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RESUMEN

La importancia de la busqueda de nuevos productos para ser aplicados a suelos y que
actlen como potenciadores de crecimiento ha conducido al estudio de organismos tales
como Metarhizium por su habilidad para de colonizar raices de plantas de interés
comercial. Estudios recientes indican que también posee caracteristicas de promotor de
crecimiento vegetal, lo que ha orientado al estudio de los mecanismos de interaccion
planta-hongo, ensayos de inoculacion y su efecto en distintos modelos vegetales. Las
especies dentro de este género habitan el suelo como saprobios, como habitantes de la

rizosfera, como enddéfitos y como patégenos de insectos.

En el presente trabajo se plante6 evaluar el efecto de la inoculacién de una cepa comercial
y un aislado de Metarhizium spp. en semillas de maiz raza Chalquefio. Se evalud el
porcentaje de germinacion, peso fresco y peso seco a los 10 dias post inoculacién por
tratamiento de las semillas, utilizando metilcelulosa (MC) como agente adherente.
También se evalud la tolerancia a la sequia midiendo el porcentaje de recuperacion del
vigor 24 horas después de regar las plantas de maiz inoculadas que estuvieron previamente
en sequia de 10 dias. Los resultados obtenidos indican que no existe diferencia
significativa en el crecimiento de las plantas de maiz entre los tratamientos con
Metarhizium y los controles negativos, sin embargo, los resultados del ensayo de
tolerancia a la seguia indican que el tratamiento con la cepa BM02 de M. brunneum y su
tratamiento con MC confieren tolerancia a sequia (BM02 = 44.3 %, BM02-MC 54.9 %)
en comparacién con los controles negativos (CC = 8.1 %, CMC = 26.4 %). Este trabajo
es el primero en evaluar el efecto de la inoculacion de Metarhizium sobre la tolerancia a
la sequia en semillas de maiz, por lo que se recomiendan estudios posteriores para elucidar

los mecanismos fisioldgicos y moleculares en la interaccion Metarhizium-planta.



SUMMARY

The importance of the search for new products to be applied to soils for use as growth
enhancers has led to the study of organisms such as Metarhizium due to their
characteristics of colonizing roots of plants of commercial interest. Recent studies indicate
that it also has characteristics of a plant growth promoter, which has pointed to the study
of plant-fungus interaction mechanisms, inoculation tests and its effect in different plant
models. Species within this genus inhabit the soil as saprobes, as inhabitants of the

rhizosphere, as endophytes, and as insect pathogens.

In the present work it"s proposed to evaluate the effect of the inoculation of a commercial
strain and an isolate of Metarhizium spp. in Chalquefio breed corn seeds. The germination
percentage, fresh weight and dry weight were evaluated at 10 days post inoculation by
seed treatments, using methylcellulose (MC) as an adherent agent, drought tolerance is
also evaluated by measuring the percentage of recovery of vigor 24 hours after watering
the corn plants. that were previously in a 10-day drought. The obtained results indicate
that there is no significant difference in the growth of the maize plants between the
treatments with Metarhizium and the negative controls, however, the results of the
tolerance test against drought indicate that the treatment with the strain BM02 of M.
brunneum and its treatment with MC confer tolerance to drought (BMO02 = 44.3%, BM02-
MC 54.9%) in comparison with negative controls (CC = 8.1%, CMC = 26.4%). This work
is the first to evaluate the effect of Metarhizium inoculation on drought tolerance in corn
seeds, for which further studies are recommended to elucidate the physiological and

molecular mechanisms in the Metarhizium-plant interaction.

Xl



INTRODUCCION

Las plantas cotidianamente viven en sociedades con diversas comunidades microbianas,
las cuales mantienen una relacion estrecha donde los microorganismos desempefian un
papel importante en el crecimiento, desarrollo y proteccion de su hospedero (Hardoim et
al. 2015). Los hongos considerados endofitos usualmente toman nutrientes y desempefian
un papel de proteccién a su hospedador, ya que pueden ser benéficos al inducir su
crecimiento, aumentar la tolerancia al estrés y al producir metabolitos secundarios que

confieren proteccion y resistencia contra agentes fitopatogenos (Sanchez et al. 2013).

Diversos estudios sobre hongos endofitos patdgenos de insectos indican que viven dentro
de los tejidos de las plantas sin causar algun sintoma adverso a su hospedero, asimismo
parasitan y matan insectos considerados como plaga. Estas interacciones pueden ocurrir
simultaneamente y conducir al control de plagas de importancia agricola. Entre los hongos
enddfitos patdgenos de insectos mas estudiados se encuentran los géneros Beauveria y
Metarhizium (Branine et al. 2019).

Para que se establezca una asociacion simbiotica en plantas, como en insectos, es
necesario la invasion y su posterior establecimiento en ambos organismos (Branine et al.
2019). El proceso de adhesion en plantas por parte de hongos del género Metarhizium
depende de las adhesinas MAD2, posteriormente las proteasas degradan la pared celular
vegetal para permitir el acceso a los tejidos, para promover una asociacién mutualista con
la planta proporcionando a esta Nitrégeno, que promueve crecimiento vegetal y proteccion
ante plagas obteniendo a cambio fuentes de carbono usando un transportador de rafinosa
MRT y una invertasa MrINV (Wang et al. 2007; Fang y St. Leger, 2010; Behie et al.
2012; Liao et al. 2013; Behie et al. 2014; Barelli et al. 2016; Moonjely et al. 2016).

