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Resumen

El género Metarhizium se ha estudiado por sus diversas caracteristicas, como agente entomopatégeno
en el control de plagas en la agricultura; y recientemente por la simbiosis que tiene con las plantas, donde
la secrecion de sustancias del hongo, dentro de la rizosfera, estimulan el crecimiento y promueven su
proteccion contra agentes patdgenos. En la interaccion hongo benéfico-planta, no se han descrito los
peroxisomas, (organelos encargados de la desintoxicacién celular) por lo que en este trabajo se enfoco
en visualizar la distribucion de los peroxisomas dentro de las hifas de Metarhizium al momento de
interaccionar con las sustancias secretadas por las raices de las plantas, y del mismo modo cuando
interacciona con el hongo fitopatégeno Fusarium spp. Para ello se utilizd6 una cepa transformante de
Metarhizium cuyos peroxisomas se encuentran etiquetados con la proteina reportera GFP.

Abstract

The genus Metarhizium has been studied for its various characteristics, as an entomopathogenic agent in
pest control in agriculture; and recently, because of the symbiosis with plants, where the secretion of
substances from the fungus, within the rhizosphere, stimulate the plant growth and promote their protection
against pathogens. In the beneficial interaction fungus-plant, peroxisomes have not been described,
(organelles in charge of cell detoxification) so in this work we focused on visualizing the distribution of the
peroxisomes within the hyphae of Metarhizium at the time of Interaction with the substances secreted by
the roots of plants; and in the same way when interacts with the fungus Fusarium spp. To this, a strain of
Metarhizium was used, whose peroxisomes were labeled with the protein GFP reporter.

Palabras clave Metarhizium; Fusarium; peroxisomas; rizosfera.
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INTRODUCCION

Las raices de muchas especies de malezas y cultivos contribuyen con productos quimicos biolégicamente
activos en el medio ambiente, conocidos como exudados de las raices. Se sabe que los exudados de las raices
influyen en el crecimiento y el establecimiento de las especies de cultivos y malezas, estos se liberan de los
sistemas de raices vivas [1]. La exudacién de raiz incluye la secrecion de iones, oxigeno libre y agua, enzimas,
mucilagos y una gran variedad de metabolitos primarios y secundarios que contienen carbono [2].
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[7].
Fusarium spp

Fusarium es un patégeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en materia organica y que a la vez tiene
la capacidad de atacar la planta cuando esta sufre algun tipo de desbalance [8]. Tiene una larga historia
aparente de reproduccién asexual predominante, tal vez exclusiva, invade las raices y puede causar
enfermedades de marchitez a través de la colonizacion del tejido del xilema [9]. Estudios recientes han
demostrado que Metarhizium spp. con virulencia frente a insectos plaga, presenta antagonismo contra
patégenos de plantas como Fusarium spp. [10].
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Debido a la importancia y funciones de los peroxisomas, se puede pensar que éstos estan implicados en la
interaccion de Metarhizium con las raices de las plantas y/o otros hongos incluyendo fitopatégenos, por lo que
en este trabajo se utilizé una cepa de Metarhizium cuyos peroxisomas estan etiquetados con la proteina GFP
para observar si existe algin cambio en la distribuciéon o en la cantidad de peroxisomas al momento de la
interaccién con el exudado de raiz y el hongo fitopatégeno.

MATERIALES Y METODOS

Conidios frescos de Metarhizium brunneum GFP se obtuvieron al crecer el hongo en medio M100, las placas
se incubaron a 28 °C por 7 dias hasta obtener la conidiacién completa, los conidios se recolectaron con Tritén
X-100 al 0.1 %, se cuantificaron y conservaron a 4 °C.

Las raices utilizadas fueron obtenidas al germinar semillas de sorgo (Sorghum vulgare). Las semillas de sorgo
se esterilizaron mediante tratamiento con hipoclorito de sodio, y lavados abundantes con agua destilada estéril.
Las semillas estériles se guardaron a 4 °C por una noche para sincronizacion.

Para obtener conidios frescos de Fusarium se inocularon una solucién de conidios de Fusarium spp. en medio
liquido de papa y dextrosa (PD) y se incubaron a 180 rpm por 72 h a 28 °C. Posteriormente los conidios fueron
obtenidos por filtracién y conservados a 4 °C.

Obtencidn del exudado de raiz

Se prepararon cajas de Petri con un papel filtro estéril y dentro se colocaron las semillas de sorgo. Se humedecio
el papel con agua estéril y se incubaron a 28 °C. El papel se mantuvo humedo durante todo el experimento.
Una vez germinadas las semillas, se incubaron 4 dias mas. En seguida, en esterilidad, se colecté el liquido de
la placa en un tubo estéril. Se bafid el papel con 5 mL de agua y se sell6 la placa, se agité 20 min y se recuperd
el liquido. Este proceso se repitid una vez mas para reunir el exudado de la placa en un solo tubo y conservar
a -70 °C para su uso posterior.

