robertsii con las plantas de A. hypochondriacus, no tiene un efecto sobre el
crecimiento, analisis de la interaccidn en suelos con diferentes caracteristicas de nutrientes se tendran que
realizar posteriormente para corroborar nuestros resultados.

CONCLUSIONES

Las cepas del hongo Metarhizium robertsii tiene la capacidad de colonizar las raices de la planta de amaranto
(A, hypochondriacus) en los experimentos in vitro.

Aunque todas las cepas evaluadas colonizaron las raices de las plantulas, estadisticamente no existe una
diferencia significativa en entre los 6 tratamientos de las cepas del hongo M. robertsii y el control, sobre un
efecto en el crecimiento de las plantulas de amaranto (A. hypochondriacus) en condiciones de invernadero.
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