El género Metarhizium habita naturalmente en suelo y algunas especies son colonizadoras
de rizosfera (Brunner et al. 2018), estas caracteristicas le han conferido un uso como
agente de control bioldgico alrededor del mundo. Se ha reportado la exitosa aplicacion de
este hongo en Brasil desde la década de 1970 para control de plagas en cafia de azucar
(Rangel et al. 2006) como son termitas, langostas, mosca pinta, gusano barrenador y para

el control de los mosquitos vectores de la malaria, incluyendo sus estados larvales (Buti
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et al. 1994). En México las especies de Metarhizium se han usado en cultivos de
importancia agricola como maiz, frijol, y cafia de azucar para el control del salivazo y

langostas (Brunner et al. 2018).

Aunque el énfasis de este género es acorde como entomopatdgeno, analisis filogenéticos
de Metarhizium indican que este género es mas cercanamente parecido a los géneros
endosimbiontes de pastos Claviceps y Ephicloé que a patégenos de insectos, esto sugiere
que Metarhizium pudo haber evolucionado de un linaje simbionte de plantas que
posteriormente adquirié la capacidad de infectar y matar insectos como una adaptacion a
esta fuente de nitrogeno (Spatafora et al. 2007; Gao et al. 2011; Barelli et al. 2016).
Estudios han demostrado la capacidad de M. robertsii de colonizar raices de repollo por
lo que se ha extendido el estudio a otros sistemas de plantas, otros estudios en campo
usando insecticidas y M. anisopliae incremento de 29% de rendimiento en comparacion

con un insecticida quimico sin el hongo (Maniania et al. 2003; Kabaluk y Ericsson 2007).

El hecho de que Metarhizium actle aumentando el crecimiento vegetal en presencia de
insecticidas indica que no solo confiere una proteccion fitopatdgena, por lo tanto, se ha
impulsado su investigacion para la busqueda de alternativas a fertilizantes quimicos que
potencien el crecimiento vegetal, y que ademas tengan como valor agregado el ser
entomopatogenos. Este tipo de productos tendrian multiples ventajas incluyendo la
disminucion del impacto ambiental en comparacion con los insecticidas quimicos. Por lo
tanto, se considera Metarhizium como un buen modelo a estudiar debido a la diversidad
de cepas existentes en México. Para lograrlo en este trabajo se realizé una identificacion
morfoldgica y molecular de un aislado de Metarhizium de la region cafiera de EI Mante,
Tamaulipas, y, de una cepa comercial. Se determind la promocidn de crecimiento vegetal
del aislado y la cepa comercial, en un modelo de maiz (Z. mays L.) in vitro. Los resultados
obtenidos podrian ayudar a comprender la posible interaccion mutualista hongo-planta

que puedan ser Utiles en investigaciones basicas y aplicadas futuras.



ANTECEDENTES

Los hongos en general son organismos de importancia a nivel mundial por su amplio uso
en el sector salud, biotecnolégico, economico, alimenticio, industrial, etc. En un ambito
agrondmico ecologico, influyen en la disponibilidad de nutrientes ya sea como saprobios
o colonizando raices de plantas. Por lo que se ha tenido una especial atencion en la
busqueda de hongos que puedan ser benéficos en su aplicacién en cultivos o que no tengan

un impacto negativo, como sus contrapartes quimicas comerciales.

Hongos endofitos

Comunmente se confiere el término de enddfitos a aquellos organismos que colonizan
plantas y que no representan un impacto negativo en su hospedador, Anton de Bary fue el
primero en adjudicar el término “epifito” a hongos que viven en la superficie de su
hospedador y el término “endofito” a aquellos que habitan dentro de las plantas (De Bary
1866). Aunque posteriormente el término también se les adjudicé a bacterias y no

especificamente a hongos.

La mayoria de las asociaciones fungicas endofitas son atribuidas a la division
Ascomycota. Los hongos enddéfitos se han clasificado como Clavicipitdceos y No
Clavicipitaceos de acuerdo con diferencias de sus caracteristicas taxonémicas, funciones

ecologicas y relacion evolutiva (Clay y Schardl 2002).

Existen hongos endofitos que tienen la capacidad de incrementar el crecimiento en
plantas, a los cuales se les conoce como hongos potenciadores de crecimiento vegetal,
poseyendo la capacidad de incrementar la disponibilidad de nutrientes ayudando
indirectamente al rendimiento de los cultivos, por lo que un enfoque de los endofitos es
promover el crecimiento vegetal y actuar como control biolégico contra plagas. De igual
manera, se han documentado multiples mecanismos de potenciacion de crecimiento, tales
como crecimiento directo mediante la solubilizacion de nutrientes minerales
inmovilizados, fijacion de nitrégeno, produccion de fitohormonas tales como auxinas,
citogquinas y giberelinas, oxidacion de sulfuro y produccién de compuestos volatiles que
estimulan el crecimiento como la acetona o 2,3-butanodiol (Grayston et al. 1990; Ryu et
al. 2003).



De esta manera, se ha incrementado el interés en el uso de microorganismos que mejoren
la productividad y salud de cultivos, de modo que se han implementado en una gran
variedad de sistemas, como parte de gestion de productividad y manejo integral de plagas.
Tal es el caso de Metarhizium, el cual ha sido objeto de estudio por su accion patdégena

ante insectos plagas en cultivos de importancia econémica.
El género Metarhizium

Metarhizium es un género de hongos ascomicetos distribuido mundialmente
encontrandose como saproéfito en suelos y como endéfito en la rizosfera. Fue descrito
inicialmente como Entomophthora anisopliae hasta que en 1880 fue renombrado como
Isaria destructor, posteriormente Sorokin propuso el nombre genérico Metarhizium.
Inicialmente se clasifico de manera tradicional mediante caracteristicas morfologicas,
pero analisis fisioldgicos, moleculares y filogenéticos permitieron la distincion de

especies cripticas o diferentes variantes dentro del género (Brunner et al. 2018).

