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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la actividad endofita y promotora de crecimiento de
Metarhizium robertsii HPI-017 en plantas de cana de azlcar. Se llevaron a cabo 3
tratamientos: 1) Plantas sin inocular (Solucién de Tween 0.01 %, control), 2) Plantas
con 100 mL de in6culo (2.0 x 108 conidios/mL) en el sustrato, 3) Plantas inoculadas
sobre toda la planta por aspersion empleando un atomizador con 100 mL de
suspension con 2.0 x 108 conidios/mL a la cana de azlcar. Posteriormente se
seleccionaron al azar segmentos de raices que fueron tenidas con azul de tripano
gue se observaron bajo el microscopio para asi determinar si M. robertsii HPI-017 es
capaz de colonizar estas raices. También se evaluaron parametros de crecimiento
como la longitud del tallo, diametro del tallo, longitud de la raiz, nUmero de hojas,
peso seco de la raiz, peso seco del tejido vegetal aéreo (tallo y hojas) y contenido de
clorofilas A y B para evaluar el efecto de M. robertsii HPI-017 en el desarrollo y
fisiologia de las plantas de cana. Los resultados obtenidos demostraron porcentajes
de colonizacion de las raices mayores al 90%. Ademas, se observo colonizacion del
tejido aéreo de las plantas y una respuesta favorable de M. robertsii HPI-O17 en
desarrollo de las plantas de cana de azlcar con diferencias estadisticamente

significativas en la evaluacion de los parametros antes mencionados.

Palabras clave: hongos endofitos, Cana de azucar, Colonizacion, promotor,

crecimiento, clorofilas. M. robertsii




ABSTRACT

In the present study, the endophytic and growth-promoting activity of Metarhizium
robertsii HPI-017 in sugarcane plants was evaluated. Three different treatments
methods were used: 1) Plants without inoculation (Tween Solution 0.01%, control),
2) Plants with 100 ml of inoculum (2.0 x 108 conidia/mL) in the substrate, 3) Plants
inoculated over the entire plant by spraying using an atomizer with 100 ml of
suspension with 2.0 x 108 conidia/mL to the sugar cane. Subsequently, root
segments were randomly selected and stained with trypan blue and observed under
the microscope to determine if M. robertsii HPI-017 is capable of colonizing these
roots. Growth parameters such as stem length, stem diameter, root length, number
of leaves, root dry weight, dry weight of aerial plant tissue (stem and leaves) and
chlorophyll A and B content were also evaluated. to evaluate the effect of M. robertsii
HPI-017 on the development and physiology of sugarcane plants. The results
obtained showed percentages of root colonization greater than 90%. In addition,
colonization of the aerial tissue of the plants and a favorable response of M. robertsii
HPI-017 in the development of the sugarcane plants were observed, with statistically

significant differences in the evaluation of the aforementioned parameters.

Keywords: endophytic fungi, sugarcane, colonization, promoter, growth, chlorophylis.

M. robertsii




1. INTRODUCCION

La cana de azlcar (Saccharum officinarum L.) representa una de las fuentes mas
importantes de azucar en México y el mundo. En México la produccion alcanza hasta
un total de 847,447 ha de siembra en 16 estados de la republica (SIAP, 2020). Sin
embargo, el desarrollo y crecimiento de este cultivo puede verse afectado por
factores bidticos y abibticos que impactan directamente en los rendimientos de las

cosechas.

Aunado a lo anterior es comun que la cana de azucar tenga deficiencias en los
nutrimentos y condiciones climaticas en las que se desarrolla, afectando de esta
manera la productividad de la misma. La composicion de los suelos puede llegar a
ser pobre por lo que es necesario el uso de fertilizantes que aporten los elementos
necesarios para obtener un cultivo de calidad. Sin embargo, el uso desmedido de
fertilizantes genera danos que impactan en el medio ambiente, tales como; la
degradacion de los suelos, contaminacion de los recursos hidricos y deterioro en la

salud del ser humano, entre otros (FAO, 2019).

Por lo anterior se busca implementar nuevas alternativas, amigables con el medio
ambiente ante el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, usando
microorganismos benéficos capaces de conferirle a las plantas una mejor absorcion
de los nutrientes. Entre estos microorganismos se encuentran las bacterias,
nematodos, algas y hongos benéficos, que puedan generar relaciones simbidticas
benéficas. Recientemente se sabe que los hongos endofitos tienen la capacidad
promotora de crecimiento, colonizando principalmente las raices de las plantas, una
vez dentro tienen la capacidad de conferir resistencia contra patégenos e insectos,
promover el crecimiento, al metabolizar compuestos como el acido 1-
aminociclopropanol-carboxilico (ACC) o por la producién reguladores de crecimiento)
(Dengy Cao, 2017).

Anteriormente se conocia que Metarhizium spp. estaban adaptados como
entomopatoégenos de insectos, no obstante, muchas de las especies se asocian
como endofitos con la rizosfera de las plantas, promoviendo su crecimiento y
confiriéndoles resistencia contra estrés abidtico como tolerancia a sequias, alta

salinidad, resistencia a bajas temperaturas y bajo pH (Raya-Diaz et al. 2017),




Teniendo en cuenta el reciente descubrimiento de la actividad endéfita de los hongos
entomopatoégenos e impacto que tienen las relaciones simbibticas entre hongos
endofitos y plantas, en el presente trabajo se evalu6 la actividad endoéfita y promotora
de crecimiento de M. robertsii HPI-017 en plantas de cana de azlcar de la variedad
CP 72-2086.




2. ANTECEDENTES

2.1. La caia de azucar

Saccharum officinarum L. cominmente conocida como cana de azlcar, cana dulce,
cana miel o simplemente cana, es una Poaceae tropical perenne de tallos fibrosos,
altos y gruesos proveniente de Nueva Guinea e introducida en Egipto alrededor del

647 D.C.y un siglo después a Espana (Ramirez, 2008).

Representa una de las fuentes mas importantes de azlcar en México y en mas de
130 paises donde se cultiva para la provision de alimentos e insumos en la industria
sucroquimica y bioenergética. Las caracteristicas que le dan a este cultivo un alto
valor econémico se deben a que es una especie altamente productiva, muy eficiente
en el uso de insumos y recursos productivos (Gomez-Merino et al. 2017; Castillo et
al. 2018; Duarte-Almeida et al. 2006).

En Meéxico, la produccion de la cana de azucar forma la agroindustria mas
importante, posicionandolo entre los 10 principales paises productores de azlcar.
Segun el SIAP (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera) en el ano 2020
se sembrd un total de 847,447 ha en 16 estados que conforman la republica
mexicana, generando asi una gran cantidad de empleos directos e indirectos y
aportando 1.98 % del PIB manufacturero, 16.44 % del PIB agropecuario y 8.29 % del

PIB de la industria alimentaria (Gomez-Merino et al. 2017).

En el Estado de Morelos se sembraron 24,000 ha en el ano 2020 con un rendimiento
de 101.805 ton/ha (SIAP, 2020) permitiendo de esta manera que se generen
productos con valor agregado y contribuyendo a que la caha sea uno de los cultivos
comerciales de primera importancia, sin embargo, el desarrollo y crecimiento de este
cultivo puede verse perjudicado por factores bidticos y abibticos, impactando

directamente en los rendimientos de las cosechas.




2.2. Clasificacion Taxonomica

La clasificacion taxonémica de la cana de azlcar se presenta a continuacion (Ecured,
2017):

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
SubClase: Commelinidae
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Saccharum
Especie: officinarum L.

2.3. Morfologia

Es una graminea tropical que alcanza una altura de 5 m de altura, con tallos macizos
y gruesos que llegan a medir hasta 6 cm de diametro (CONADESCUA, 2015); en los
cuales se forma y acumula un jugo rico en sacarosa que posteriormente se cristaliza
en los ingenios para producir azicar. Como subproductos se genera melazay bagazo;
la melaza se utiliza para la produccion de bebidas alcohdlicas y el bagazo para la

produccion de papel y combustibles. (Bautista-Galvez y Gonzalez-Cortes 2005).

A continuacion, detallaremos las partes que componen a la cana de azlcar

(Bustamante, 2015):

2.3.1. Las raices

Las raices son fibrosas y llegan a extenderse en mas de 78 cm en suelos en los
cuales la profundidad se los permita, aproximadamente el 80 % del total de las raices
se encuentra dentro de los primeros 35 cm de profundidad del suelo. Su funcién es
absorber agua y nutrientes y estructuralmente permiten a la planta tener un mejor
anclaje al suelo. La raiz se divide en raiz primaria; la cual deriva del meristemo apical
radicular, raices adventicias, derivadas de meristemos intercalares y que a su vez se
subdividen en raices primordiales y permanentes. Las primeras son raices delgadas

gue la planta eliminara una vez que comienza a desarrollarse, estas se ramifican y




adsorben agua y minerales. Las segundas se desarrollan una vez que han brotado
los nuevos tallos, estas se distinguen de las primordiales por ser mas gruesas y

largas (Figura 1).
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Figura 12. Raiz de la cana de azlcar

Fuente: Estévez, 2008

2.3.2. El tallo

El tallo por su parte se encuentra dividido en nudos y entrenudos, el primero es la
parte del tallo donde emerge la hoja y que consta de una cicatriz foliar, una zona
radical, un anillo de crecimiento, una banda cerosa y de yemas, mientras que el
segundo; comprende el espacio que existe entre cada nudo y se compone del canal
de la yema, las secciones corchosas, las rajaduras y tricomas. Su longitud difiere
entre las diferentes variedades que existen y va desde los 2 y hasta 5 m de alturay
su grosor de los 5 y hasta los 6 cm de diametro. Adicionalmente el desarrollo de la

planta se compone de una parte sélida y una liquida; la sélida es la fibra y la liquida




esta compuesta principalmente por agua y sacarosa, aunque también en menor

medida por sales y acidos organicos (Figura 2).

