Implementacién de la Agrotransformacion del hongo Metarhizium guizhouense.
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Introduccion. Los hongos del genero Metarhizium han sido
ampliamente estudiados, dado su potencial como biocontrolador
de insectos plaga, sin embargo, recientemente se ha reportado
que el impacto ecoldgico del hongo Metarhizium es mas amplio,
que ser solamente un hongo entomopatégeno. Existen reportes
en donde Metarhizium interactia con las plantas estableciendo
una relacién simbidtica de una manera micorrizica y endofitica,
donde se promueve el crecimiento de la planta, coloniza la raiz
de las plantas, activa su sistema de defensa, transfiere nutrientes
como nitrégeno proveniente de insectos y produce fitohormonas
tipo auxinas [1]. Dentro del genero una especie poco conocida
es Metarhizium guizhouense, la cual es la especie con mayor
numero de genes y cluster de produccion de metabolitos
secundarios [2]. Se tienen pocos reportes de esta especie,
dentro del grupo de trabajo Davila-Berumen [3], aislé una cepa
de M. guizhouense, la cual promueve el crecimiento vegetal del
sorgo, adémas es antagonista del hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum var. Lycopersicum. En condiciones de invernadero
esta cepa protegi6 las raices del sorgo y del jitomate de la
infeccion. Por lo anterior es importante el estudio de los
mecanismos moleculares del hongo Metarhizium guizhouense
en sus diferentes interacciones y el primer paso para estudiar
estos mecanismos es el implementar métodos de transformacion
genética para su manipulacion e identificar aquellos genes
involucrados en las asociaciones ecoldgicas de dicho hongo.

Metodologia. Se determiné la concentracion letal de los
antibioticos de seleccion; glufosinato de amonio (PPT),
Nourseotricina (NTC) e higromicina (HYG) en M. guizhouense.
Se realizo la transformacién de Agrobacterium tumefaciens con
los vectores binarios pPK2-BAR-mCherry y pPK2-BAR-eGFP
para la resistencia a glufosinato y pPK2-NTC-eGFP para la
resistencia a Nourseotricina (figura 1 [1]) y se determiné la
eficiencia de la transformacién como se reporta [1]. Mediante
microscopia con focal se observaron los conidios y micelio de
transformantes de M. guizhouense, expresando la proteina
eGFP y mCherry
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Fig. 1. Mapa del T-DNA de los vectores de transformacién. A) T-DNA
en el vector pPK2-NTC-eGFP para la resistencia a nourseotricina
usando fluorescencia verde para seleccion visual. B) T-DNA en el

vector pPK2-BAR-mCherry para la resistencia a nourseotricina usando
fluorescencia roja para seleccion visual.
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Resultados.

Fig. 2. Imagenes de microscopia confocal de los transformantes.
1y 4; imagenes de microscopia en campo claro de las conidias y el
micelio. 2 y 5; M. guizhouense expresando la proteina verde
fluorescente y cherry fluorescente respectivamente. 7; colonias de M.
guizhouense eGFP en medio M100 observadas en transiluminador UV.
8y 9; Raiz de Shorgum vulgare colonizada por M. guizhouense eGFP.

Conclusiones. Se obtuvieron las transformantes del hongo
Metarhizium guizhouense, expresando las proteinas verde y
mCherry, lo que indica la correcta integracion de la construccion.
El establecimiento de un sistema de transformacién eficiente nos
permite la manipulaciéon genética para evaluar el estilo vida
multifacético de Metarhizium, en interaccion con las plantas,
insectos u otros hongos.
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