Metarhizium presenta conidioforos ramificados, aunque simples en algunas especies. Por
lo general presenta dos o tres ramificaciones en cada septo. Los conidios presentan una
variedad de coloraciones que van desde hialinos hasta marrones, verdes u oliva; en
ocasiones llegan a formar cadenas. Las colonias en medio PDA forman micelio con borde
blanco y grupos de conidiéforos que se tornan a medida que el cultivo envejece, a una
coloracion verdosa con maltiples tonalidades, desde marrdn oscuro hasta verde olivo y su

revés es incoloro (Kepler et al. 2014).



Figura 1: M. anisopliae (EH-473/4). A. Conidios, fotografia tomada de Brunner et al. (2018); B Colonia

madura (9 dias) en agar papa dextrosa a 28°C, fotografia tomada de Brunner et al. (2018).

Metarhizium como enddéfito

El primer reporte demostrando la colonizacion de raices por parte de Metarhizium fue el
realizado por Hu y St. Leger (2002) utilizando una cepa que expresa la proteina verde
fluorescente (GFP) como marcador molecular aplicada a un campo de repollo. A partir de
ahi se han realizado trabajos para evaluar su efecto en el crecimiento de otras especies de
plantas, por ejemplo, se ha demostrado que las raices de plantas de uva inoculadas con
este hongo fueron colonizadas y capaces de controlar plagas del gorgojo de la vid negra.
(Huy St. Leger 2002).

Otros estudios realizados usando Metarhizium como endofito fue el realizado por Jaber y
Enkerli (2016) utilizando frijol como modelo indicando colonizacion por parte del hongo
mostrando una relacion en el tiempo de duracion del inoculo con respecto al porcentaje
de colonizacion en la planta, por su parte, Garcia et al. (2011) reportaron un incremento
en el crecimiento y el peso de plantas de tomate tratadas con M. anisopliae. Asi mismo,
Ahmed et al. (2020) indicaron resultados que muestran efectos positivos en el crecimiento

de plantas de maiz.

Estudios enfocados al flujo de nutrientes a traves de un sistema Metarhizium-planta han
mostrado la transferencia de nitrégeno hacia las raices rastreando °N y 3C en M. robertsii

desde insectos como sustrato y dentro de plantas, demostrando que el nitrogeno obtenido
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de los insectos se transfiere a la planta solo cuando el hongo esté presente y este obtiene
fuentes de carbono flangicas a cambio (Behie et al. 2012). Desde entonces, se han
reportado especies como M. guizhouense, M. brunneum, M. flavoviridae, M. acridum con
la misma capacidad de transferir nitrogeno proveniente de insectos muertos. y mas

recientemente M. marquandii (Behie y Bidochka 2014; Baron et al. 2020).

INSECT

FUNGUS

Figura 2: Modelo de transferencia de nutrientes mediada por hongos: interacciones tripartitas entre plantas,

insectos y hongos endofitos patdgenos de insectos. Imagen tomada de Branine et al. (2019).

Ademas del transporte de nitrogeno, se ha reportado que Metarhizium posee capacidad de
solubilizar fosforo proveniente de fosfatos insolubles del suelo, asi mismo, también se ha
detectado la capacidad de produccién de &cido indolacético (Baron et al. 2020; Liao et al.
2017).

Otros estudios realizados indican que Metarhizium actla como antagonista contra
patdgenos de plantas, un estudio realizado por Sasan y Bidochka (2013) indica que plantas
de frijol colonizadas por M. robertsii presentaron un crecimiento méas saludable menos
sintomas de enfermedad causado por una exposicion posterior a Fusarium solani, ademas

ensayos in vitro muestran resultados que indican este hongo como antagonista contra el



género Fusarium. Asi mismo, Jaber (2018) reporto que semillas de trigo tratadas con M.
brunneum mostraban una menor incidencia a sintomas de enfermedad causada por F.

culmorum.

Estudios relevantes acerca de la interaccion Metarhizium-planta han revelado mecanismos
moleculares por los cuales se llevan a cabo este tipo de interacciones indicando el uso de
adhesinas MAD?2, transportadores de rafinosa MRT e invertasas MrINV (Liao et al.
2014), para complementar esto Liao et al. (2014) probaron mutantes Amad2 y Amrt de M.
robertsii en semillas de maiz encontrando que las cepas Amad2 no colonizaron las plantas
de maiz debido a la incapacidad de adherirse a la planta. Esto resultd en una baja del
crecimiento vegetal lo que sugiere que la colonizacién fue un requisito previo a la

estimulacion del crecimiento.
Importancia y aplicacion del género Metarhizium en México

Metarhizium ha sido aplicado principalmente en campafias de control de insectos plaga
por parte del Servicio Nacional de Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) y
la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER). En el 2017, se report6 que
aproximadamente 41,689ha fueron tratadas con M. acridum para el control de especies de

langosta y saltamontes en multiples estados de México (SENASICA, 2017).

Existen diversos productos comerciales a base de Metarhizium (tales como Bio-blast para
el control de termitas y cucarachas; Meta-Sin para el control de plagas caseras; Fitosan-
M para el control de chapulines) y se han reportado aproximadamente 31 laboratorios en
México que producen cepas de Metarhizium para su comercializacion (Tamez et al. 2001;
Brunner et al. 2018).

Considerando el caracter enddfito de Metarhizium se han realizado estudios de diversidad
y genética de poblaciones en suelos agricolas de México, utilizando marcadores
moleculares tales como el factor de elongacion-1a (EF-1a), regiones ITS, y B-tubulina,
que permitan discriminar entre especies. Es de interés mencionar que se han realizado
estudios sobre el aislamiento de Metarhizium con potencial endofito sobre plantas de
maiz, tomate, frijol, cafia de azucar entre otras, en los estados de Colima, Guanajuato,

Tamaulipas, San Luis Potosi, y Tabasco (Barrientos y Almaguer 2009).



