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Resumen

Metarhizium es uno de los hongos entomopatégenos que han sido mas extensamente estudiados a nivel
bioquimico y molecular, su patogenicidad no se encuentra influenciada por un solo factor, sino que depende
de una interaccion coordinada de distintos determinantes de patogenicidad del hongo y factores del insecto
hospedero. Varias de las diferentes especies de Metarhizium patdgenas de insectos, de manera adicional,
establecen asociaciones simbidticas con las raices de las plantas, promoviendo su crecimiento. En la
busqueda de nuevos factores de virulencia y/o que participan en el establecimiento de la asociacion con las
plantas, se han identificado varios genes, entre ellos genes que codifican para enzimas con actividad de
nitronato monooxigenasa (NMO). Estas enzimas son flavoproteinas que catalizan la desnitrificacién oxidativa
de los nitroalcanos a sus correspondientes compuestos carbonilo y nitro. Las proteinas NMO cumplen
distintas funciones en los organismos que las poseen, no solo estan involucradas en los mecanismos de
defensa contra el efecto toxico de los nitroalcanos, sino que pueden cumplir distintos papeles en la promocion
del crecimiento o el establecimiento de la infeccion a plantas. En los genomas de las especies del género
Metarhizium se encuentra una familia de seis genes que codifican para proteinas con actividad de nitronato
monooxigenasa. En este trabajo para ahondar en la influencia que tiene el gen NMO3 en la capacidad de
Metarhizium en estimular la promocion del crecimiento en plantas, se tomaron tres mutantes nulos
independientes del gen NMO3 y se evalu6 su capacidad de crecimiento y conidiacion asi como su interaccion
con la planta de brdcoli Brassica oleracea.
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Antecedentes

El hongo benéfico del género Metarhizium

Las especies del hongo del género Metarhizium son de los hongos méas abundantes que se pueden aislar del
suelo (Lomer et |. 2001). Se encuentran distribuidos de manera global desde el Artico hasta los tropicos y
colonizan una impresionante variedad de ambientes, incluyendo bosques, sabanas, pantanos, areas costeras
y desiertos (Roberts and St Leger 2004). Las distintas especies de Metarhizium pueden infectar a un amplio
rango de insectos hospederos, se han descrito mas de 300 especies de insectos que pueden ser infectados
por Metarhizium de manera natural, pertenecientes a siete érdenes: ortopteros, dermapteros, hemipteros,
dipteros, himendpteros, lepidopteros y coledpteros. De manera adicional establecen asociaciones simbidticas
con las raices de las plantas (St Leger and Wang 2020). Asi, por ejemplo, M. robertsii es atraido por sefiales
guimicas, particularmente rafinosa, liberadas por las raices de las plantas (Fang and St Leger 2010). Esta
asociacion promueve el crecimiento de las raices (Sasan and Bidochka 2012), activa el sistema de defensa
en las plantas, protegiéndolas de fitopatdgenos; e incrementa la resistencia a factores abidticos como la

pagl


mailto:gonzang@ugto.mx
mailto:torguz@ugto.mx

VOLUMEN 16

-
ano 9 XXVIl Verano De la Ciencia
3 a ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

salinidad (Behie and Bidochka 2014; Khan et al. 2012; Sasan and Bidochka 2012). Metarhizium transfiere
Nitrogeno, proveniente de los insectos que infecta, a las raices de las plantas (Behie and Bidochka 2014), a
cambio la planta le transfiere compuestos de carbono al hongo, estableciendo una simbiosis mutualista (Behie
et al. 2017).

Los nitroalcanos y las nitronato monooxigenasas

En la naturaleza, se pueden encontrar nitroalcanos como resultado de actividades antropogénicas (Balogh-
Hergovich et al. 2007; Gadda and Fitzpatrick 1999), pero también pueden ser sintetizados por algunos
microorganismos, por ejemplo, el 3-nitropropionato (3NPA) producido por los hongos Penicillium atrovenetum
y Aspergillus flavus (Porter and Bright 1987), y por plantas leguminosas del género Astragalus, Coronilla,
entre otras (Agniswamy et al. 2018). Los nitroalcanos son toxicos ya que pueden inhibir actividades
enzimaticas como la fumarasa y la succinato deshidrogenasa mitocondrial, comprometiendo la produccion de
energia en la célula y algunos son cancerigenos.