Interacciéon hongo-exudado de raiz

En placas de medio M100, se inocularon conidios frescos de Metarhizium-GFP y se incubaron a 28 °C. Se
agregaron 5 mL de exudado de raiz por placa, se sellé y se agité a 30 rpm por 3 h. Se retir6 el exudado y se
prepararon las muestras de micelio para observar en el microscopio de fluorescencia.

Interaccién hongo benéfico-hongo fitopatdgeno

Placas de medio PDA se inocularon con 20 pL de una solucién conidios de Metarhizium y en direcciéon opuesta
se inocul6é a Fusarium. Las placas se incubaron a 28 °C por 16 dias. Se tom6 muestra de Metarhizium y de
Fusarium en la zona de interaccioén para observar por microscopia de fluorescencia.

Microscopia

La microscopia de fluorescencia se realiz6 en un microscopio Nikon OPTIPHOT-2 y el programa SPOT
Advanced software version 4.6. También se utilizé el estereomicroscopio Carl ZEISS Axio Zoom.V16 y el
programa Zen Pro 2012.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como menciona Salceda Sacanelles [7], “una caracteristica de los peroxisomas es su capacidad de proliferar y
multiplicarse, o ser degradados en respuesta a estimulos nutricionales o ambiente extracelular’, debido a esto
es de nuestro interés observar el efecto que tienen las interacciones de Metarhizium con los exudados de raiz
y hongos fitopatdgenos, en su distribucién y cantidad de peroxisomas. En este trabajo se utilizd la microscopia
de fluorescencia para determinar de manera cualitativa los cambios en los peroxisomas después de la
interaccion.

En la Figura 2e, se muestran hifas de la cepa de Metarhizium GFP y se observan los peroxisomas en las hifas
sin estar expuestos a interacciones. En las Figuras 2a y 2b se observa como a pesar de que Fusarium crece
mas rapido que Metarhizium ocupando dos tercios de la superficie nunca llega a tocar a éste ultimo. Al comparar
la fluorescencia de las hifas de Metarhizium en el area de interaccion con el fitopatdégeno (Figuras 2c y 2d), se
observa un punteado mucho mas pequefio que el observado en la misma cepa de Metarhizium creciendo libre
del fitopatégeno (Fig. 2e).

Figura 2. Interaccion de Metarhizium con el
fitopatdgeno Fusarium spp. a, Enfrentamiento de
Metarhizium y Fusarium en medio PDA;
b,acercamiento del area de interaccion; ¢, campo
claro de hifas de Metarhizium del area de
interaccion; d, epifluorescencia; y e, empalme de
campo claro y microscopia de fluorescencia de
hifas de Metarhizium crecidas en ausencia de
hongos o de algtin otro reto.

Por otra parte en la interaccion de Metarhizium con el exudado de las raices de sorgo, al observar las hifas al
microscopio de epifluorescencia (Figura 3) los cumulos de fluorescencia son mucho mayores, al contrario de lo
observado en la interaccion del hongo benéfico con el hongo fitopatégeno (ver figura 2d), incluso comparando
con el hongo crecido en ausencia de interaccion (ver Figura 2e).

Figura 3. Interaccion de Metarhizum con exudados de raices de Sorghum vulgare.
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La distribucion de la fluorescencia difiere entre ambos retos, viéndose fragmentada cuando se enfrenta al
fitopatdégeno, en contraste cuando se enfrenta al exudado de las raices de la planta de sorgo, donde se ve un
incremento de las manchas de fluorescencia. Aun cuando no conocemos la causa ni el impacto de esta
diferencia en la distribucion y organizacion de los peroxisomas en relacién con el comportamiento del hongo en
la actividad de proteccion de las plantas, estos resultados sugieren que pueden ser un factor importante en el
papel que desempefia Metarhizium en el ambiente.

CONCLUSIONES

Gracias a que se contaba con la cepa de Metarhizium con peroxisomas etiquetados con la proteina GFP,
previamente construida en el laboratorio (Cerda de Loera y Gaytan Esparza 2018) fue posible observar la
distribucién de los peroxisomas de Metarhizium al enfrentarlo a dos retos: al hongo fitopatégeno Fusarium spp,
o ala planta de sorgo. La distribucion y tamafio de estos organelos es diferente si el hongo benéfico Metarhizium
interacciona con una planta a la cual le ayuda a mejorar su germinacion y crecimiento (Sorghum vulgare) que
cuando se enfrenta a un hongo fitopatégeno (Fusarium) de la misma planta a la que es capaz de proteger.
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