El maiz y su importancia en México

El maiz (Z. mayz) es una planta monocotiledonea perteneciente a la familia de las
gramineas de importancia mundial puesto que esta implicado en la alimentacion humana,
ganadera y es una materia basica importante en la industria. Las etapas de crecimiento del
maiz se pueden dividir en las etapas vegetativa y reproductiva, a su vez, las etapas de
crecimiento se pueden agrupar en cuatro periodos; crecimiento de plantulas, crecimiento
vegetativo, floracion y fecundacion, y por ltimo una etapa de llenado de grano y madurez,
con duracion de ciclo de 120 dias aproximadamente en promedio, en regiones con
temperaturas minimas y maximas de entre 22°C a 33°C. (Tovar y Colonia 2013; Massieu
y Lechuga 2002).

En México se registran 59 variedades criollas de maiz y principalmente se produce el maiz
blanco y maiz amarillo, ademas, gran parte del territorio nacional es propicio para su
produccién. En 2017 se registro una produccién de 27.8 millones de toneladas, ocupando
el 8vo lugar en produccion de maiz a nivel mundial. Los principales estados productores
son Sinaloa (22%), Jalisco (14%), Estado de México (8%), Michoacan (7%) y Guanajuato
(6%) (ASERCA, 2018). Ademas, se han realizado estudios genéticos para el
mejoramiento del maiz en las razas Tuxpefio, Chalquefio, Conico nortefio y Celaya por
parte del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, Forestales y Pecuarias. Estos
maices modificados ocupan el 20% de la superficie total sembrada de maiz (Pinedo et al.
2009; SIAP 2011).



JUSTIFICACION

Metarhizium es un género perteneciente a la division Ascomycota que se caracteriza por
ser un hongo entomopatdgeno de importancia agricola. Se encuentra comunmente en
suelos y rizosfera en asociacion con plantas, y el hecho de que estudios recientes apuntan
la orientacion de este género como potenciador de crecimiento, junto con su capacidad
entomopatogena, ha propiciado interés en su desarrollo como producto comercial por el
bajo impacto ambiental y a la salud que este implica. Los productos comerciales a base de
este hongo tendrian una amplia gama de efectos contra insectos, facilidad de inoculacién

y amplio rango de plantas hospederas.

Por otra parte, el maiz es un cultivo de gran importancia en ambitos culturales,
alimenticios y econémicos en México, dicho cultivo representa aproximadamente el 50%

de la superficie cultivada, y se estima un consumo anual de 192kg por persona.

Por lo tanto, se considera Metarhizium como un buen modelo a estudiar debido a la
diversidad de cepas existentes en México que posiblemente estarian adaptadas a las
condiciones ambientales y geograficas de los diversos cultivos y a su aplicacion en el

cultivo de maiz, que es de alta importancia alimenticia y econémica en México.



HIPOTESIS

El género Metarhizium spp. provocara efectos positivos sobre el crecimiento vegetal de
plantas de maiz (Z. mays L.) debido a sus propiedades como endofito y entomopatogeno,

asi como inducira la tolerancia a la sequia en plantas inoculadas.
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OBJETIVO

Objetivo general

e Evaluar el efecto de aislados de Metarhizium spp. como potenciador de

crecimiento sobre plantas de maiz (Z. mays L.).
Objetivos especificos

o Identificacion morfoldgica y molecular de un aislado y una cepa comercial de

Metarhizium spp.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de Metarhizium spp. sobre el crecimiento de

plantas de maiz.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de Metarhizium spp. en la tolerancia a la sequia

en plantas de maiz.
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MATERIAL Y METODOS

Material biologico utilizado

Para los modelos experimentales se usaron plantas de maiz raza Chalquefio (Z. mays L.),
un aislado de Metarhizium spp. brindado por la Unidad Académica Multidisciplinaria
Mante y una cepa comercial de M. anisopliae (Metabioss®).

El cultivo in vivo de las plantas de maiz y extraccion de ADN genémico de Metarhizium
spp. se realizaron en el Laboratorio de Formulacion de Biologicos de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Crecimiento e identificacion de Metarhizium spp.

Los hongos se sembraron en medio PDA (TM Media) e incubaron durante un periodo de
20 a 25 dias a 25 °C + 2.0 °C con luz natural hasta la observacion morfoldgica tipica del
género (colonias color verde con consistencia terrosa, conidios ovales cilindricos). Para la
preparacion del medio se pesaron 39 g de medio PDA y se diluy6 en 1 L de agua destilada
con ayuda de un agitador magnético, posteriormente se esterilizd en autoclave a 121 °C

durante 20 min a 20 psi.
Obtencidn de cultivos monosporicos

Se tomé una muestra de conidios de la cepa aislada con un asa bacteriologica estéril y se
colocé en tubos Eppendorf con 1 mL de Tween-80 al 0.1 %, posteriormente se realiz6 una
cuenta de conidios en hemocitometro; se ajustd la concentracién de conidios a 100
conidios/mL; por Gltimo, se tomaron 100 uL de la solucién y se sembré en medio PDA
previamente esterilizado para su posterior inoculacién e incubacion a 25 °C £ 2.0 °C hasta
la observacion de colonias. Posteriormente se cortaron trozos de las colonias con un bisturi
estéril y se deposito en tubos Eppendorf de 2 mL con 1 mL de glicerol al 40 % para su

almacenamiento a -70 °C.
Extraccién del ADN genémico

Las cepas de Metarhizium se cultivaron en medio PDA durante 15 dias a 25 °C,
posteriormente se tomo una fraccion del micelio y se coloco en un tubo conico de 1.5 mL