Figura 13.Tallo de la cana de azlcar y las principales partes que lo componen.

Fuente: Estévez, 2008

2.3.3. Las hojas

Las hojas por su parte tienen forma de vaina y miden generalmente de entre 0.90 a
1.5mdelargoyde 1 a 10 cm de ancho, nacen de los entrenudos del tallo, son largas
y tiene la funcién de realizar la fotosintesis y de proteger a la yema, al caerse nacen
nuevas de los nudos superiores. Las partes que la componen son; la lamina foliar,
gue es anchay larga, realizando actividad fotosintética, la nervadura central; es una
estructura que recorre la lamina, la yagua o vaina; es de forma cilindrica con mayor
anchura en la base y estrechandose gradualmente hasta la banda ligular, su funcion

es dar soporte a la hoja en cada nudo (Figura 3).
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Figura 14. Hoja de la cana de azucar y las partes que la componen.

Fuente: Estévez, 2008

2.3.4. Inflorescencia

Finalmente, en la clspide de la cana de azlcar se encuentra la inflorescencia (Figura
4), que, es una espiga compuesta; estructuralmente, es una inflorescencia, estas
mismas son hermafroditas, su tamano, forma y color varia dependiendo de la

especie y variedad de cana, alcanzando longitudes de hasta 1 m (Diaz y Portocarrero,
2002).
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Figura 15. Inflorescencia o flor de la cana de azlcar.

Fuente: Estévez, 2008

2.4. Requerimientos edafoclimaticos y nutricionales de la caifa de azlcar

2.4.1. Caracteristicas de habitat

El cultivo se desarrolla bien en suelos franco arcillosos, profundos y fértiles de zonas
tropicales y subtropicales con altitudes de O a 1000 m sobre el nivel del mar y con
un pH 6ptimo de 6.5 aunque también tolera pH de 4 a 8.3 (INFOAGRO 2021).

2.4.2. Temperatura

Una 6ptima temperatura para su crecimiento va por encima de los 24 °C, y se
considera optima una temperatura que oscila entre 32-38 °C. Temperaturas por
debajo de los 20 °C propician a una germinacion y desarrollo lentos (INFOAGRO
2021).
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2.4.3. Luz solar

Para un buen rendimiento de este cultivo son necesarias grandes cantidades de
radiacion solar incidente. Ya que las hojas superiores interceptan mas del 70% de
la radiacion solar y transforman hasta el 2% de la radiacion solar incidente en
biomasa (INFOAGRO 2021).

2.4.4. Precipitacion

Los requerimientos hidricos 6ptimos van de 1200 a 1700 mm anuales para el
desarrollo vegetativo mientras que para la produccion y acumulacion de
carbohidratos se necesitan de condiciones con menor aporte hidrico
(Vasquez, 2017; INFOAGRO, 2021).

2.4.5. Suelos

La cana de azucar es un cultivo adaptable y por tanto puede desarrollarse en suelos
marginales con cambios en la fertilidad del suelo. Son 16 elementos nutritivos los
que son necesarios para el desarrollo de dicho cultivo, los cuales son el carbono, el
hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio, azufre, calcio, zinc, cloro,

boro, cobre, manganeso, hierro y molibdeno (Quintero, 1995).

2.5. Etapas de crecimiento de la cana de azucar

El crecimiento y desarrollo de la cana de azlcar es variable, puede durar desde 14y
hasta 17 meses. Pasando por cuatro etapas: germinacion, amacollamiento,

crecimiento rapido y maduracion, ver Figura 5, y tabla 1. (SAGARPA, 2015).
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Figura 16. Etapas de crecimiento de la caia de azlcar.

Fuente: Bustamante, 2015
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Tabla 1. Etapas del cultivo de cana de azlcar.

Etapa Evento Duracion Temperatura 6ptima

de desarrollo

Germinacion Crecimiento y 7 a 10 dias 24a37 °C
desarrollo de

h . . rolongandose
6rganos primordios P g

latentes de la yema. hasta 35 dias.
Amacollamiento Brote de tallos a 85 dias 30 °C
partir de las aproximadamente.

articulaciones

nodales.
Crecimiento rapido Formacion y Comienza 30 °C
elongacion de la alrededor de los
cana de azlcar. 120 dias después
de la plantacion y
hasta los 180 dias
se define la
poblacion de
tallos.
Maduracién Sintesis y 2 a 3 meses 30 °C

acumulacién de
sacarosa en los

tallos.

A menudo es comun que la cana de azucar tenga deficiencias en los nutrimentos y
condiciones climaticas en las que se desarrolla, afectando de esta manera la
productividad de la misma. La composicion de los suelos puede llegar a ser pobre
por lo que es necesario el uso de fertilizantes que aporten los elementos necesarios
para obtener un cultivo de calidad. Entre estos elementos se encuentra
principalmente el nitrégeno (N), el potasio (K) y el fosforo (P); el N favorece el
amacollamiento de la planta, el K ademas de ayudar al crecimiento esta relacionado
con el transporte de azlcares de las hojas a los tallos y el P es indispensable para

sintetizar clorofila y sacarosa en el tallo (Aucatoma et al., 2015).
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El uso de fertilizantes nitrogenados a menudo se suministra en cantidades variadas
de acuerdo a las especificaciones de cada uno de ellos. Estos mejoran
considerablemente los rendimientos de los cultivos, sin embargo, estos fertilizantes
son utilizados por los agricultores desmedidamente generando danos que impactan
en el medio ambiente (FAO, 2019). Ademas, llegan a ser costosos por lo que algunos
agricultores no son capaces de costearlos, limitando asi su uso y reduciendo el

rendimiento y calidad del cultivo.

Ante el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, se estan implementando
alternativas amigables con el medio ambiente como lo es; el uso de microorganismos
benéficos capaces de conferir a las plantas una mejor absorcion de los nutrientes
gue por si solas serian incapaces de asimilar o que lo asimilan en bajas cantidades.
Entre estos microorganismos se encuentran bacterias, nematodos, algas,
microatrépodos y hongos benéficos que pueden generar relaciones simbibticas,
confiriéndole a las plantas promotores de crecimiento e influenciando en las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, ademas de cumplir con el papel de

organismos entomopatégenos (Sarabia, et al. 2010)

2.6. Generalidades de los Hongos

Los hongos pertenecen al reino Fungi, en el que se incluyen aquellos organismos
carecientes de cloroplastos y, por ende, heterétrofos. Crecen de forma filamentosa
multicelular, estos filamentos se conocen como hifas. Las redes de hifas se ramifican
y tienen multiples nlcleos genéticamente idénticos por lo que se considera un
organismo Unico, denominado técnicamente como micelio, poseen paredes
celulares compuestas por quitina y células con especializacion funcional (Samson,
2011; Moreno, 2018)

Estos organismos eucariotas obtienen su alimento mediante la secrecion de
enzimas, pues gracias a ellas pueden absorber las sustancias organicas disueltas a
través de su superficie celular, es decir, realizan una nutricion osmoheterotroéfica
(Raghukumar, 2017). La mayoria de los hongos son filamentosos, la estructura
celular basica es la hifa, un compartimento en forma tubular que esta rodeado de
una pared celular rigida de glucano, quitinay glicoproteinas. Estas hifas se ramifican

hasta formar una red denominada como micelio, mismo que conforma el cuerpo
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vegetativo de los hongos pluricelulares (Arias, 2013). En la naturaleza, el micelio de
muchos hongos es capaz de colonizar y penetrar tejidos de plantas, insectos y
humanos, esto, a través de determinados 6rganos y produccion de enzimas (Samson,
2011). Los hongos generalmente se reproducen de diferentes maneras, por medio
de esporas generadas sexualmente o asexualmente. Cuando no se reproducen por

medio de esporas, lo hacen por fragmentacion (Webster y Weber, 2007).

2.7. Interacciones de los hongos con las plantas

Los hongos pueden establecer asociaciones mutualistas, desarrollarse en la
superficie de las plantas y habitar en muchos tejidos vegetales. Influyendo en el
metabolismo de las plantas, asi como de las vias de senalizacion hormonal,
confiriendo nuevas capacidades biosintéticas o nutricionales. Entre los diferentes
tipos de hongos capaces de realizar estas asociaciones, se encuentran hongos
micorrizicos, parasitos biotrofos y necroétrofos, colonizadores de tejido vegetal
muerto. Llevando su ciclo de vida dentro diferentes érganos de las planta como

hongos enddfitos (Friesen et al, 2011; Moreno, 2018).

