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Resumen

El hongo Metarhizium es un entomopatégeno que puede interactuar con las plantas, colonizando las raices en forma
de micorriza y endofitica, llevando a cabo una simbiosis con las plantas que estimula el crecimiento de la raiz, traslada
nutrientes a las raices, como es el caso de nitr6geno que obtiene de parasitar insectos, estimula el sistema inmune de
las plantas y confiere resistencia activa a los factores abi6ticos tales como la salinidad. La planta Sorghum vulgare
pertenece a la familia de las gramineas, se cultiva principalmente para la ganaderia, debido a su importancia econémica
es ampliamente cultivado en México , siendo el tercer mayor productor del mundo y el estado de Guanajuato es el
segundo productor a nivel nacional. En este trabajo monitoreamos in situ las interacciones en la raiz mediante una
cinética entre Sorghum vulgare y Metarhizium etiquetado con el gen mCherry, crecidos en condiciones in vitro mediante
microscopia de fluorescencia.

Abstract

The fungus Metarhizium is a entomopathogen which can interact with plants, colonizing the roots in mycorrhizal and
endophytic way, carrying out a symbiosis with plants which stimulates root growth, translocate nutrients to the roots as
is the case of nitrogen which obtains from the insect parasitized, stimulate the immune system of plants and active
resistance to abiotic factors such as salinity. The Sorghum vulgare plant belongs to the grass family, is grown primarily
for livestock use, due to its economic importance is widely grown in Mexico, being the third largest producer in the world
and the state of Guanajuato is the second producer nationally. We monitored in situ root interactions using one line time
between Sorghum vulgare and cherry-tagged Metarhizium strain grown in in vitro conditions by fluorescence
microscopy.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Metarhizium son patégenos
de mas de 200 especies de insectos, pero inocuos
para el hombre, animales y plantas, tiene una
distribucion mundial desde el Artico hasta los
Tropicos y coloniza una impresionante gama de
ambientes  incluyendo  bosques, sabanas,
pantanos, zonas costeras y desiertos [1].

Recientemente el impacto ecolégico del género
Metarhizium, y su potencial como agente bioldgico
ha sido reforzado con los reportes que describen
qgue el hongo Metarhizium spp. realiza mas
funciones en el ambiente con aplicaciones
biotecnolégicas, entre las cuales destacan su
interaccién con las plantas, colonizando las raices
de las plantas de manera micorrizica y endofitica,
llevando a cabo una simbiosis con las plantas lo que
estimula el crecimiento de las raices [2], que
transfiere nutrientes del suelo a las raices como es
el caso del nitr6geno el cual obtiene de los insectos
gue parasita [3], que activa el sistema inmune de
las plantas y que activa la resistencia a factores
abiéticos como salinidad [2,3,6].

La planta Sorghum vulgare (nombre comudn: sorgo)
pertenece a la familia de las gramineas la cual
produce el grano de sorgo, el cual es el grano a
nivel industrial mas comercializado en el mundo,
México es el tercer productor mundial [4] y el estado
de Guanajuato el segundo productor a nivel
nacional [5], por otra parte es importante mencionar
gue México es el primer importador de sorgo a nivel
mundial. Este grano es la principal fuente de
alimento para el uso pecuario, fuente de alcohol,
butanol y acetona [4]. Lo que lo convierte en una
importante materia prima para la industria
mexicana.

La utilizacion de microorganismos benéficos de
cultivos es una opcion para disminuir el uso de
compuestos quimicos y/o utilizarlos para la
produccion de cultivos organicos [7]. Su utilizaciéon
no solo es un beneficio para el medio ambiente, sino
gue para el productor también, ya que utiliza menos
compuestos quimicos y a su vez el mercado de
cultivos organicos esta a la alza en la demanda a
nivel internacional como nacional, lo que genera
gue los precios de estos productos sean mayores y
por ende el productor tiene una mayor ganancia [7].

Previamente nosotros reportamos que la
interaccién entre la planta Sorghum vulgare y el
hongo Metarhizium en condiciones in vitro y
utilizando tierra de uso agricola, favorece el
crecimiento de la planta, observando un mayor
crecimiento de la raiz, mayor desarrollo de raices
secundarias, incremento en el tamafio y densidad
de pelos radiculares y mayor follaje, en
comparacion con las plantas que no estuvieron en
contacto con el hongo [10].