de capacidad. Se lavo por duplicado con TE 1X. Después se afiadié 250 pL de buffer de
12



lisis (200 mM Tris pH8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) y se macer6 con
ayuda de un pistilo estéril. Se agregaron nuevamente 250 pL de buffer de lisis y 500 pL
de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1). Por ultimo, el ADN se precipit6 con acetato de
sodio (3 M, pH 7) e isopropanol para después realizarse un lavado con etanol al 70% frio

y resuspenderlo en buffer TE 1X.
Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de las regiones ITS (580 pb aproximadamente) se uso la siguiente
mezcla de reaccion; 1uL de DNA genomico, 1 pL del oligo forward I1TS-1, 1 uL del oligo
reverse ITS-4, 15 pL de DNA taq polimerasa (Sigma-Aldrich) y 13 pL de agua grado
HPLC para completar un volumen de 30 pL. La mezcla se sometié a las siguientes
condiciones en un termociclador modelo MaxyGene Thermal Cycler Il (Axygene®):
Desnaturalizacion a 95 °C por un minuto, durante 32 ciclos en el siguiente programa; 95
°C por 20 s, 1 min de alineamiento a 52 °C y una extensién durante 1 min a 72 °C, y

finalmente extension final a 72 °C durante 3 minutos.

Tabla 1: Oligonucledtidos empleados en el trabajo.

Nombre Descripcion Secuencia

ITS-1 Primer forward para amplificar TCCGTAGGTGAACCTGCGG
un fragmento de la region ITS de
580 pb aproximadamente

ITS-4 Primer reverse para amplificarun  TCCTCCGCTTATTGATATGC
fragmento de la region ITS de

580 pb aproximadamente

Purificacion de los productos de PCR

Previo a la purificacion, se comprobo la presencia y tamario del producto de PCR mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tomando una alicuota de los productos de PCR
a 100V durante 45 min y observado en un transiluminador Safe Image (Invitrogen). Una

vez observado los productos de PCR, se purificaron los productos de PCR usando el kit
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comercial de purificacion de &cidos nucleicos SureClean Plus (Bioline) siguiendo las

instrucciones de fabricante.
Secuenciacion y analisis de secuencias

La secuenciacion de los productos obtenidos se enviaron para su analisis a la empresa
Laboratorios de Servicios Gendmicos LABSERGEN.

El analisis de secuencias se realiz6 mediante la herramienta BLASTn del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI).

Crecimiento e inoculacion de plantas de maiz

Se utilizaron semillas de maiz raza Chalquefio plantadas en bandejas de germinacion,
como indculo de siembra se usé un sustrato comercial (Happy flower) previamente

esterilizado en autoclave a 121 °C a 15 psi durante 15 min.

Los aislados de Metarhizium se inocularon en cajas Petri con medio PDA previamente
esterilizado e incubaron a temperatura ambiente durante 15 a 20 dias hasta la produccion
de conidios. Se us6 metilcelulosa para la adherencia de los conidios a las semillas a una
concentracion final de 2%. Para su preparacion se disolvié metilcelulosa en agua destilada
estéril (a 35-40 °C) para pre-gelatinizar y luego se colocd en refrigeracion para la
formacion de un gel fluido y homogéneo. Posteriormente se mezcld la suspension de
conidios con el gel de metilcelulosa a temperatura ambiente hasta obtener una suspension
homogénea. La inoculacion de las semillas se realizé antes de ser sembradas, sumergiendo
las semillas en la suspensién de conidios con el adherente en frascos de vidrio de 125 mL
estériles, posteriormente se agitaron durante 2 min, después se dejaron secar a temperatura
ambiente en papel secante estéril para su posterior siembra. Como tratamientos se utilizo
una suspension de conidios a una concentracion final de 1x108 conidios/mL que se ajusto
realizando un conteo de conidios en hemocitometro. Como control negativo se usé una
solucién de Tween-80 0.1% y como control positivo se utilizd B. bassiana PTG4. Todos

los tratamientos se realizaron cada uno con y sin metilcelulosa.
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Evaluacion de los efectos de Metarhizium spp. en el crecimiento de plantas de maiz

Se evaluo el porcentaje de germinacion de las plantas a los 7 dias post siembra. Posterior
a esto, las plantas fueron retiradas de la bandeja de germinacion y lavadas con agua
corriente para eliminar el sustrato de las plantas, posteriormente se secaron con papel
estéril y se procedi6 a la medicion de la altura, determinacién del peso fresco, peso seco.
El peso seco se determind colocando las plantas en un horno a 80 °C y tomando lectura

del peso hasta obtener un valor constante.

Evaluacion de los efectos de Metarhizium spp. en la tolerancia a la sequia en plantas

de maiz

Después de 10 dias de germinacion, las semillas se dejaron por otros 10 dias sin agua, en
el 11vo dia, las plantas fueron regadas y colocadas en cAmara de crecimiento a 25 °C £

2.0 °C durante 24 horas para la observacion de la recuperacion del vigor.
Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron en el programa SPSS Statistics v24 con el que se realizd
una prueba de Kruskal-Wallis para la determinacién de la distribucion de los datos, y
posteriormente un analisis Post Hoc mediante la prueba de Dunn (o 0.05). Para la prueba
de tolerancia a la sequia se realiz6 un ANOVA de una via, posteriormente un analisis Post
Hoc mediante la prueba de Duncan (o 0.05).
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RESULTADOS

Identificacion morfoldgica y molecular de cepas de Metarhizium spp.

