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Introducción. 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 ecológico del hongo Metarhizium es más amplio, 
que ser solamente un hongo entomopatógeno.  Existen reportes 
en donde Metarhizium interactúa con las plantas estableciendo 
una relación simbiótica de una manera micorrízica y endofítica, 
donde se promueve el crecimiento de la planta, coloniza la raíz 
de las plantas, activa su sistema de defensa, transfiere nutrientes 
como nitrógeno 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 
número de genes y cluster de producción de metabolitos 
secundarios [2]. Se tienen pocos reportes de esta especie, 
dentro del grupo de trabajo Davila-Berumen [3], aisló una cepa 
de M. guizhouense, la cual promueve el crecimiento vegetal del 
sorgo, adémas es antagonista del hongo fitopatógeno Fusarium 
oxysporum var. Lycopersicum. En condiciones de invernadero 
esta cepa protegió las raíces del sorgo y del jitomate de la 
infección. 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 transformación 
genética para su manipulación e identificar aquellos genes 
involucrados en las asociaciones ecológicas de dicho hongo.  
 
 
Metodología. Se determinó la concentración letal de los 
antibióticos de selección; glufosinato de amonio (PPT), 
Nourseotricina (NTC) e higromicina (HYG) en M. guizhouense. 
Se realizo la transformación 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 determinó la 
eficiencia de la transformación como se reporta [1]. Mediante 
microscopia con focal se observaron los conidios y micelio de 
transformantes de M. guizhouense, expresando la proteína 
eGFP y mCherry 
 
 

 
 

Fig. 1. Mapa del T-DNA de los vectores de transformación. A) T-DNA 
en el vector pPK2-NTC-eGFP para la resistencia a nourseotricina 
usando fluorescencia verde para selección visual. B) T-DNA en el 

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

Resultados.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Fig. 2. Imágenes de microscopia confocal de los transformantes.  

1 y 4; imágenes de microscopia en campo claro de las conidias y el 
micelio. 2 y 5; M. guizhouense expresando la proteína verde 

fluorescente y cherry fluorescente respectivamente. 7; colonias de M. 
guizhouense eGFP en medio M100 observadas en transiluminador UV. 
8 y 9; Raiz de Shorgum vulgare colonizada por M. guizhouense eGFP.  

 
Conclusiones. Se obtuvieron las transformantes del hongo 
Metarhizium guizhouense, expresando las proteínas verde y 
mCherry, lo que indica la correcta integración de la construcción. 
El establecimiento de un sistema de transformación eficiente nos 
permite la manipulación genética para evaluar el estilo vida 
multifacético de Metarhizium, en interacción con las plantas, 
insectos u otros hongos.  
 
Agradecimientos. A la Convocatoria Institucional de 
Investigación Científica 98/2018 de la Universidad de 
Guanajuato. Al soporte financiero del CONACYT PDCPN2014-
248622 y Proyecto de Ciencia basica 220780. 
 
Bibliografía.  
 
1. Padilla-Guerrero, I. E., & Bidochka, M. J. (2017). Mycobiology, 
Vol. 45(2), 84-89. 
2. Hu, X. et al., (2014). Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. Vol. 
111(47), 16796-16801. 
3. Davila-B. Fabiola. 2017. Tesis de Maestria. Universidad de 
Guanajuato. 
4. Goettel, M. S., et al., (1990). Curr. Genet. Vol. 17(2), 129-
132. 

!" Padilla-Guerrero and Bidochka

to sequential transformation, which requires multiple time-
consuming transformation events [29]. Co-transformation
can be adapted to a variety of transformation methods, such
as electroporated, biolistic, protoplasts and Agrobacterium-
mediated transformation [29-31]. Several different strategies
have been employed in Agrobacterium-mediated co-
transformation for the independent delivery of T-DNA in
plants [31], but Agrobacterium-mediated co-transformation
in fungi has not yet been reported. T-DNA can be held in
mixed bacterial strains in which two T-DNA molecules
are contained in separate binary vectors in different
Agrobacterium cells or in a single bacterial strain, whereby

of the fluorescent reporter protein was confirmed by visual
inspection using a Nikon OPTIPHOT-2 microscope (Nikon,
Tokyo, Japan) equipped with epifluorescent illumination. 

RESULTS AND DISCUSSION

Co-transformation is defined as the simultaneous introduction
of multiples genes in a cell, and the genes can be present
on the same plasmid or on separate plasmids [29]. The
main advantage of co-transformation for the transfer of
multiples genes is that a single transformation event can
result in the integration of multiples transgenes as opposed

Fig. 2. The transformation and co-transformation efficiency in Metarhizium robertsii using the vectors generated in this work.
Each transformation was performed three times, and the transformants were counted. The bars represent the standard error.

Fig. 1. T-DNA vector construction. A, T-DNA in the pPK2-NTC vector for nourseothricin selection; B, T-DNA in the pPK2-
BAR vector for phosphinothricin selection; C, T-DNA in the pPK2-NTC-eGFP vector for nourseothricin resistance using green
fluorescence for visual selection; D, T-DNA in the pPK2-BAR-mCherry vector with phosphinothricin resistance using cherry
fluorescence for visual selection. PgpdA, promoter of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene from Aspergillus nidulans;
NTC, nourseothricin resistance nat1 gene from Filobasidiella neoformans; Ptef, promoter of translation elongation factor gene
from Aureobasidium pullulans; eGFP, enhanced green fluorescent protein gene; T, termination region of the glucoamylase gene
from Aspergillus awamori; PtrpC, promoter of tryptophan C gene from Aspergillus nidulans; BAR, phosphinothricin resistance
gene from Streptomyces hygroscopicus; TtrpC, terminator of tryptophan C gene from Aspergillus nidulans; mCherry, cherry
fluorescent protein gene; RB and LB are the right and left border of T-DNA, respectively.