Por lo anterior con la finalidad de conocer el nivel
de asociacion de Metarhizium con las raices de las
plantas de sorgo, realizamos en el presente trabajo
microscopia de fluorescencia, utilizando una cepa
de Metarhizium etiguetada con la proteina
fluorescente mCherry, lo que nos permitird conocer
el nivel de asociacion con la raiz de la planta de
sorgo en condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Cepa utilizada de Metarhizium

Se utilizé la cepa de Metarhizium brunneum C19-
mCherry, que expresa la proteina fluorescente
mCherry bajo el promotor fuerte constitutivo gpdA.
Proveniente del laboratorio de Genética Molecular
de Hongos del Departamento de Biologia de la
Universidad de Guanajuato

La cepa C19-mCherry fue crecida en medio minimo
sélido a 28°C por 8 dias. Las conidias fueron
recolectadas del agar con Triton al 0.01% para
posteriormente ajustar la concentracion a 1x 109
conidias/ml.

Crecimiento y variedad de planta.

Se utilizaron las semillas de Sorghum vulgare
variedad CB-115, las cuales fueron esterilizadas
con gas cloro por 24 horas, para almacenarlas de
manera estéril. Posterior a esto las semillas se
germinaron en agar Murashige & Skoog con
vitaminas, esto con la finalidad de obtener
plantulas, lo cual se realizé incubando durante 120
horas a 28°C con fotoperiodos luz-obscuridad de 12
horas.

Asociacion Sorghum vulgare-Metarhizium

Para evaluar el grado de asociacion se utilizaron las
plantulas de Sorghum vulgare obtenidas, de las
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cuales se sumergié la raiz en una solucién de 1x
108 conidias/ml de la cepa C19-mCherry de
Metarhizium  durante 20 segundos, para
inmediatamente colocarlas en cajas petri con medio
sélido Murashige & Skoog con vitaminas, se
colocaron 5 plantulas tratadas por caja petri.

Microscopia de fluorescencia y campo claro.

Se monitoreo la asociacion, crecimiento y
localizacion de Metarhizium en la plantula, a las 4,
8, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Empleando dos
microscopios: microscopio Nikon OPTIPHOT-2
equipado con iluminacion fluorescente y el
programa SPOT Advanced software version 4.6; v,
el microscopio estereoscopico Zeiss AX10
Zoom.V16 con iluminaciéon fluorescente y el
programa Zen Pro 2012 para la localizacion del
hongo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha descrito para Metarhizium que este es capaz
de colonizar raices de plantas de importancia
econoémica como lo es el frijol, maiz, soya y pasto
de forraje [2]. La rizOsfera es relativamente rica en
nutrientes ya que alrededor de un 40% de los
productos de la fotosintesis de las plantas se puede
perder por las raices. [8]

Las raices de las plantas de sorgo con interaccion
de Metarhizium fueron observadas
microscépicamente como se observa en la Imagen
1, 2, 3. Una vez inoculadas las raices de sorgo con
conidias de Metarhizium se puede observar a las 4
horas que estas se encuentran adheridas a la raiz
de sorgo (Imagen 1), se ha descrito que
Metarhizium cuenta con proteinas de adherencia
especificas para planta como lo es la proteina
MAD?2 [9]. Posterior a la adhesion de las conidias
estas comenzaron a germinar a las 8 horas (fotos
no mostradas), esto posiblemente debido induccion
por los nutrientes secretados en los exudados de la
planta.

Imagen 1: 4 horas de interaccion de Metarhizium en la raiz de
Sorghum vulgare (A. Fluorescencia 20X) (B. Campo claro 20X) (C.
sobreposicion de las imagenes Ay B ) Se observa conidios adheridos
a la raiz de sorgo.

Imagen 2: 48 horas de interaccion de Metarhizium en la raiz de
Sorghum vulgare (A. Fluorescencia 20X) (B. Campo claro 20X) (C.
Sobreposicion de las imagenes A y B) Se observa la colonizacion de
la raiz por parte de las hifas del hongo.
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Imagen 3. 72 horas de interaccion de Metarhizium en la raiz de
Sorghum vulgare (A. Campo claro 10X) (B. Fluorescencia 10X)

Posteriormente se siguieron examinando secciones
longitudinales de las raices de las plantas en
interacciéon con el hongo, observando un aumento
gradual de la densidad de hifas del hongo que van
cubriendo y colonizando las plantas de sorgo
(Imagen 2 y 3). Esto ha sido reportado previamente
en las raices de las plantas de frijol, jitomate y pasto
forrajero dulce, con la finalidad por parte del hongo
de establecerse en la rizosfera de las plantas, para
realizar el intercambio de nutrientes y ganar el
espacio en la raiz a otros microorganismos
competidores [2,4].

CONCLUSIONES

Este estudio muestra que Metarhizium es un hongo
micorrizico con la planta Sorghum vulgare,
Metarhizium es un hongo con multiples funciones
ecologicas, desde la proteccion de las plantas de
plagas hasta la promocion de crecimiento de estas.
Se necesita realizar mas investigacion para elucidar
como se lleva a cabo la comunicacion coordinada
entre el hongo y la planta.
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