Para la caracterizacion morfologica del material biologico usado en el presente trabajo, se
realiz6 una siembra de conidios de la cepa comercial de M. anisopliae (Metabioss®) a la
cual se le designo el cddigo MAOL, por su parte, el aislado brindado amablemente por la
Dra. Reyna lvonne Torres Acosta de la Universidad Autonoma de Tamaulipas,
identificado como Metarhizium spp., se le realiz6 una resiembra como se menciona en el
apartado de Materiales y métodos, y se le designo el cddigo BMO02. Las muestras se
dejaron en incubacion a 25 °C durante por lo menos 15 dias en medio PDA para la
observaciéon morfoldgica colonial. La figura 3 muestra las caracteristicas morfologicas de

las cepas utilizadas.

La cepa MAO1 mostr6 caracteristicas morfoldgicas tipicas del género Metarhizium;
crecimiento inicial micelar de color blanco, posteriormente una produccién de conidios
de coloracion verde obscuro, de aspecto terroso, revés incoloro. Ademas, se observo una
abundante produccion de conidios. Por otro lado, la cepa BMO2 inicia con un crecimiento
micelar blanguecino que posteriormente se torna amarillento, la produccion de conidios
fue baja en comparacion con la cepa MAOL y de igual forma, el revés de la colonia fue
incoloro. Como observacién, a mayor temperatura de incubacion (30-33 °C) la coloracion

de las colonias de ambas cepas se torné mas amarilla.

Figura 3: Crecimiento radial de las cepas de Metarhizium. A) M. anisopliae MAOQ1, B) Metarhizium spp.
BMO02
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La morfologia microscépica de ambas cepas obtenidas a partir de un micro cultivo en
medio PDA, son caracteristicas del género Metarhizium. Se observaron conidios ovales o
cilindricos de coloracién verdoso, a menudo formando cadenas, las hifas eran hialinas y
sin septo. Los conidioforos eran irregulares y se presentaban con ramificaciones en 3
(Figura 4).

A

Figura 4: Morfologia microscopica de los conidios y conidiéforos de Metarhizium. A) M. anisopliae MAO1,
B) Metarhizium spp. BMO02.

En el caso de existir diferencias morfoldgicas entre especies del género Metarhizium, se
recomienda realizar andlisis moleculares para la diferenciacién y correcta identificacion
de las cepas utilizadas, por lo que se realizé un analisis molecular utilizando la region ITS

1-4 para la discriminacién entre especies,

En la figura 5 se muestra un gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio en donde
se observan las muestras con los amplicones obtenidos como productos de PCR, teniendo
un tamario aproximado de 580 pb.
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Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa 1%, amplificacion de la region ITS 1-4. 1) Control negativo, 2)
Marcador de tamafio molecular, 3) y 4) MAO1, 5) y 6) BMO2.

Al analizar los resultados obtenidos de la secuenciacion en la herramienta BLASTn del
NCBI, el aislado BM02 obtuvo un 98.23% de identidad y una cobertura del 100% con la
cepa C1 de M. anisopliae (ID de acceso KX809520.1), por el otro lado, la cepa comercial
MAOL obtuvo un 98.03% y un 97.84% de identidad con la cepa CBS 316.51 de M.
brunneum y la cepa ARSEF 2575 de M. robertsii. El andlisis filogenético realizado indica
que la cepa comercial MAO1 y el aislado BM02 muestran un alto nivel de homologia con
M. brunneum por lo que se puede inferir que ambas cepas pertenecen a esta especie, el
nivel de bootstrap utilizado fue de 2000 confiriendo un soporte alto de confiabilidad al

analisis realizado.
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Figura 6: Arbol filogenético de la region ITS de la cepa MAO1 y el aislado BMO02. Los valores entre las

diagonales representan el valor de porcentaje de Bootstrap de maxima verosimilitud.

Evaluacion del efecto de la inoculacién de Metarhizium spp. sobre el crecimiento de

plantas de maiz

Para evaluar el efecto de la interaccion de Metarhizium spp. en plantas de maiz, se
inocularon semillas de maiz con la cepa comercial M. anisopliae (Metabioss) M1, el
aislado de Metarhizium spp. BMO02, un control positivo utilizando B. bassiana PTG4 y un
control negativo usando Tween 20 0.1 %. También se evalUa el uso de metilcelulosa como
un medio de adhesion de los conidios por lo que cada tratamiento se realiz6 con, y sin el
adherente.

Los efectos del tratamiento con las cepas de Metarhizium en el porcentaje de germinacion
no mostraron diferencia significativa con respecto al control negativo (Tabla 2), también
se muestra una tendencia en que el uso de metilcelulosa tiene un efecto positivo sobre el
porcentaje de germinacion. De igual manera, con respecto a la altura, el analisis estadistico

indica que tampoco existe diferencia significativa entre los tratamientos con Metarhizium
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con respecto al control negativo, sin embargo, se observa una tendencia a una mayor altura
en los tratamientos con Metarhizium. EI mayor valor obtenido en cuanto a la altura entre

los tratamientos con Metarhizium, se obtuvo utilizando la cepa BM02 (Tabla 2).

Tabla 2: Efecto de los tratamientos en el porcentaje de germinacion y altura de plantas de maiz. Analisis
Post Hoc fue realizado mediante la prueba de Dunn (a 0.05) posterior a la prueba de Kruskall-Wallis. Letras

similares indican que no hay diferencia significativa.

