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RESUMEN

Los parientes silvestres de las plantas domesticadas muestran mayor tolerancia a
condiciones de estrés que sus contrapartes modernas. Estudios han informado que el
pariente silvestre mas cercano al maiz, el teocintle del Balsas (Zea mays L. ssp.
parviglumis 1ltis & Doebley), alberga hongos endoéfitos capaces de combatir plagas
insectiles de los cultivos modernos del maiz (Zea mays L. mays), ademas de conferir
efectos positivos para su crecimiento. En el presente estudio se identificaron hongos
endofitos y se evalud un candidato como una alternativa a los insecticidas quimicos para
el manejo de la plaga del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda J.E Smith).
Establecimos un método de inoculacion de semillas de maiz y se evalud el efecto del
endofito en el crecimiento de la planta con y sin S. frugiperda, asi como el efecto sobre
las larvas recuperadas. Nuestros resultados destacaron los taxones fungicos Aspergillus,
Daldinia, Chaetomium, Rhizopus y Penicillium. Géneros y especies, segun lo que se ha
reportado por otros autores, podrian resultar utiles para el biocontrol. La prueba de
colonizacion endofitica indicd que la cepa del hongo UANL3 identificada como
Chaetomium globosum colonizé exitosamente la planta. Ademas incremento la longitud
total de la planta a los 21 dias. La longitud total de las plantas continud incrementandose
en las plantas tratadas a los 28 dias de crecimiento. Las plantas inoculadas con UANL3
en comparacion con las del control y en presencia de S. frugiperda, no aumentaron ni
disminuyeron su longitud ni su peso seco, indicando un posible mecanismo de tolerancia
a la herbivoria. Ni el peso corporal ni el ancho de la cépsula cefalica de las larvas
recuperadas difirid entre los tratamientos, por lo que se descarta un efecto directo de
UANL3 sobre larvas de gusano cogollero. Nuestro estudio demostré que el teocintle de
Balsas es una fuente de hongos benéficos potencialmente tutiles, y este es uno de los
primeros reportes que emplean hongos endofitos aislados de teocintle de Balsas contra S.

frugiperda.
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ABSTRACT

Crop wild relatives show greater tolerance to stress conditions than their modern crop
counterparts. Studies have reported that Balsas teosinte (Zea mays L. ssp. parviglumis) ,
maize’s closest wild relative harbor fungal endophytes that are able to fight insect pests
from modern maize crops (Zea mays L. ssp. mays), and also bring positive effects for the
growth. In this study we identified fungal endophytes and evaluated a candidate as an
alternative to chemical insecticides for control of fall armyworm pest (S. frugiperda J.E
Smith). We established a method for maize seed inoculation and evaluated the effect
against S. frugiperda larvae. We found that the fungical taxa Aspergillus, Daldinia,
Chaetomium, Rhizopus, and Penicillium were highlighted. The endophytic colonization
test indicated that Chaetomium globosum strain UANL3 succesfully colonized the plant.
It also incresed leaf length and total plant length at 21days. Total leaf lenght increased in
treated plants at 28 days of growth. Plants inoculated with UANL3 compared to the
control and in the presence of S. frugiperda did not increase or decrease in length or dry
weight, indicating a possible mechanism of tolerance to herbivory. Neither larva body
weight nor head capsule width differed between treatments, indicating that UANL3 did
not affect S. frugiperda larvae. Our study showed that teosinte is a source of beneficial
fungi for biocontrol against the most devastating diseases of modern agriculture, and is
one of the first reports that make use of fungal endophytes isolated from Balsas teosinte

against S. frugiperda.



1. INTRODUCCION

El uso descontrolado junto a la aplicacién continua de fertilizantes nitrogenados e
insecticidas quimicos ha resultado en la vulnerabilidad de los cultivos, provocando
impactos negativos en los agroecosistemas, tales como la contaminacion de recursos
hidricos, la lixiviacion de nitratos, emisiones gaseosas, resistencia en los insectos plaga y
dafios a los insectos benéficos; contrario a lo que se propone, se ha promovido la
aplicacion de fertilizantes e insecticidas con ingredientes activos méas potentes, lo que
aumenta el costo de produccién de un cultivo (Martin-Culma & Arena-Suarez. 2018). A
partir de esto, surge la necesidad de una agricultura sustentable que logre reducir o
remplazar el uso excesivo y descontrolado de productos quimicos agricolas (Castillo et al.
2020).