2.8. Los hongos endoéfitos

El término endofito quiere decir “dentro de la planta” (endon: dentro, phyton: planta).
De Bary’s (1866) definid a los enddéfitos como todos los organismos con capacidad
de colonizar tejidos internos de las plantas, aunque en 1995, Wilson, refirid este
término Unicamente a microrganismos como bacterias y hongos filamentosos que
colonizan tejidos de plantas. Las asociaciones planta-hongo datan de la era
paleozoblica, encontrandose evidencia en raices fosiles del arbol Amyelon radicians.
Los hongos endoéfitos generalmente pertenecen al filo Ascomycota y Basidiomycota
siendo ubicuos en plantas. Con base en la relacion evolutiva, la taxonomia, las
plantas hospederas y el nicho ecolégico, los enddéfitos se dividen en dos grupos, el
primero engloba a los endéfitos Clavicipitaceos o Clase | que habitan en algunas
gramineas y el segundo grupo incluye a los endéfitos no Clavicipitaceos o endoéfitos
de Clase ll, los cuales se asocian asintomaticamente en tejidos de plantas no
vasculares, helechos, coniferas y angiospermas (Sanchez-Fernandez et al, 2013;
Gomez, 2014; Hyde y Soytong, 2008; Friesen et al. 2011; Khan et al. 2013). Si bien

las asociaciones simbidticas entre hongos y plantas son antiguas, algunas de ellas
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aln no son del todo entendidas. Lo que si se sabe es que inducen a cambios en el
desarrollo y composicion quimica de las plantas, siendo importante ya que puede
impactar en otros organismos que se alimentan de las mismas plantas (Hartley y
Gange, 2009).

Los endofitos proporcionan beneficios a su hospedero mediante la produccion de
metabolitos secundarios como alcaloides, ciclohexanos, flavonoides, hidrocarburo,
quininas y terpenos (Lemons et al, 2005; Rana et al. 2019) con propiedades
biolégicas para disminuir el efecto de hongos y bacterias causantes de
enfermedades, ademas, esta asociacion mutualista puede estar involucrada en la
resistencia sistémica inducida; estos mecanismos favorecen a las plantas con

mayores tasas de germinacion, mayor densidad y biomasa (Abello y Kelum, 2006).

Los hongos endofitos a menudo tienen especificidad a su hospedero. También
pueden exhibir especificidad de érganos y tejidos como los endéfitos de los géneros
Phomopsis, Phoma, Colletotrichum y Phyllosticta que tienden a colonizar plantas no
relacionadas taxondmicamente, adaptandose a distintas condiciones fisiolégicas de

su hospedero (Deng y Cao, 2017).

2.8.1. Propiedades fisiologicas de los hongos endofitos

Recientemente se sabe que los hongos enddfitos tienen la capacidad promotora de
crecimiento, colonizando principalmente las raices de las plantas, una vez dentro
tienen la capacidad de conferir resistencia contra patégenos e insectos, promover el
crecimiento al metabolizar el precursor de etileno del estrés acido 1-
aminociclopropanol-carboxilico (ACC) o el acido indol acético (IAA), citoquininas, que
actian como reguladores de crecimiento en las plantas (Deng y Cao, 2017). Al
estudiar el potencial metabolémico de los hongos endéfitos se han cuantificado
diversas hormonas vegetales, estas mismas son moléculas de senalizacion que
pueden desempenar un rol importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Actualmente se sabe que los hongos endéfitos tienen la capacidad de sintetizar
hormonas vegetales, principalmente giberlinas, estas hormonas tienen funciones
metabdlicas importantes en la germinacion de semillas, elongacion del tallo,

floracion, senescencia y formacion de frutos en las plantas (Khan et al. 2013)
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2.8.2. Hongos enddéfitos y su asociacion con plantas hospederas

Desde que una semilla germina hasta que una planta desarrolla sus frutos, los
hongos enddfitos tienen la capacidad de asociarse a las diferentes partes de la
planta; semillas (espermosfera), raices (rizosfera), tallos (caulosfera), hojas
(filoplano), flores (anosfera) y frutos (laimosfera y carposfera) protegiendo al
hospedero contra fitopatogenos, y facilitando la solubilizacion de nutrientes como

fosforo, nitrégeno, zinc y potasio (Rana, 2019).

Las plantas utilizan dos principales mecanismos de resistencia contra patégenos; la
resistencia especifica en la cual las plantas emplean principalmente genes de
resistencia a patdgenos flngicos, estos genes se activan cuando los genes de
avirulencia estan presentes en el patégeno, cuando estos genes estan ausentes o
tienen baja expresion pueden ser muchos los patégenos que pueden hospedarse en
las plantas. El segundo mecanismo es conocido como resistencia poligénica que
consiste en la expresion de otros genes que en conjunto le confieren a las plantas
resistencia. Una resistencia diferente a las ya mencionadas, es la resistencia
inducida; la adquieren las plantas cuando han sido sometidas a factores como
microbios no patdégenos, productos quimicos o razas de patdégenos que no son

compatibles con el hospedero (Ganley et al. 2008).

Aunque los hongos endofitos proveen a las plantas beneficios para su desarrollo y
proteccion, la colonizacion no se lleva a cabo con gran facilidad ya que antes de ser
colonizados, los hospederos activan una respuesta inmune. Esta respuesta inmune
cuando estan siendo colonizadas, utiliza estrategias que se conocen como patrones
moleculares asociados a microbios (MAMP) a través de receptores de
reconocimiento de patrones que se encuentran en la superficie celular (PRR) de esta
forma le proporcionan a MAMP inmunidad activada (MTI) adicionalmente se reduce
la susceptibilidad activada por efectores (ETS) y otro sistema en el que las plantas
reconocen las moléculas producidas por microorganismos mediante receptores
moleculares activando en respuesta la inmunidad activada por efectores (ETI), ver
Figura 6, (Lorito et al. 2010; Yan et al. 2019).Este mecanismo involucrado en la
interaccion de los hongos enddfitos y el sistema inmune de la planta no es del todo
claro. Por lo que se propone que los hongos endofitos logran sobrevivir dentro de los
tejidos vegetales sin producir sintomas mediante dos mecanismos; el primer es a

través de la produccion de metabolitos toxicos para contrarrestar los del hospedero
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y generar una respuesta de defensa externa a la del hospedero al influir en la
concentracion de fitohormonas. El segundo mecanismo propone que las plantas

desintoxican los metabolitos de defensa constitutivos y secretan enzimas liticas.
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Figura 17. Respuesta inmune de las plantas al reconocer moléculas microbianas senal, activando dos
diferentes sistemas de defensa. a) Las plantas reconocen patrones moleculares asociados a
microbios (MAMP) a través de receptores de reconocimiento de patrones localizados en la superficie
celular (PRR) en la planta hospedera, de modo que se conduce a la inmunidad activada por MAMP
(MTI). b) Los efectores producidos por los microbios pueden ser reconocidos por los receptores
intracelulares de las plantas, activando asi la inmunidad activada por efectores (ETI). ¢) Los microbios
benéficos pueden evadir la respuesta de defensa de las plantas, lo que le permite colonizar
exitosamente las raices del hospedero.

Fuente: Yan et al. 2019.

Existe una hipétesis propuesta por Schulz (2002), denominada “antagonismo
equilibrado” (Figura 7) la cual propone que existe un equilibrio entre la respuesta de
defensa de las plantas en respuesta a los endofitos y el efecto toxico que estos
hongos tienen en las plantas. Los endoéfitos toleran la defensa del hospedero
logrando sobrevivir dentro de este mismo sin generar sintomas de enfermedad. Si la
virulencia del hongo asi como la defensa de la planta hospedera se encuentran en
equilibrio, la colonizacidon se mantiene asintomatica, de no ser asi los endoéfitos

mueren o0 causan enfermedades en su hospedero (Yan et al. 2019).
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Figura 18. Mecanismos propuestos en la interaccién entre hongos endéfitos y sus plantas
hospederas. Las plantas secretan metabolitos para formar sus comunidades microbianas mientras
que los microorganismos colonizan a las plantas como endéfitos (Flechas cafe). a) Los endoéfitos
activan factores de virulencia como respuesta a la defensa de sus hospederos y de esa manera poder
colonizar a la planta (flechas azules). b) los endéfitos reducen la respuesta inmune de las plantas
mediante mecanismos complejos (flechas negras). ¢) bajo condiciones intrinsecas o ambientales los
endofitos se convierten en patégenos latentes.

Fuente: Yan et al. 2019.