Tratamiento Porcentaje de germinacion Altura (cm)
CcC 41%+0.49 a 18.48+5.84 a
CC-MC 52%+0.52 a 19.2046.05 a
MAO1 49%+0.50 a 21.24+6.8 ab
MAO1-MC 50%=0.50 a 20.36%£5.8 a
BMO02 44%=+00.49 a 22.131£5.23 ab
BM02-MC 55%+0.50 a 21.69+6.86 ab

PTG4 46%+0.50 a 248511 c
PTG4-MC 59%+0.49 a 24.59+6.63

En relacion con los resultados obtenidos del peso fresco, el analisis estadistico indico que,
de igual manera, no existe diferencia significativa entre los tratamientos con Metarhizium
y el control negativo, no asi para el control positivo tanto para el peso fresco del tallo,
como para el de la raiz. Los tratamientos BM02 y BM02-MC fueron los que mostraron un
mayor peso fresco tanto en raices como en tallo, a pesar de que estadisticamente no
existieron diferencias significativas, también se observo una tendencia positiva al usar
Metarhizium como tratamiento ya que la media de los tratamientos con tratamientos con
Metarhizium fue mayor a la de los controles negativos. También se observé que la cepa
MAOL tiende a un mejor rendimiento cuando se utiliza en conjunto con el adherente
(Figura 6).
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Figura 7: Efecto de los tratamientos en el peso fresco de plantas de maiz. A) Peso fresco del tallo, B) peso
fresco de la raiz. Barras de error estandar mostradas en el gréfico. Analisis Post Hoc fue realizado mediante
la prueba de Dunn (o 0.05) posterior a la prueba de Kruskall-Wallis. Barras graficas con mismas letras

muestran que no hay diferencia significativa.

En relacion con el peso seco, este sirve como medida del incremento de la biomasa real
de la planta al eliminar el contenido de agua presente en ella, por lo que se determind este
valor para evaluar si existia efecto directo en el crecimiento de las plantas. De igual forma,

el analisis estadistico indico que no existe diferencia significativa entre los tratamientos y
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el control negativo. Si bien no existié diferencia ni tendencia con respecto al control, al
no haber diferencia en el peso seco y al existir una mayor tendencia en el peso fresco, esto
indica que, si bien los tratamientos con Metarhizium no tuvieron efecto sobre la biomasa
de la planta, si existe un efecto en la absorcion de agua, por lo que se procedié a realizar
un ensayo de tolerancia a la sequia utilizando la cepa BM02, la cual obtuvo un mejor

rendimiento en el peso fresco.
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Figura 8: Efecto de los tratamientos en el peso seco de plantas de maiz. A) Peso seco del tallo, B) Peso seco
de la raiz. Barras de error estdndar mostradas en el grafico. Andlisis Post Hoc fue realizado mediante la
prueba de Dunn (a 0.05) posterior a la prueba de Kruskall-Wallis. Barras graficas con mismas letras

muestran que no hay diferencia significativa.
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Evaluar el efecto de la inoculacion de Metarhizium spp. en la tolerancia a la sequia

en plantas de maiz

En adicion a la evaluacion del efecto de los tratamientos con Metarhizium en plantas de
maiz, también se decidid realizar un ensayo de tolerancia a la sequia, por lo que se
determind el porcentaje de recuperacion del vigor después de 10 dias de sequia en plantas
con 14 dias de germinacién. Los resultados indicaron diferencia significativa entre los
tratamientos con Metarhizium BMO02 (44.3 %) y BM02-MC (54.9 %) con respecto a los
controles negativos que obtuvieron un 8.1 % (CC) y un 26.4 % (CC-MC). También se
observé que el tratamiento BM02-MC obtuvo diferencia significativa con respecto a los
controles positivos; PTG4 (35.4 %) y PTG4-MC (50 %). Como observacion, es
importante sefialar que el estudio fue realizado a una temperatura de 25 °C, aunque
variaciones en la temperatura llegaban a rangos de entre 29-32 °C. Estos resultados
sugieren que el tratamiento BMO2 y su correspondiente con metilcelulosa (BM02-MC)

confieren una tolerancia significativa a la sequia.
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Figura 9: Porcentaje de recuperacion del vigor en plantas de maiz. Barras de error estandar mostradas en el
grafico. Analisis Post Hoc fue realizado mediante la prueba de Duncan (o 0.05) posterior al analisis de
varianza ANOVA de una via. Barras gréaficas con mismas letras muestran que no hay diferencia

significativa.
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DISCUSION

Los microorganismos enddfitos han sido objeto de estudio en los ultimos afios debido a
su gran impacto ambiental como alternativa al uso de fertilizantes quimicos, teniendo un
efecto potenciador en el crecimiento de plantas, promoviendo la resistencia vegetal ante
patdgenos o distintos tipos de estrés al afectar la expresion de genes de defensa o
promoviendo cambios fisiologicos dentro de la planta, o al secretar metabolitos
secundarios que puedan promover alguno de estos efectos ya mencionados (Khare et al.
2018). El estudio de hongos endofitos ha mostrado su capacidad de colonizar plantas como
endofitos sin causar alguna patologia aparente, entre algunas especies de importancia se
encuentran B. bassiana y especies del género Metarhizium (Vidal S, y Jaber JR 2015).

El género Metarhizium esté distribuido mundialmente como agente de control bioldgico
y es uno de los hongos entomopatdgenos de mayor importancia en México. La asociacion
de este hongo con las plantas y capacidad entomopatogena le confiere un rol ecoldgico
por la interaccion tripartita que este cumple mediante la transferencia de nutrientes
(Branine et al. 2019; Behie et al. 2017; Behie et al. 2014).

