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Resumen

El género del hongo Metarhizium se encuentra entre los mds abundantes hongos aislados de suelos. Ademds se
sabe que es un agente de biocontrol de plagas de insectos, y recientemente se ha asociado a la rizosfera de las
plantas. En el caso de la alfalfa (Medicago sativa) se han descrito asociaciones simbidticas con bacterias, pero
auln no se ha reportado su asociacién con hongos. En trabajos previos del grupo de trabajo se ha demostrado
que Metarhizium coloniza la raiz de Medicago sativa, por lo que ahora en este trabajo se busca conocer si ésta
asociacion tiene algun efecto sobre el crecimiento de las plantas de M. sativa, para lo cual se realizaron
interacciones con 6 diferentes cepas del hongo en condiciones in vitro y de invernadero.

Abstract

The genus of the fungus Metarhizium is among the most abundant fungi isolated from soils. It is also known to
be an agent of biocontrol of insect pests, and has recently been associated with the rhizosphere of plants. In
the case of alfalfa (Medicago sativa) symbiotic associations with bacteria have been described, but its
association with fungi has not yet been reported. In previous works we demonstrated that Metarhizium
colonizes the root of Medicago sativa, so in this work we look if this association has any effect on the growth
of M. sativa plants, for which interactions were carried experiment under in vitro and greenhouse conditions
using 6 different strains.
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INTRODUCCION

La rizésfera es una zona del suelo directamente influenciada con secreciones de las raices. Este es un sitio de interacciones
complejas entre plantas, bacterias, hongos, protistas, nematodos e insectos. Los hongos, en particular, pueden favorecer
el crecimiento de las plantas o pueden ser fitopatégenos. El género del hongo Metarhizium se encuentra entre los mas
abundantes hongos aislados de suelos con titulos que alcanzan 10° conidias por gramo de suelo en pastizales. Este género
ha sido conocido por décadas como agentes que controlan las plagas de insectos, pero su uso se ha expandido desde el
concepto simple de biocontrol y agentes que pueden matar las plagas de insectos a su mds recientemente papel
establecido como asociado de la rizosfera de la planta [1]. Se ha descubierto recientemente que especies de Metarhizium
se asocian a plantas en la rizdosfera y ademds son patdgenos de insectos. Metarhizium debido a su abundancia en la
rizésfera podria tener un enorme impacto en el desarrollo con implicaciones co-evolutivas [1].

Entre las plantas con las que podria establecer Metarhizium una asociacion se encuentra la Alfalfa, cuyo nombre cientifico
es Medicago sativa, y es una especie de planta herbacea perteneciente a la familia de las fabaceas o Leguminosae, y es
considerada la principal especie forrajera que se cultiva en el mundo, en México, el area que se cultiva es alrededor de
338,000 ha con rendimiento promedio nacional de 75.6 t de forraje verde por hectérea por afio [2] [3].

Dentro del grupo de trabajo se ha demostrado que los hongos del género Metarhizium estimulan el crecimiento de la
planta Medicago sativa, la cual pertenece a la familia de las fabdceas o leguminosas; para el caso de la familia de las
leguminosas esta ampliamente descrito que éstas se asocian simbidticamente a bacterias fijadoras de nitrégeno formando
nodulos en sus raices, pero no hay nada descrito respecto al tipo de asociacién que forman con hongos de la especie
Metarhizum robertsii [3].

MATERIALES Y METODOS

e  Esterilizacion de semillas: se utilizaron semillas de Medicago sativa (variedad San Miguelito), las cuales fueron
esterilizadas con acido fosférico en agitacion con vortex durante cinco minutos, posteriormente se realizaron
ocho lavados con agua destilada estéril y se dejaron secar en esterilidad para su posterior uso.

e  Esterilizacion peat moss: se esterilizo la tierra tres veces junto con vermiculita.

e Medio de cultivo para la interaccién in vitro: se utilizé6 medio agar agua, se esterilizd y se vacid en cajas Petri
estériles, se almacenaron a 4 °C, para su posterior uso.

e  Preparacion de medios para condicién semi controlado (invernadero): se mezclé el peat moss estéril con la
vermiculita y substrato peat moss, se puso a una relacion 1:3 respectivamente.

e Cepas de Metarhizium: se trabajé con seis cepas diferentes de M. robertsii en condiciones in vitro y semi-
controladas, las cuales fueron CU3, AT25, PCP2, AT1-1, ECLC2, CU2-4.