Se conoce que en la mayoria de las plantas se encuentran endéfitos y que estos
colonizan sistematicamente a las gramineas, por lo que son los mas estudiados, en
especial los del género Neotyphodium, la evidencia indica que tienen efectos
importantes en el rendimiento de las plantas asi como actividad contra herbivoros.
En algunos estudios donde se demuestran estos efectos se encontré que el hongo
endofito Chaetomium globosum LK4 aislado de plantas de Capsicum annuum que
se desarrolla en ambientes estresados por sequia promueve tanto, la brotacion como
el aumento de la biomasa vegetal y la tasa fotosintética. Los endéfitos Exophiala sp.
LHLO8 y Paecilomyces formosus LHL10 f aislados de raices de pepino ayudaron a
las plantas a sobrevivir en un ambiente de salinidad (60 y 120 mM), sequia y

temperaturas entre 5 °C y 40 °C, las plantas inoculadas mostraron mayor biomasa
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vegetal, contenido de clorofila y area foliar a diferencia de las plantas no inoculadas
gue presentaron un crecimiento vegetal limitado (Khan 2013). Por otro lado, Redman
y colaboradores, 2001 evidenciaron en plantas que las especies Colletotrichum
magna (ruta-1), C. orbiculare (683), C. gloeosporioides (95-41A), C. musae (927)y C.
magna (L2.5) colonizaron exitosamente los tejidos de las plantas confiriéndoles
tolerancia a sequia, ademas de estimular el crecimiento de las mismas. En plantas
de arroz inoculadas con hongos endofitos de clase 2; Fusarium culmorum (FcRed1),
Curvularia protuberata (Cp4666D) y Curvularia protuberata (CpYNP5C) mostraron
tolerancia a la salinidad, sequia y a bajas temperaturas, asi como un aumento en la

tasa de crecimiento (Redman et al. 2011).

Se ha planteado la idea de que algunos hongos endéfitos son pasajeros influyentes,
es decir, que tienen un efecto directo en el rendimiento de la planta mientras que
otros no tienen ese papel funcional sino que simplemente se encuentran ahi por
accidente. Un hongo endofito puede tener mas de un papel, por ejemplo, los hongos
entomopatégenos ademas de matar plagas de insectos pueden atacar a otros
hongos patégenos de las plantas, aumentar la tolerancia a sequias, resistencia a
bajas temperaturas, a bajo pH, alta salinidad, tolerancia a metales pesados y conferir
proteccion contra insectos herbivoros, tal es el caso de Beauveria bassiana y
Metarhizium robertsii (Vega, 2008; Mejia et al. 2008; Rana et al. 2019; Yan et al.
2019).

2.9. Metarhizium robertsii

Metarhizium robertsii anteriormente conocido como Metarhizium anisopliae es un
entomopatoégeno fungico generalizado de insectos, garrapatas y acaros. Se
distribuye ampliamente en ambientes entre los que se encuentran bosques,
sabanas, zonas costeras y desiertos (Zeng et al. 2017). Fue uno de los primeros
hongos en ser producido y aplicado a escala comercial en cultivos de cana de azlicar
para restaurar su funcionalidad. Este hongo se emplea como un componente de una
estrategia integrada de manejo de plagas o0 como micoinsecticida inundativo (Leger,
2007). Ha sido evaluado como opcion potencial para el control de Aeneolamia spp,
Aeneolamia postica Walker y Prosapia simulans Walker (por mencionar algunos) en
cultivos de cana de azucar, con una mortalidad efectiva de hasta el 98.7 %,

disminuyendo asi el uso de insecticida y mejorando el rendimiento de este cultivo
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(Bautista-Galvez y Gonzalez-Cortes 2005; Guzman-Camposeco et al. 2018). El
proceso de infeccion es similar al de otros hongos entomopatégenos; primero la
conidia se adhiere a la superficie del huésped y la penetracion del tegumento,
seguido por la germinacion y formacion del aparato de penetracion, lo que da paso
a la formacion de hifas en el hemocele (Greenfield et al. 2014; Castillo, 2006; Zeng
et al. 2017).

2.9.1 Clasificacion taxonémica

El género Metarhizium descrito inicialmente por Sorokin (1883), quien identificd a
este género como el causante de la enfermedad conocida como muscardina verde
en larvas infectadas con Anisoplia austriaca. Hoy en dia se considera a la especie M.
robertsii, nombrada por Metschnikoff, como el organismo representativo del género
Metarhizium (Driver et al. 2000), Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de Metarhizium robertsii (Metschn.) Sorokin, 1883 (GBIF
Secretariat, 2019).

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden  Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Metarhizium

Especie Metarhizium
robertsii
(Metschn.)
Sorokin, 1883

2.9.2. Actividad end6éfita y entomopatogena de Metarhizium

La rizosfera es la zona que rodea las raices de una planta, caracterizada por ser un
sitio de interacciones entre plantas, bacterias, hongos, nematodos, protistas, e
insectos. Los hongos pueden influir en el desarrollo y salud de las plantas,
solubilizando nutrientes, produciendo fitasas y protegiendo a la planta contra
patégenos (Liao et al. 2014). A los hongos del género Metarhizium se les conocia en

un inicio como agentes que controlan las plagas de insectos, aunque recientemente
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se sabe que este tipo de hongos establecen asociaciones con la rizosfera vegetal y
el rizoplano de la raiz y bajo determinadas condiciones, coloniza endofiticamente las
células corticales de la raiz, lo que indica que la entomopatogenicidad, no es el Gnico,
ni el principal estilo de vida de Metarhizium spp. (Liao et al. 2014; Lahey 2020). Se
ha reportado la habilidad de Metarhizium de colonizar raices (Tabla 3); Greenfield y
colaboradores (2016) reportaron en plantas de yuca (Manihot esculenta) que los
niveles de colonizacion de M. robertsii fueron mayores en la porcion proximal de la
raiz que en la porcion distal de las raices, ademas de que no encontraron actividad
endofita en ninguna muestra de tallo y hoja. Por otro lado, Garcia y colaboradores
(2011) aplicaron diferentes concentraciones de una suspension de conidios de M.
robertsii en el sustrato de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum),
encontrando actividad enddfita en brote, raices y tallos, lo cual sugiere movilidad
vertical del hongo. En plantas de frijol (Phaseolus vulgaris), empleando una cepa de
M. robertsii que expresa GFP, se observo la colonizacion de células corticales (Figura
8) y espacios intracelulares de la raiz (Sasan y Bidochka, 2012). Por su parte Lahey
y colaboradores (2020) demostraron que M. brunneum y M. robertsii colonizaron
preferente el hipocoétilo en frijol comdn y maiz dulce, observando una mayor
colonizacion para el maiz (Zea mays) por ambos Metarhizium en las regiones de la
raiz proximal al hipocétilo, esto debido a que es la zona de la planta en contacto mas
temprano con los conidios del suelo, mientras que en las hojas no se observd
ninguna colonizacion fangica. En centeno (Secale cereale) y canola (Brassica napus)
también se demostré la actividad enddéfita de M. robertsii, detectando mayor
colonizaciéon en raices y menor en el tejido foliar mientras que los efectos de
promocion de crecimiento fueron demostrados parcialmente, pues, aunque la altura
de las plantas fue mayor respecto a las plantas no inoculadas, los analisis no
demostraron diferencias estadisticamente significativas (Ahmad et al. 2020). La
colonizacion endofita por parte de este hongo se asocia ademas a pasto varilla
(Panicum virgatum), frijol (P. vulgaris), cebada (Hordeum vulgare) y arroz (Oryza
sativia) (Sasan y Bidochka, 2012; Moonjely et al. 2019), ver Tabla 3. Estudios en
campo, también han demostrado que M. robersii es endéfito de maiz; este hongo se
recupero exclusivamente de las secciones de la raiz, llegando a la conclusion de que

estas cepas no colonizan partes de la planta por encima del suelo (Liao et al. 2014).
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Figura 19. Colonizacién endofitica de células corticales de raiz de frijol por M. robertsii fusionado a
una proteina verde fluorescente.

Fuente: Sasan y Bidochka, 2012.

Tabla 3.Evaluacion de la actividad endéfita de Metarhizium en diferentes cultivos.

Nombre del
cultivo

Yuca (Manihot
esculenta
Crantz)

Tomate
(Lycopersicom
esculentum)

Frijol
(Phaseolus
vulgaris)

Maiz (Zea
mays)

Hongo endoéfito

Metarhizium
robertsii

Metarhizium
robertsii

Metarhizium
robertsii-GFP

Metarhizium
robertsii

Zona de la
planta

Rizosfera, con
mayor
colonizacion
que en la
porcion distal
de las raices

Brote, raicesy
tallos.

Células
corticales,
crecimiento
intracelular.