Las especies dentro del género Metarhizium inicialmente se clasificaron en base a su
morfologia, microscépicamente de acuerdo con la forma en que los conidios pueden
diferir entre especies y sus correspondientes variedades, los conidios de M. anisopliae var.
anisopliae son rectos y peguefios en comparacion con los conidios de M. anisopliae var.
majus que pueden medir por encima de 18 um. Sin embargo, es importante la inclusion
del analisis filogenético de las regiones ITS y mas recientemente EF-1a, RPB1, RPB2 y
B-tubulina para la correcta identificacion de especies o incluso de distintas cepas entre
especies (Brunner et al. 2019; Shrivasttava et al. s.f.). Los resultados obtenidos del analisis
filogenético de la region ITS de la cepa comercial MAOL y el aislado BMO02 mostraron
una alta homologia con la especie M. brunneum, en contraste con estudios de diversidad
de especies de Metarhizium realizados en México, estos indican la ausencia de aislamiento
de M. brunneum, en contraparte encontrando en mayor abundancia, especies de M.
anisopliae, M. robertsii y M. pingshaense (Brunner et al. 2019; Hernandez et al. 2016;
Carrillo et al. 2013; Mufiz et al. 2014), sin embargo, estudios recientes de aislamiento e
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identificacion de hongos entomopatdgenos reportaron especies de M. brunneum, asi como
también especies de M. robertsii, M. anisopliae y M. pingshaense, indicando que la
diversidad de especies y su distribucién esta influenciada por cultivo de donde se aislé
(Cabrera et al. 2019).

Debido a la relacidn que establece el hongo con la planta del cultivo de donde fue aislado,
el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto en el crecimiento en plantas de maiz,
utilizando una cepa comercial en comparacién con un aislado de campo. Los resultados
obtenidos de este trabajo indican que no existe diferencia significativa con respecto al
porcentaje de germinacion, altura, peso freso y peso seco. En concordancia con esto, Liao
et al. (2014) analizaron 3 especies de Metarhizium para evaluar su efecto en plantas de
maiz, encontrado que el porcentaje de germinacion fue similar en todos los tratamientos,
sin embargo, reportaron un incremento en el crecimiento foliar en presencia de M.

brunneum, al igual que un aumento en la formacion del collar de la hoja.

Si bien los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que no existen diferencias
significativas de los tratamientos en el crecimiento de las plantas, se observd que las
medias de los tratamientos con Metarhizium son mayores a la de los tratamientos control
al evaluar la altura y peso fresco a los 7 dias post siembra, lo cual concuerda con estudios
similares al utilizar especies de Metarhizium como M. anisopliae, M. brunneum, M.
robertsii y M. marquandii para evaluar su efecto en plantas de maiz (Baron et al. 2020;
Liao et al. 2014; Ahmad et al. 2020). En relacion con esto, hay diversos factores que
pueden influir en la observacion de resultados significativos, algunos estudios indican que
un incremento en el desarrollo foliar y porcentaje de germinacion después de los 14-30
dias post siembra al usar Metarhizium o Beauveria. Esto pudiera explicarse debido a
procesos de adaptacion por parte del hongo y de la planta al estrés que este proceso de
endofitismo conlleva, o la produccion tardia de metabolitos por parte del hongo, puesto
que también se ha reportado la produccion de algunas fitohormonas como é&cido
indolacético en algunas especies de Metarhizium, o la composicién del sustrato (Liao et
al. 2014; Khuzuppilymyal et al. 2020; Krell et al. 2018; Behie y Bidochka 2014; Baron
et al. 2020).

Debido a los resultados obtenidos del peso fresco, donde el aislado BM02 obtuvo un mejor

rendimiento en comparacion con la cepa MAO1, se utilizo esta como tratamiento para un
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ensayo de tolerancia a la sequia. Los resultados obtenidos muestran una diferencia
significativa en comparacion con los controles negativos, el tratamiento con la cepa BM02
y su correspondiente con metilcelulosa obtuvieron 44.3 % y 54.9 % respectivamente, estos
resultados son equiparables a otros estudios realizados con hongos entomopatogenos, tal
es el caso del estudio realizado por Khuzuppilymyal et al. (2020) donde obtuvo entre un
54-63% de porcentaje de recuperacion del vigor en plantas de maiz al usar distintas cepas
de B. bassiana en conjunto con metilcelulosa como adherente. Si bien al momento no hay
estudios donde se evalUe la actividad promotora de tolerancia al estrés por sequia en planas
por parte de Metarhizium, existen estudios de su efecto endofitico bajo condiciones de
estrés nutritivo, donde se observa un aumento en la biomasa contenido de nitrégeno y
fosforo; estos efectos se pueden deber a cambios fisiolégicos inducidos en la planta como
el mantenimiento de la estabilidad de la membrana, reduccion de dafio oxidativo,
acumulacion de metabolitos de adaptacion al estrés, como prolina o algunas fitohormonas,
como el cido indolacético o el acido abscisico (Hosseini et al. 2018; Khuzuppilymyal et
al. 2020; Krell et al. 2018; Llorens et al.2019).

Estos resultados en conjunto indican la primera evidencia del efecto que tiene
Metarhizium en la tolerancia a la sequia en plantas de maiz, destacando su importancia no
solo como potenciador de crecimiento, sino como alternativas para su uso agricola; sin
embargo, son necesarios ensayos posteriores para elucidar los mecanismos por los cuales

estos efectos se estan llevando a cabo.
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CONCLUSIONES

La cepa comercial MAOL1 y el aislado BMO02 corresponden a la especie M.

brunneum.

Los tratamientos con la cepa MAOL y el aislado BMO2 indican una tendencia

positiva en la altura y peso fresco de plantas de maiz.

El aislado BM02 (M. brunneum) indujo una tolerancia a la sequia en semillas de

maiz con un 44.3% y un 54.9% en conjunto con metilcelulosa.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda la realizacion de estudios en campo para validacién resultados en

laboratorio.
Ensayos con otras razas de maiz.

Estudios de laboratorio con otras variables evaluando expresion génica y
metabdlica de las cepas de Metarhizium.

Andlisis de colonizacion endofita.
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