Diferentes enzimas de plantas, hongos y bacterias pueden convertir los nitroalcanos en compuestos menos
dafiinos y pueden servir como fuentes de carbono y nitrégeno. Entre ellas estan las nitronato monooxigenasas
(NMO) de Hansenula mrakki (Kido and Soda 1978) y Neurospora crassa (Gorlatova et al. 1998). Las nitronato
monooxigenasas (NMO) son flavoproteinas que catalizan la desnitrificacion oxidativa de los nitroalcanos a
sus correspondientes compuestos carbonilo y nitro (Gorlatova et al. 1998). Las nitronato monooxigenasa
cumplen distintas funciones en los organismos que las poseen; desintoxicacion, promocién del crecimiento o
el establecimiento de la infeccion del hospedero.

En el andlisis de los genomas disponibles de las especies de Metarhizium encontramos que poseen seis
genes distintos cuya secuencia de aminoacidos muestra un alto porcentaje de similitud con proteinas con
actividad de nitronato monoxigenasa. En nuestro grupo de trabajo, recientemente, se aislaron los seis genes
de la cepa M. brunneum CAROL19, se expresaron en E. coli, demostrando que los seis genes codifican
enzimas con actividad de nitronato monoxigenasa, sus caracteristicas bioguimicas muestran que tienen
diferente afinidad para su sustrato. El crecimiento de los conidios de Metarhizium en dosis bajas de
nitroalcanos aumenta la virulencia hacia el insecto Plutella xylostella (palomilla dorso de diamante, PDD).
Adicionalmente se analizo la expresion de los seis genes durante el proceso de infeccion a P. xylostella, los
resultados mostraron que los genes con mayor expresion durante el ciclo de infeccion corresponden a los
genes NMO1 y NMO5 (Cervantes Quintero et al. 2020). Con el propésito de determinar la funcion de estos
genes en los estilos de vida del hongo, se generaron los mutantes nulos sencillos de ambos genes
(MbC19nmol1A y MbC19nmo5A). Los resultados mostraron que, en ambas cepas, la ausencia de NMO1 o
NMOS5 disminuye la virulencia del hongo a los insectos P. xylostella y Tenebrio molitor y se revierte la
promocion del crecimiento que produce Metarhizium en la interaccion con la planta de sorgo (Cerda de Loera,
2018; Guerrero Carrera, 2018). En el laboratorio también generamos los mutantes nulos del gen NMO2
(Guerrero Carrera, 2020) y del gen NMO3 (Esquivias Varela, 2023).

En este trabajo se pretende ahondar en la influencia que tiene el gen NMOS3 que codifica para una enzima
con actividad de nitronato monooxigenasa en la simbiosis planta — Metarhizium, eligiendo la planta de brocoli
para quien la Palomilla Dorso de Diamante representa un grave problema en la produccién pudiendo causar
la pérdida parcial o total de la cosecha.
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RESULTADOS

Crecimiento radial y conidiacion de Metarhizium brunneum silvestre y mutantes
Anmo3

Previamente en el laboratorio, se construyeron mutantes nulas del gen NMO3 mediante reemplazo génico
del marco de lectura abierto del gen NMO3 por el casete de delecion que contiene el gen de resistencia a
glufosinato y el gen de la proteina verde fluorescente (GFP). Estos mutantes fueron comprobados por fenotipo
de resistencia a glufosinato y fluorescencia verde de las colonias y por métodos moleculares, comprobando
tanto la ausencia del gen NMO3 en los mutantes, asi como la integracion de una Unica copa del casete de
delecion (Esquivias Varela, 2023).