Raiz

Zona de
inoculacion

Raiz de la
planta
aplicando a la
superficie del
suelo alrededor
de la base de la
planta

Aplicando
directamente al
sustrato, cerca
de la base del

brote de las
plantulas a tres

diferentes
concentraciones

Semillas

Semillas

Referencia

Greenfield
etal. 2016

Garcia et
al. 2011

Sasany
Bidochka,
2012

Liao et al.
2014
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En centeno Raices y Semillas Ahmad et

(Secale hojas al. 2020
cereale)y M. robertsii

canola
(Brassica

napus)

Pasto varilla Raiz Semillas e Sasany
(Panicum inoculacion al Bidochka,
virgatum), M. robertsii sustrato en 2012

frijol cajas Petri

(Phaseolus
vulgaris)

Raiz Raiz de la Moonjely
planta et al. 2019
Cebada M. robertsii aplicando a la
(Hordeum superficie del
vulgare) suelo alrededor
de la base de la
planta

También se ha reportado su efecto positivo como promotor del crecimiento en
plantas de maiz, yuca, fresa y tomate (Liao et al. 2014; Greenfield et al. 2016;
Canassa et al. 2019; Garcia et al. 2011). Ademas de su actividad endoéfita, tiene
actividad entomopatégena, por lo que es considerado como una alternativa en el
manejo integrado de plagas. Evaluaciones del efecto entomopatdgeno de este hongo
sobre el control del gusano cogollero (S. frugiperda) en maiz presentaron un indice
de dano promedio de 16.8, es decir, un 50 % menos respecto a plantas control que
no fueron sometidas a la aplicacion de M. robertsii (Lezama et al. 2004). Guzman-
Camposeco y colaboradores en el 2018 por su parte han demostrado una reduccion
significativa de A. postica y P. simulans en la cana de azUcar, asi como un incremento
en el rendimiento en el cultivo. En fresa (Fragaria x ananassa) se han reportado
reducciones en el nimero de huevos de Tetranychus urticae en comparacion con
tratamientos control, ademas, la actividad enddéfita de M. robertsii mejord
significativamente el crecimiento del cultivo y sus frutos (Canassa et al. 2019). En la
Tabla 4 se resumen estos resultados. Por su parte en cana de azlcar solo se ha visto
que se aumenta el rendimiento del cultivo, pero no se ha determinado la actividad
endofita de M. robertsii y tampoco se han reportado estudios sobre su actividad

entomopatégena sobre D. magnifactella.
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Tabla 4. Actividad endéfita y entomopatégena de M. robertsii sobre diferentes plagas y cultivos.

Nombre del Plaga (hospedero) Actividad endofita Referencia
Cultivo
Maiz (Zea mays) Spodoptora No evaluada Lezama et al.
frugiperda 2004
Cana de azlcar Aeneolamia No evaluado Guzman-
(S. officinarum) Postica Camposeco, et al.
2018
Cana de azucar  Prosapia simulans No evaluado Guzman-
(S. officinarum) Camposeco, et al.
2018
Fresa (Fragaria x Tetranychus Aumento en el Canassa et al.
ananassa) urticae crecimiento del 2019

cultivo y frutos

2.9.3. M. robertsii como promotor del crecimiento

Metarhizium spp. estan adaptados como entomopatégenos de insectos, no obstante
muchas de las especies se asocian con la rizosfera de las plantas promoviendo su
crecimiento y confiriéndoles resistencia contra estrés abiotico como tolerancia a
sequias, alta salinidad, resistencia a bajas temperaturas y bajo pH (Raya-Diaz et al.
2017), ademas se ha informado que ciertos hongos de este género prevalecen en
asociaciones simbidticas con plantas especificas en una area geografica
determinada (Moonjely y Bidochka, 2019). Liao y colaboradores (2014) probaron la
hipotesis de que algunos Metarhizium spp, entre ellos M. robertsii son promotores
de crecimiento en maiz. Sus resultados demuestran un aumento significativo en la
formacion del collar de la hoja, la longitud del tallo, la biomasa promedio de la
mazorca y la biomasa promedio del tallo y follaje, encontrando su mayor impacto en

el rendimiento de las plantas de maiz durante el crecimiento vegetativo temprano.

Otros estudios han reportado este mismo efecto de M. robertsii en el crecimiento de
las plantas de tomate, donde se observé mayor altura en la planta, la longitud de la
raiz, el brote y peso seco de la raiz en comparacion con plantas de tomate no tratadas
con el hongo (Garcia et al. 2011). En cultivos de fresa, M. robertsii ayudd a aumentar
el peso seco de raices y hojas. Ademas, increment6 el rendimiento en los frutos
(Canassa et al. 2019).
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No hay muchos informes publicados sobre los efectos de M. robertsii utilizados como
microorganismo promotor del crecimiento en plantas y tampoco existen reportes

detallados sobre este efecto promotor en la cana de azucar.
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3. JUSTIFICACION

Los hongos que se asocian con las raices de las plantas pueden residir dentro de la
rizosfera, el rizoplano y colonizar las raices, desarrollando un micelio externo que
favorece a las plantas, debido a que pueden captar mejor nutrientes, agua y
minerales. Recientemente se sabe que Metarhizium robertsii, ademas de ser un
hongo entomopatégeno puede vivir como endofito dentro de tejidos vegetales
mejorando las fuentes nutritivas y por ende el crecimiento de su hospedero. Por lo
anterior resulta de gran importancia saber si M. robertsii se desarrolla como endoéfito
en la cana de azlcar y conocer si coloniza diferentes tejidos como raices, tallos y
hojas o si solo tiene especificidad por alguno de ellos. Asi como también conocer si
este hongo tiene actividad promotora de crecimiento al proveer de nutrientes a las
plantas de cana de azlcar y favoreciendo con aumento significativo en el desarrollo

de las mismas.

28




4. HIPOTESIS

o Metarhizium robertsii es endofito de la cana de azlcar y favorece el desarrollo

y crecimiento de la planta.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

o Determinar la actividad endéfita y promotora de crecimiento de Metarhizium
robertsii cana de azlcar.

5.2. Objetivos especificos

o Analizar el tipo de colonizacion de M. robertsii como endéfito en cana de
azlcar.

o Determinar la actividad promotora de crecimiento de M. robertsii en cana de

azlcar en condiciones de invernadero.

o Determinar la cantidad de clorofilas A y B presentes en las plantas de cana
de azlcar.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de Estudio

El presente trabajo se realizé6 en el municipio de Temixco, Morelos, localizado al
noroeste del Estado, en las coordenadas 18° 51' de latitud norte y los 99°14' de
longitud oeste del meridiano de Greenwich, con una temperatura promedio de 30 °C
y altitud de 1,280 msnm. Donde las plantas de cana de azlcar se mantuvieron en

condiciones de invernadero.

Parte de los experimentos que lo requirieron se llevaron a cabo en el laboratorio de
Botanica Estructural y en el laboratorio de Control Bioldégico del Centro de

Investigacion en Biotecnologia (CEIB) de la UAEM.

6.2 Preparacion del Inéculo

Para el Estudio se utilizo el hongo M. robertsii cepa: HPI-017 anteriormente
identificada como M. anisopliae aislada de coledpteros en cultivos de Maiz en Tetela
del Volcan, Morelos. Misma que fue proporcionada por el Laboratorio de Control
Bioldgico del CEIB.

La cepa se hizo crecer en medio agar dextrosa Sabouraud (SDA) enriquecido con
sacarosa y extracto de levadura. Para preparar el medio de cultivo, se usaron 65 g
de Sabouraud y se homogenizd con ayuda de un agitador magnético en 1 L de agua
destilada, adicionalmente se anadieron al medio 8.0 g de sacarosa y 8.0 g de
extracto de levadura, posteriormente el medio se esterilizd en autoclave a 121 °C,
20 psi durante 20 minutos. Una vez que el medio se encontraba a una temperatura
tolerable se vacio en cajas Petri estériles de 90 x 15 mm. Las cepas se incubaron
por 15 dias a 28 °C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a preparar una suspension
de conidios para obtener el indculo de M. robertsii HPI-017 que se aplico a las plantas
de cana de azlcar. La suspension inicial se prepard raspando las cajas Petri (Figura
9) y diluyendo el hongo en 10 mL de solucion de tween al 0.01 %, hasta obtener 1 L
de suspension. Se realizaron 2 diluciones seriadas a partir de esta suspension. Las

diluciones se prepararon tomando 1 mL de la suspension inicial y se anadieron 9 mL
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de tween al 0.01 %, obteniendo asi una dilucion 1/10 y finalmente se tomd 1 mL de
la dilucién 1/10 y se anadié a 9 mL de tween al 0.01 %, para obtener una dilucién
1/100.

Figura 9. Cultivo de M. robertsii HPI-017 en medio SDA

6.3 Conteo de conidios en camara de Neubauer improved y ajuste de concentracion

de la suspension inicial a una concentracion final

El conteo de conidios de M. robertsii HPI-017 se realiz6 para obtener un inéculo que
se aplico a las plantas de 2.0 x 108 conidios/mL. El conteo de los conidios se realizd
utilizando un hemocitdmetro o camara de Neubauer, la camara se llené con 10 pl de
la dilucién 1/100, este tipo de camaras contienen dos compartimentos, uno en la
parte superior y otro en la parte inferior de la misma (Figura 10), ambos
compartimentos fueron llenados. Para realizar el conteo se utilizd un microscopio
(LEICA DM500) a un objetivo del 40x. El conteo se realizé en los cuatro cuadrantes
superiores e inferiores de los extremos de la camara (Figura 10) en ambos
compartimentos. Para el conteo se tomaron en cuenta aquellos conidios contenidos
en el interior de los cuadrantes y aquellos que se encontraban en la primera linea de

las tres lineas que delimitan los cuadrantes.
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Figura 10. Cuadrantes que se usaron para el conteo en la cdmara de Neubauer. Se utilizaron los
cuadrantes 1, 2, 3 y 4, el volumen correspondiente es de el volumen correspondiente es de:
A4x(1Immx1mmx0,1mm)=4x0,1mms3.