e Interaccidn in vitro: Para las interaccion in vitro se utilizaron semillas de Medicago sativa previamente estériles y
se sincronizaron poniéndolas en agua estéril a 4 °C durante una noche, éstas semillas se pusieron dentro de cajas
Petri las cuales contenian medio agar-agua, dentro de la caja Petri se colocaron 10 semillas acomodadas en linea
y a una distancia de 2 cm de las semillas se inoculé una concentracion de 1x107 conidias de cada una de las cepas
del hongo, estos experimentos se incubaron durante 15 dias a 26°C, en fotoperiodo 16h luz / 8h oscuridad. Los
experimentos se realizaron por triplicado para cada cepa y el control.

e Interaccion en condiciones semi controladas (invernadero): en una charola de unicel para germinacion se colocé
el sustrato previamente esterilizado y se sembré una semilla estéril a 0.5 cm de profundidad, posteriormente se
inocularon 1x108 conidias de las cepas de Metarhizium utilizadas. Se utilizaron 14 semillas por cepa y el control.
La charola se colocé dentro del invernadero, se regd y se mantuvo en condicién semi-controlada durante 15 dias.
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e Determinacion de la promocién de crecimiento de Medicago sativa: se determiné el peso seco de cada plantula.
Todos los datos fueron analizados mediante el programa estadistico Prism 6, con un valor de a=0.05.

e Interaccion hongo-planta con cepas de Metarhizium fluorescentes: se prepard una solucién a una concentracién
de 1x107 conidias de la cepa PCP2 que expresa la proteina fluorescente mCherry, se sumergid la raiz alfa durante
10 segundos, pasado este tiempo se colocd en medio fresco agar-agua y se incubd durante 48 hrs. A 26°C, en
fotoperiodo 16h luz / 8h oscuridad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Interaccion in vitro

Se observé la interaccion hongo-planta en un estereoscopio Zeiss AX10 zoom V16 donde se puede ver una clara
interaccidn y colonizacidon de la raiz de la planta por las cepas de Metarhizium robertsii (Figura 1).

Figura 1: Interaccion in vitro de Medicago sativa A) plantula sin hongo B) plantula con interaccion con la cepa AT1-1 de Metarhizium
robertsii. Con un zoom 70x en estereoscopio Zeis AX10

Interaccion en condiciones semi-controladas

En estas condiciones se utilizé una charola de unicel con tierray se llevé a cabo la interaccion directa hongo-planta durante
15 dias en el invernadero, pasado el tiempo de incubacidn, se extrajeron las plantulas para determinar el peso seco de
cada planta individualmente. A los datos obtenidos se les realizé un andlisis estadistico con el programa Prism 6, se realizo
una prueba ANOVA de una via en la cual se compararon los tratamientos contra el control, el resultado de esta prueba da
un valor de p=0.3588, lo cual nos indica que no existe diferencia significativa entre los tratamientos con el hongo y el
control ya que para esto, el valor deberia ser menor p=0.05 (Figura 2).

Peso seco de plantulas de Medicago sativa

e
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Figura 2: Grafica de cajas y bigotes. Peso seco de las plantulas de Medicago sativa
con los diferentes tratamientos en condiciones semi-controladas.
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Interaccion hongo-planta con una cepa reportera de Metarhizium.

Para poder corroborar el tipo de colonizacion que lleva acabo el hongo con la raiz se realizo la interaccidn con la cepa
PCP2-mCherry la cual expresa una proteina fluorescente (mCherry), se realizé un corte transversal de la raiz y se observé
en un microscopio Nikon de fluorescencia. En el campo de fluorescencia podemos observar conidias e hifas del hongo
dando inicio a la colonizacion de la raiz alfa, el campo claro nos permite observar la raiz y al empalmar ambos campos se
observa en qué zona el hongo coloniza la raiz (Figura 3).

Figura 3: Interaccion in vitro de Medicago sativa con cepa PCP2 expresando mCherry A) Raiz de plantula con fluorescencia B) Raiz de
plantula en campo claro C) Empalme de ambos campos. En microscopio Nikon de fluorescencia.

CONCLUSIONES

Por las pruebas llevadas a cabo podemos concluir que existe una clara asociacidén hongo-planta ya que podemos observar
la colonizacion por parte del hongo en la raiz, esta colonizacién es de tipo ecto-micorriza; respecto a la promocion del
crecimiento, el analisis de peso seco no muestra una diferencia significativa con el control, por lo que una de las
perspectivas del trabajo seria cambiar los parametros del experimento, tales como el tiempo de interaccion y el tipo de
substrato utilizado, esto con la finalidad de validar o refutar nuestros resultados.
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