Un parametro importante de evaluar es determinar si la usencia del gen NMO3 afecta el crecimiento y
conidiacion de los mutantes. Para ello en este trabajo, 1000 conidios frescos de los mutantes MbC19-Anmo3
2-1, MbC19-Anmo3 3-3 y MbC19-Anmo3 4-1, y del parental de los mutantes usado como control
(MbCARO19), fueron sembrados en gota de 20 pl en el centro de una caja de medio minimo M100 y se
incubaron 10 dias a 28°C con fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad. Transcurrido el tiempo se midieron
los diametros de las colonias. En seguida se colectaron los conidios, se prepararon diluciones seriadas base
diez y se contaron al microscopio. El experimento se realizo por triplicado y se hicieron tres experimentos
independientes. En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos, donde en la Figura 1 se observa que
sélo el mutante MbC19-Anmo3 4-1 crece un poco mas que el parental MbC19. Y solo el mutante MbC19-
Anmo3 3-3 forma un poco mas conidios que la silvestre MbC19. En general, aunque el analisis estadistico
sugiere diferencias significativas, al observar la desviacion estdndar de manera global los mutantes crecen y
producen conidios de manera similar a la cepa parental.
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Figura 1. Efecto de la mutacion nula del gen NMO3 en el desarrollo de Metarhizium brunneum. A, crecimiento de las colonias, B,
conidios formados por cm? de micelio formado. Los datos se analizaron mediante ANOVA F de una sola via.
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Participacion del gen NMO3 de M. brunneum en el estilo de vida
interaccién hongo - planta

Para conocer si el gen NMO3 participa en la interaccién hongo - planta, se utilizaron las cepas silvestre y
mutantes del gen NMO3 de M. brunneum y semillas de la planta Brassica oleracea (brdcoli). Y se abordaron
dos estrategias: A) interaccion in vitro en condiciones controladas (temperatura y humedad) en camara de
incubacidn en agar-agua o en suelo agricola, B) interaccion en condiciones de invernadero en suelo agricola.

En la primer estrategia se evalu6 tamafio de la raiz, tamafio de la plantula, peso fresco y peso seco. En la
segunda estrategia (en invernadero) se dio seguimiento al crecimiento y germinacion del brécoli.

En estas interacciones se usaron conidios frescos de las cepas silvestre MbC19 y los mutantes MbC19-
Anmo3 2-1, MbC19-Anmo3 3-3 y MbC19-Anmo3 4-1. Se usaron semillas de Brassica oleracea convar.
botrytis var. cymosa previamente esterilizadas. Se siguieron los protocolos descritos por Guerrero Carrera
(2018).

Interaccion in vitro en agar-agua. Para ello en medio agar agua en cajas de Petri, en una fila se sembraron
10 semillas de brécoli y en una segunda fila paralela se sembraron conidios de Metarhizium y se incubaron a
26 °C por 10 dias con ciclos de 12 h luz/12 h oscuridad. Cada tratamiento se hizo por quintuplicado. Los datos
obtenidos fueron tratados con la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. Los resultados obtenidos muestran
gue no hay diferencia entre el tamafio de la plantula ni el peso fresco, entre los mutantes y la cepa silvestre
(Figura 2). Solamente el mutante MbC19-Anmo3 4-1 mostré un peso seco significativamente mayor que las
plantas testigo y las tratadas con la cepa silvestre MbC19 y los mutantes MbC19-Anmo3 2-1, MbC19-Anmo3
3-3 concordando con el dato de crecimiento en colonia.
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Figura 2. Efecto de la mutacién nula del gen NMO3 en la interaccion M. brunneum —brécoli in vitro agar agua. A, plantutlas tratadas
con la cepa silvestre MbCARO19, B, plantulas tratadas con el mutante MbC194nmo3. C, Peso fresco de las plantas. D, Peso seco de las
plantasCOntrol son las plantas testigo que no estuvieron en contacto con el hongo. MbCARO19, cepa silvestre; MbC19 Anmo3, mutantes 2-
1, 3-3, y 4-1. Los datos se sometieron a la prueba Kruskal Wallis