Para estimar la concentracion en la suspension inicial se utiliz6 la siguiente
formula:

N¢ de conidios 1 cuadro 1000 mm?® 1cm3
ci= x x x
#cuadros contados” 1mm x 1 mm x 0.1 mm3 1cm3 1mL

x factor de diluciéon

Una vez que se calcul6 la concentracion inicial de conidios se procedi6 a realizar un
calculo del volumen final al que tiene que ajustarse la suspension inicial para obtener

una concentracion de 2.0 x 108 conidios/mL, para ello se utilizé la siguiente formula:

_ C,-le-

Vf ;

Donde:

Vr: es el volumen final.
Vi: es el volumen de la suspension inicial (9ml)
Ci: es la concentracion estimada de la suspension inicial

Cr. es la concentracion final que se necesita (2.0 x 108)

Las plantas fueron inoculadas dentro de las primeras 24 horas de preparado el

in6éculo, con la finalidad de tener el mayor nimero posible de conidios viables.
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6.4 Preparacion del sustrato

El sustrato empleado para el trasplante de las plantulas de cana de azlcar a
macetas, consistié en una mezcla de peat moss y vermiculita en una proporcion 2:1.
Se colocaron y mezclaron en una tina de plastico hasta que se obtuvo una mezcla
homogénea (Figura 11). Posteriormente la mezcla fue colocada en bolsas de
polipapel para su esterilizacion en autoclave a 121 °Cy 1.5 Kg/cm?2 de presion por
20 min, la esterilizacion se realiz6 por duplicado. Posteriormente el sustrato fue
colocado en bolsas de invernadero de 1 kg que previamente fueron esterilizadas bajo
luz UV.

Figura 11. Mezcla de sustratos peat moss y vermiculita en proporcion 2:1.

6.5 Multiplicacién in vitro y aclimatacion de plantulas de cana de azicar (Saccharum
officinarum)

Plantulas de cana de azlcar in vitro provenientes de laboratorios InPlanta, Orizaba,
Veracruz, México, variedad CP 72-2086 contenidas en frascos (Figura 12a) con
medio Murashige y Skoog (MS), fueron extraidas, para posteriormente ser
multiplicadas en medio MS suplementado con acido indolacético (AIA) 1 uM . Una
vez obtenidos los brotes de 3 a 5 cm se cultivaron en medio MS sin la adicion de AlA.
Se extrajeron plantulas de 8 cm y enseguida se lavaron las raices con agua destilada
estéril para eliminar los residuos del medio MS. Posteriormente, en condiciones de
invernadero las plantulas se colocaron en las bolsas de invernadero
(volumen 2 L) con el sustrato previamente esterilizado y se regaron cada tercer dia

con agua corriente sin la adicion de ningln fertilizante. Las plantulas permanecieron
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a la intemperie en el municipio de Temixco, Morelos, México a una temperatura
promedio de 30 °C (Figura 12b).

Figura 12. Plantulas de caina de azlcar. a) Cultivo in vitro de caha de azlcar de aproximadamente 2
meses de edad. b) plantulas recién trasplantadas a sustrato peatmos: vermiculita.

6.6 Inoculacion de las plantulas de cana de azlcar

Transcurridos 20 dias después de la aclimatacion de las plantulas de cana de azlcar
se procedié aplicar el in6culo de conidios de M. robertsii HPI-017. El diseno
experimental fue en bloques completos al azar con 3 tratamientos inoculados por
aspersion y aplicacion directa en suelo: 1) Plantas sin inocular (Solucion de Tween
0.01 %, control), 2) Plantas con 100 ml de in6culo (2.0 x 108 conidios/mL) en el
sustrato, 3) Plantas inoculadas sobre toda la planta por aspersion empleando un
atomizador con 100 ml de suspension con 2.0 x 108 conidios/mL (Tabla 6). Se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento. El ensayo fue llevado a cabo en el
municipio de Temixco, Morelos, México a una temperatura promedio de 30 °C. La
duracion del ensayo fue de 90 dias, realizando cada 30 dias la colecta de material y
toma de datos. Durante este periodo las plantas fueron regadas con agua corriente
cada tercer dia, procurando mantener el sustrato himedo para el desarrollo del

hongo.
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Tabla 5. Tratamientos llevados a cabo para el estudio de la actividad endéfita y promotora de
crecimiento de M. robertsii en cana de azlcar, variedad CP 72 20-86.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Plantas de cana de Plantas de cana de Plantas de cana de
azucar sin inocular azucar inoculadas azUcar inoculadas por

(control). directamente al sustrato. aspersion

6.7 Evaluacion de la actividad endofita de M. robertsii en raices de cana de azlicar

Se seleccionaron 3 plantas de cana de azlcar al azar por tratamiento, cada planta
se cosecho cuidando que las raices no se rompieran, posteriormente se lavaron con
agua destilada hasta eliminar por completo los residuos de sustrato. Una vez que las
raices estaban limpias se secaron en toallas de papel para enseguida cortarlas en
fragmentos de aproximadamente 1 cm. Estos fragmentos se colocaron en una
solucion de fijacion (FFA): Formaldehido (10 mL) - acido acético (5 mL) - alcohol
50 mL - agua (35 mL), y se dejaron reposar toda una noche. Al dia siguiente las raices
fueron enjuagadas con agua hasta retirar el FFA, una vez que la muestra estuvo libre
de FFA se anadié una solucién de KOH al 5 % p/v, y se colocaron en bano maria a
una temperatura entre los 90 -100 °C durante 10 min, seguido por un segundo
enjuague con agua hasta retirar la solucion de KOH, para enseguida tenir las raices
con una solucion de azul de tripano 0.04 % en lactoglicerol: acido acético
(2 mL) - glicerol (2 mL) - EtOH (6 mL). Las muestras se colocaron huevamente en
bano maria a 90° C durante 1 hora, transcurrido ese tiempo se retir6 la solucion de
azul de tripano y se transfirieron las muestras a una solucion de lactoglicerol (acido

acético 1% en glicerol 50/50 v/v) para mantenerlas conservadas.

Para visualizar si M. robertsii HPI-017 colonizé las raices de la cana de azlcar se
seleccionaron 50 segmentos de raices al azar por planta de aproximadamente 1 cm
de longitud se colocaron al azar varios segmentos sobre un porta objetos (Figura 13),
con ayuda de una micropipeta se anadié un poco de agua a manera de que el
cubreobjetos se adhiriera, para posteriormente observar las muestras en

microscopio Optico a un aumento de 4x.
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Figura 13. Raices en segmentos colocados en portaobjetos para su observacion al microcopio.
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El porcentaje de colonizacion se calculd utilizado la siguiente formula (Sieverding,
1983):

Numero de campos colonizados
x 100

Porcentaje de colonizacion (%) = Numero total de campos observados

6.8 Evaluacion de la actividad endoéfita de M. robertsii en tejido aéreo de la cafia de

azuicar

Para evaluar si el tallo, asi como el follaje de la cana de azlcar fueron colonizados
por M. robertsii HPI-017 se determiné el porcentaje de colonizacion para lo cual se
recolectaron tallos y hojas. Posteriormente se sometieron a un tratamiento de
desinfeccion en el cual se sumergieron durante tres minutos en hipoclorito de sodio
al 1.5 %, enseguida se realizé un lavado con etanol al 70 % durante dos minutos, y
finalmente se realizaron varios lavados con agua destilada estéril. La eficacia de
esterilizacion se evalué inoculando 100 pL del dltimo lavado de agua en medio de
cultivo SDA.

Las plantas se secaron con toallas de papel estériles y se cortaron en trozos
pequenos de 3 cm de longitud en una campana de flujo laminar. Posteriormente los
trozos de plantas se inocularon en medio SDA contenido en cajas Petri con la adicion
de cloranfenicol (250 mg/L) para evitar el crecimiento de bacterias. Las cajas Petri
se incubaron a 28 °C durante 15 dias. Se determiné el porcentaje de colonizacion
realizando un conteo de los fragmentos donde crecio el hongo, utilizando la siguiente

formula:

. L Numero de fragmentos colonizados
Porcentaje de colonizacion (%) = — — x 100
Numero total de fragmentos por caja
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6.9 Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento de M. robertsii en caia de
azucar

Se seleccionaron 5 plantas al azar por tratamiento para evaluar la actividad
promotora de crecimiento de M. robertsii HPI-O17, se extrajeron de las macetas de
invernadero con cuidado de no danar a la planta, se eliminé el sustrato y enseguida
se realizd6 un enjuague con agua de las raices hasta eliminar por completo los
residuos de sustrato. Se secaron las plantas con toallas de papel, con ayuda de una
cinta métrica de procedio a medir la longitud del tallo y raiz, y con ayuda de un vernier
digital de midi6é el diametro del tallo. Finalmente, para evaluar el peso seco de las

raices se procedi6 a secar el material vegetal en un horno a 60 °C.

7. Determinacion de clorofilas Ay B en plantas de cafia de az(car inoculadas con M.

robertsii

Se seleccionaron 5 plantas al azar a los 90 ddi (dias después de la inoculacion) por
tratamiento, para medir el contenido de clorofilas A y B utilizando un Medidor
Electronico del Contenido de Clorofila FALKER®. Las mediciones se realizaron en la
hoja mas joven de las plantas de cana de azlcar, calibrando primero el equipo para

posteriormente registrar el contenido de clorofilas Ay B.

7.1. Anélisis estadistico

Con los datos recabados anteriormente de los experimentos ya mencionados se
realizd una prueba de Analisis de Varianza, utilizando pruebas de comparacion
multiple de medias Tukey con un nivel de significancia del 95 % para determinar

diferencias significativas entre tratamientos usando el software de Minitab® 19.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacion de la actividad endéfita de M. robertsii en raices y tejido aéreo en
plantas de cana de azlcar

Metarhizium robertsii HPI-017 aplicado en una solucion de tween al 0.01 % en
plantas de cana de azlcar variedad CP 72-2086 colonizo las raices con diferentes
porcentajes de acuerdo al tiempoy al tratamiento realizado (Figura 18). Se evaluaron
los porcentajes de colonizacion a los 30 ddi, con un porcentaje para el tratamiento 2
de 75.59 %, para el tratamiento 3 de 70.32 % (Figura 15), mientras que a los 60 ddi
se obtuvieron porcentajes de 76.93 % y 72.94 % para los tratamientos 2 y 3
respectivamente (Figura 16). Finalmente, a 90 ddi el porcentaje de colonizacion para
el tratamiento 2 fue 91.28 % y para el tratamiento 3 de 89.15 % (Figura 17).
Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos realizados (P<0.05) obteniéndose el mayor porcentaje de colonizacion
de las raices a los 90 ddi. Para las plantas del tratamiento 1 (Control) no se observo

colonizaciéon por M. robertsii HPI-017.

Para evaluar la actividad endofita de M. robertsii HPI-017 en tejido aéreo de la cana
de azucar, es decir, tallo y hojas, se recolectaron estos tejidos, se cortaron, se
colocaron en cajas Petri con medio SDA y se evalué el crecimiento de M. robertsii
HPI-017 por segmento colonizado, observando principalmente estructuras de hifas.
A los 30 y 60 ddi no se observaron estas estructuras, fue hasta los 90 ddi que se
presento este crecimiento (Figura 14), sin embargo, no se observo en los segmentos
de todas las plantas. Se obtuvo un promedio de 16.67 % y 16.63 % para los

tratamientos 2 y 3 respectivamente.
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Figura 14. Porcentaje de colonizacion de M. robertsii HPI-017 en tejido aéreo (tallo y hojas) de cana
de azicar de la variedad CP72—2086 a los 90 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular;
Tratamiento 2: Plantas inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas
inoculadas con M. robertsii por aspersion). Letras distintas indican diferencias significativas,Tukey
(P<0.05).
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Figura 20. Porcentaje de colonizacion de M. robertsii HPI-017 en raices de cafa de azlcar de la
variedad CP72—2086 a los 30 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular; Tratamiento 2: Plantas
inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas inoculadas con M.
robertsii por aspersion). Letras distintas indican diferencias significativas,Tukey (P<0.05).
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A pesar de que M. robertsii era considerado Unicamente un entomopatogeno flingico
con gran potencial para controlar plagas en diversos cultivos. Los resultados que aqui
se muestran se suman con los obtenidos por Greenfield y colaboradores (2014), en
los cuales demostraron que M. robertsii colonizo la porcion proxima de la raiz de
yuca, especificamente obtuvimos colonizacion en la rizosfera de las plantas de cana
de azlcar (Figura 18) que fueron inoculadas directamente al sustrato y por aspersion
en el area foliar. A diferencia de los resultados obtenidos por Greenfield y
colaboradores (2014) y Liao y colaboradores (2014), donde reportaron en plantas
de tomate y maiz, respectivamente, que, Metarhizium se recuperd exclusivamente
de las secciones de raiz, llegando a la conclusion de que Metarhizium no coloniza
partes de la planta por encima del suelo, nuestros resultados evidenciaron actividad
endofita en hojas y tallos de algunas plantas de cana de azucar a los 90 ddi, sin
observarse este fendmeno a los 30 y 60 ddi. Por su parte los resultados reportados
por Garcia y colaboradores (2011) en plantas de tomate concuerdan con los
resultados aqui obtenidos, en los cuales M. robertsii present6 actividad endoéfita en

brote, raices y tallos.

Lo anterior puede deberse a que M. robertsii adquiere los nutrientes necesarios
principalmente de la colonizacion de la rizosfera y no del tejido vegetal joven, esto
puede respaldarse con estudios que indican que M. robertsii se beneficia de los
nutrientes cuando se lleva a cabo la colonizacion saprofita, es decir, en cuanto el
tejido vegetal envejece, M. robertsii coloniza este tejido para verse beneficiado de
sus nutrientes (Posada y Vega 2005). Por lo que podriamos decir que el crecimiento
de M. robertsii Gnicamente observado a los 90 ddi se debe a que partes del tejido
vegetal habian envejecido y, por lo tanto, esto permitié que M. robertsii colonizara

partes por encima de la rizosfera (Ownley et al. 2009).
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Porcentaje de colonizacion a los 60 ddi
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Figura 21. Porcentaje de colonizacion de M. robertsii HPI-017 en raices de cana de azlcar de la
variedad CP72—2086 a los 60 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular; Tratamiento 2: Plantas
inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas inoculadas con M.
robertsii por aspersion). Letras distintas indican diferencias significativas, Tukey (P<0.05).
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Figura 22. Porcentaje de colonizacion de M. robertsii HPI-017 en raices de cana de azlcar de la
variedad CP72—2086 a los 90 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular; Tratamiento 2: Plantas
inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas inoculadas con M.
robertsii por aspersion). Letras distintas indican diferencias significativas ,Tukey (P<0.05).
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Figura 23. Actividad enddfita de M. robertsii HPI-O17 en raices de cana de azlcar variedad
CP 72-2086 a los 60 ddi observadas bajo un aumento 4x. a) y ¢) Tratamiento 1: Plantas sin inocular,
b) Tratamiento 2; plantas inoculadas con M.robertsii directamente al sustrato, d) Tratamiento 3:
plantas inoculadas con M. robertsii por aspersion.

8.2 Evaluacién de la actividad promotora de crecimiento de M. robertsii en caha de

azlcar

A los 30, 60 y 90 dias después de la inoculacion de M. robertsii HPI-017en las
plantulas de cana de azlcar se observaron diferencias en los parametros de
crecimiento evaluados (Figura 19). Se evaluaron las variables de longitud del tallo,
diametro de los tallos, longitud de las raices, nUmero de hojas, peso seco de las

raices y peso seco de la parte aérea (tallo y hojas).

De acuerdo al analisis estadistico, a los 30, 60 y 90 ddi se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas P<0.05 en la mayoria los parametros de las plantas
que fueron inoculadas con M. robertsii HPI-O17 directamente al sustrato

(Tratamiento 2) y aquellas que fueron inoculadas por medio de aspersion
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(Tratamiento 3) respecto a plantulas que no fueron inoculadas (Tratamiento 1), Tabla
6, Figura 19.

A los 30 ddi todos los parametros evaluados a excepcion de la longitud de la raiz del
tratamiento 2 respecto al Tratamiento 1 (control), fueron estadisticamente
significativas, observandose tallos mas altos y gruesos, mayor cantidad de hojas, y
presentando mayor peso seco en la raiz y parte aérea de las plantas (tallo y hojas).
Por su parte en el tratamiento 3, a pesar de observar plantas mas vigorosas respecto
al Tratamiento 1, estas no presentaron diferencias estadisticamente significativas

con las plantas del Tratamiento 1y las plantas del tratamiento 3.

A los 60 ddi todos los parametros evaluados a excepcion del diametro del tallo,
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, resulta
interesante que, haciendo una comparacion entre plantas del tratamiento 1y plantas
del tratamiento 2 a los 30 y 60 ddi se observa que a los 30 ddi las raices mantuvieron
crecimientos similares y los tallos fueron mas gruesos en el tratamiento 2 respecto
al control, pero a los 60 ddi, pasa lo contrario; las raices del tratamiento 2 son mas

largas respecto al control y el grosor de los tallos se mantienen similares.