pag4



VOLUMEN 16

la

-

ano 9 XXVII Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797

N www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Interaccion in vitro en suelo agricola. Tres plantulas de 6 dias obtenidas en agar-agua se transfirieron a una
caja de Petri conteniendo suelo agricola. Se inocularon las raices con 2.2 x 10° conidios contenidos en 100
pL. Se incubaron a 26 °C por 12 dias con ciclos de 12 h luz/12 h oscuridad. Se usaron al menos 15 plantulas
en total para cada tratamiento incluyendo el testigo. La cuantificacion de los datos mostro que en el tamafio
de la raiz no hay diferencia significativa entre los distintos tratamientos, mientras que el tamafio de la plantula
(tallos y hojas) es menor en las plantas tratadas con las mutantes nulas del gen NMOS3. En la Figura 3A se
muestra las plantas de brécoli tratadas con M. brunneum silvestre y en Figura 3B las plantas tratadas con el
mutante MbC19-Anmo3 2-1. Esta diferencia fue significativa segun el tratamiento de los datos con la prueba
de Kruskal Wallis. En cuanto al peso fresco (formacién de biomasa) y peso seco no se aprecia diferencias
estadisticamente significativas entre las plantas tratadas con los mutantes MbC19-Anmo3 y la cepa silvestre
segun la prueba estadistica de Kruskal Wallis (datos no mostrados).

Figura 3. Efecto de la mutacion nula del gen NMO3 en la interaccién in vitro M. brunneum — Brocoli en suelo agricola. A, plantulas
de brocoli tratadas con la cepa silvestre CARO19 de M. brunneum. B, plantulas de brécoli tratadas con el mutante Mb Anmo3 2-1.

pag5



de
la

Universidad de Guanajusto

VOLUMEN 16

o
s XXVII Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797

Interaccion en invernadero en suelo agricola. En estos experimentos los conidios de Metarhizium (silvestre o
mutantes) fueron adheridos a las semillas de brdcoli mediante carboximetilcelulosa (cmc). Las semillas testigo
se trataron solo con carboximetilcelulosa. Treinta semillas de brdcoli de cada tratamiento fueron sembradas
en las charolas y se incubaron en el invernadero. Se tomo registro fotogréafico del crecimiento y la germinacion
durante 28 dias que se incubaron en el invernadero. En la Figura 4A se observa el crecimiento de las plantulas
testigo (semillas tratadas con cmc), en la Figura 4B las plantulas control positvo (semillas tratadas con la cepa
silvestre MbCARO19), y en la Figura 4C la prueba que corresponde a las plantulas tratadas con el mutante
MbAnmo3. Como resultado preliminar a los doce dias se observa que mientras la cepa silvestre de
Metarhizium estimula la germinacion de las semillas de brocoli (90%) y el crecimiento de las plantulas (Fig.
4B) en comparacion con el testigo que germina solo un 43 % y crece menos (Fig. 4A). Es notorio que la falta
del gen NMO3 en M. brunneum causa disminucion de la germinacion de las semillas (germinando solo el 57
%). Este experimento se terminara en 7 dias mas, entonces se cuantificara el crecimiento de las plantas, el
peso fresco y el peso seco para, mediante andlisis estadistico, determinar si realmente el gen NMO3 de
Metarhizium participa en la interaccion Metarhizium brunneum — Brassica oleracea.
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Figura 4. Efecto de la mutacién nula del gen NMO3 de M. brunneum en la germinacién y desarrollo de la plantula de brécoli a los
12 dias en suelo agricola en invernadero. A, plantas testigo (sin hongo). B, plantas en presencia de la cepa silvestre MbCARO19. C,
plantas en presencia del mutante MbC194mno3.

Los datos preliminares sugieren que el gen NMO3 participa parcialmente en el establecimiento de la
interaccion hongo — planta, favoreciendo la germinacion de la semilla y posiblemente el crecimiento de la
planta. Para poder concluir, es necesario contar con mas datos experimentales que permitan reducir la
desviacion estandar y ver mas claramente la significancia estadistica de los datos.
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