43




Tabla 6. Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento de M. robertsii en cana de azlcar. Se
evalu6 el crecimiento de la longitud del tallo, diametro del tallo, longitud de la raiz, nimero de hojas
por planta, peso seco de la raiz y peso seco de la parte aérea (tallo y hojas) en plantas de cana de
azlcar CP72-2086 inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato (Tratamiento 2) e inoculadas
por asperjacion (Tratamiento 3). Los parametros se evaluaron a los 30, 60 y 90 ddi. Letras diferentes
indican diferecnias estadisticamente significativas,Tukey (P<0.05).

ddi

30

60

90

Parametros evaluados?®

Tratamientos

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Longitud del Diametrodel Longitud dela Cantidad de Peso seco
tallo (cm) tallo (mm) raiz (cm) hojas por raiz(g)
planta

792 +1.088B 2.60+0.65B 3324 +2.84 A 259+0.31B 0.52+0.31B
11.06 £2.63A 404 +£0.49A 3844 £+5.89 A 339+0.31A 0.94+0.14 A
10.00 £ 1.44 AB 3.82+0.96 AB 3542 +4.17 A 263 +0.30B 0.70+£0.70 AB
8.96+0.80B 504 +£0.30A 32.66+2.93B 2.64+0.13 B 0.32+0.13B
11.76 £ 1.60 A 6.34+1.09A 4368 £ 3.64 A 3.02+0.21A 140+0.42A
11.58 £+ 1.50 A 566+1.45A 4208+ 4.84 A 2.81+£0.29 AB 1.00£0.25 A
892+0.35B 594+0.738B 39.80+3.828B 2.75+0.20B 246 +0.71B
1292 £ 0.74 A 874+137A 4650+ 2.55 A 384+0.10A 4.02 £ 0.58A
1274 £ 0.94 A 760+ 0.51A 46.18 £+ 3.40 A 3.39+0.30A 341 +0.82AB

Peso seco
parte aérea

(8)

051+0.11B
082+0.19A
0.72+0.18 AB
0.57+0.098B
144 +£0.42 A
1.00 £ 0.47 AB
1.408 + 0.46 B
3376 £ 0.73 A

3114 £ 0.46 A

Por su parte, los parametros de crecimiento evaluados en el tratamiento 3 a los 60
ddi demostraron ser estadisticamente diferentes en comparacion a las plantas del
tratamiento 1, a excepcion del diametro del tallo, el nUmero de hojas y el peso seco
de la parte aérea, es decir, aunque las plantas inoculadas siempre demostraron ser
mas vigorosas que las plantas de cana de azlcar no inoculadas, el analisis
estadistico no demostré diferencias significativas Unicamente en cuanto a las

variables ya mencionadas.

Finalmente, la cosecha de las plantas de cana de azlcar a los 90 ddi de los
tratamientos 2 y 3, mostraron diferencias estadisticamente significativas en todos
los parametros evaluados respecto a las plantas de cana de azlicar que no fueron

inoculadas con M. robertsii
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La asociacion de M. robertsii con la rizosfera de las plantulas de cana de azlcar jugo
un papel importante durante la colonizacion de las mismas, pues favorecio al
crecimiento de la cana de azucar. Nuestros resultados coinciden con los estudios
realizados por otros autores que demostraron la actividad promotora de crecimiento
de M. robertsii (Raya-Diaz et al. 2017; Liao et al. 2014; Garcia et al. 2011.; Canassa
et al. 2019). En cana de azlcar variedad CP72-2086 observamos actividad endofita
de M. robertsii principalmente en las raices, dando como resultado un aumento en
la altura y diametro del tallo, asi como en el follaje, pudimos evidenciar que
M. robertsii HPI-017 promueve el crecimiento y resistencia de la cana de azlcar,
prevaleciendo en una asociacion simbiotica benéfica planta-hongo (Moonjely y
Bidochka, 2019). Lia y colaboradores (2014), también demostraron que algunas
especies de Metarhizium son promotores de crecimiento en maiz. Se ha informado
gue esta promocion en el crecimiento de las plantas se asocia a que M. robertsii
produce hormonas de crecimiento, encontrandose en mayor proporcion las auxinas,
favoreciendo de esta manera a las plantas de cana de azucar con mayor crecimiento
vegetativo y un aumento en la tasa fotosintética (Dutta et al. 2015). Recientes
estudios, demuestran que M. robertsii aumentd el contenido de clorofilas Ay B en
plantas de Arabidopsis, maiz y tomate(Gonzalez-Pérez et al. 2022) ademas,
metabolitos como alcaloides, ciclohexanos, flavonoides, hidrocarburo, quininas y
terpenos pueden relacionarse con una mayor formacion de pelos radicales, lo que
potencializa la adquisicion de los nutrientes como el fosforo, nitrégeno, zinc y potasio

(Rana, 2019), necesarios para el desarrollo de plantas vigorosas.

Estudios han reportado que los endoéfitos tienen efectos importantes en el
crecimiento de las plantas que se desarrollan en ambientes estresantes, ya que, a
pesar de estas condiciones, poco favorables para su crecimiento se ha observado un

aumento de la biomasa vegetal. (Sasan y Bidochka, 2012).

En el presente estudio M. robertsii HPI-017 crecid principalmente en la rizosfera de
las plantas, lo cual esta relacionado con factores como la taxonomia de las plantas
hospederas, el nicho ecologico, asi como la estacion del ano y la temperatura
(Sanchez-Fernandez et al, 2013; Gémez, 2014; Hyde y Soytong, 2008).
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Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

c)

Figura 19. Tratamientos de plantas de cana de azlcar de la variedad CP72-2086 inoculadas con M.
robertsii. a) plantas Inoculadas con M. robertsii a los 30 ddi, b) plantas Inoculadas con M. robertsii a
los 60 ddi, c) plantas Inoculadas con M. robertsii a los 90 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular;

Tratamiento 2: Plantas inoculadas con M. robertsii directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas
inoculadas con M. robertsii por aspersion).
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8.3 Determinacion de clorofila Ay B en plantas de caiia de azuicar inoculadas con M.

robertsii

Se realiz6 la cuantificacion de clorofila Ay B en plantas de cafna de azlcar a los 90
ddi, para determinar el efecto que tiene M. robertsii HPI-017 sobre los pigmentos
fotosintéticos. Se observé que un aumento considerable de la clorofila A en el
Tratamiento 2 (19.44 + 1.28) y Tratamiento 3 (18.86 + 2.08) en comparacion con el
Tratamiento 1 (13.54 + 1.24), obteniéndose diferencias estadisticamente
significativas. Mientras que, para las clorofilas B, se observé una disminucion de su
valor en presencia de M. Robertsii HPI-017. No obstante, el contenido de clorofilas B
es mayor en los Tratamientos 2 (5.34 + 0.53) y Tratamiento 3 (5.30 + 0.54) en
comparacion con plantas de cana de azlUcar que no fueron inoculadas con
M. robertsii (Figura 20).

Clorofilas Ay B
25
A A
20
B
15
10
A
5
0
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

H Clorofilas A ® Clorofilas B

Figura 20. Contenido de Clorofila Ay B en plantas de cana de azlcar inoculadas con M. robertsii a los
90 ddi (Tratamiento 1: Plantas sin inocular; Tratamiento 2: Plantas inoculadas con M. robertsii
directamente al sustrato; Tratamiento 3: Plantas inoculadas con M. robertsii por aspersion). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, Tukey (P<0.05).

El aumento en el contenido de clorofila Ay B obtenido concuerda con los resultados

anteriores obtenidos con el aumento en su biomasa vegetal, por lo tanto, esto se
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relaciona con la obtencion de plantas de cana de azlcar mas grandes al inocularse
con M. robertsii HPI-017 en comparacion con las plantas que no fueron tratadas con
este hongo. Los resultados obtenidos concuerdan con los de Gonzalez- Pérez et al.
(2022), también obtuvieron un aumento en el contenido de clorofilas (A y B) en
plantas de Arabidopsis, maiz y tomate inoculadas con M. robertsii. Adicionalmente
se ha descrito que el uso de microrganismos benéficos aumenta considerablemente
el contenido de clorofila generando asi un aumento en la tasa de crecimiento,
tolerancia a la salinidad, sequia y a bajas temperaturas, asi como en los niveles de
clorofila y tasa fotosintética (Redman et al. 2011; Khan 2013).
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9. CONCLUSIONES

= M. robertsii coloniza de manera endéfita las plantas de cana de azlcar
variedad CP72-2086.

= M. robertsii colonizd el 90 % de las raices de las plantas de cana de azlcar

(rizosfera).

= M. robertsii colonizé brotes de cana de azucar, es decir, en algunas secciones

de hojas y tallos.

= M. robertsii aplicado como inoculo; ya sea directamente al sustrato
(Tratamiento2) o por medio de aspersion (Tratamiento 3) en plantas de cana
de azlcar demostré mayor eficacia en la produccion de biomas de raices y

brotes.

= El contenido de clorofila (Ay B) en plantas de cana de azlcar inoculadas con

M. robertsii fue mayor en comparacion con plantas no tratas con este hongo.
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10. PERSPECTIVAS

El presente proyecto abre las posibilidades de generar nuevas investigaciones en las
cuales se continue evaluando a los hongos entomopatogenos en diferentes cultivos

de interés agrondmico, planteando las siguientes perspectivas.

= Modificacion genética de M. robertsii fusionado a una proteina verde o roja
fluorescente para evaluar en diferentes modelos de estudio si es capaz de

penetrar las células corticales de las raices y brotes.

= Evaluar la actividad entomopatoégena de M. robertsii en plagas comunes que

presentan los cultivos mas importantes en México.

= ldentificar y caracterizar a través de técnicas moleculares a M. robertsii

recuperado del tejido vegetal.

= Evaluar la actividad promotora de crecimiento en otros modelos de estudio.

= ldentificar los metabolitos presentes durante el establecimiento simbibtico

hongo-planta.
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