Los parientes silvestres de las plantas domesticadas son de gran importancia porque
actualmente son explotados por contener genes que proporcionan una mayor resistencia y
calidad. Ademas, tales plantas pueden ser colonizadas por distintos microorganismos
enddéfitos que podrian haberles proporcionado esos rasgos especiales para la adaptabilidad

y la supervivencia en condiciones ambientales adversas (Mastretta-Yanes et al. 2019).

Existen numerosos casos que demuestran que los microorganismos enddfitos aislados de
plantas silvestres, introducidos en sus cultivares mas cercanos, suprimen los patégenos de
las plantas, reducen el estrés abidtico, ayudan a los cultivos a desarrollarse en el suelo con
déficit de nutrientes y proporcionan resistencia contra insectos, destacando sus
aplicaciones como promotores del crecimiento vegetal y agentes de control biologico

contra fitopatdgenos y plagas insectiles (Sanchez-Rodriguez et al. 2018).

Por lo tanto, se ha planteado la hipotesis de que los endofitos que se pueden recuperar de
familiares silvestres de cultivos serian mas compatibles con el cultivo relacionado tanto
para fines de inoculacion como de colonizacion (Milii et al. 2021). Ademas los endéfitos
pueden considerarse como un almacén de compuestos bioactivos: alcaloides,
benzopiranas, chinonas, flavonoides, &cidos fendlicos, quinonas, esteroides, terpenoides,
tetralonas y zanonas (Suman et al. 2016; Tidke et al. 2017).



El teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis lltis y Doebley) es el pariente silvestre
mas cercano al maiz (Zea mays mays), por lo que es considerado el ancestro a partir del
cual se dio el proceso que condujo a su domesticacion. Se ha reportado en estudios previos
que las plantas de teocintle de Balsas muestran tasas de lesiones mas bajas por infestacién
por gusano cogollero (Spodoptera frugiperda J.E Smith) que las plantas de maiz (Maag
et al. 2015). Ademas, se documenté que las hembras adultas de gusano cogollero ponen
sus huevos preferentemente en el maiz en comparacion del teocintle de Balsas (Bellota et
al. 2013). Los hallazgos descritos anteriormente sustentan que el aislamiento de hongos
endofitos descubiertos en teocinltes silvestres podrian tener una amplia relevancia en

diversas variedades de maiz moderno (Mousa et al. 2015).

En el presente estudio se identificaron hongos endoéfitos aislados de semillas de teocintle
de Balsas recolectadas en dos localizaciones geogréaficas del Estado de Jalisco, México, y
se evalud un candidato como una alternativa ecoldgica y sostenible. Nuestro estudio
demostro que el teocintle de Balsas es una fuente de hongos benéficos potencialmente
utiles, y este es uno de los primeros reportes que emplean hongos endoéfitos aislados de

teocintle de Balsas contra S. frugiperda.



2. ANTECEDENTES

2.1. Microorganismos endofitos

Los microorganismos endofitos son aquellos que habitan en los tejidos internos de las
plantas durante al menos una parte de sus ciclos de viday que no causan dafios a la

planta huésped en ninguna circunstancia (Le Cocq et al. 2017)

Todas o la mayoria de las plantas poseen enddéfitos, entre los que se incluyen hongos,
bacterias y actinomicetos (Wu et al. 2021; Manganyi et al. 2020). La mayoria de las veces,
los endofitos se transmiten por las semillas y promueven la salud y el crecimiento de las
plantas tan pronto como las semillas germinan. En comparacion con los microorganismos
del suelo, los endofitos dentro de las plantas pueden tener impactos mayores y directos

debido a sus nichos ecoldgicos especializados (Segaran et al. 2017).

2.2. Hongos endofitos
2.2.1. Caracteristicas de los hongos endofitos

El término “ hongo endéfito” se refiere a todos aquellos hongos que viven en los tejidos
internos de las plantas una vez han establecido una relacion simbiotica con la planta

huésped sin llegar a causar efectos adversos o enfermedades (Hyde et al. 2019).

A su vez, son componentes naturales del microecosistema de la planta. Afectan
positivamente las actividades fisiologicas de la planta huésped de varias maneras, incluida
la produccion de hormonas, la biosintesis y adquisicion de nutrientes para el desarrollo de
la planta, la secrecién de metabolitos adaptadores de estrés para proteger a la planta
huésped de la invasién de herbivoros y patdgenos, y la mejora de la adaptabilidad del
huésped a los factores de estrés abidticos. A cambio, las plantas proporcionan habitats y

nutrientes para los hongos endofitos (Wen et al. 2022).

La evidencia de los registros de microorganismos en el tejido vegetal fosil indica que las
interacciones planta-hongo endofito han existido durante aproximadamente 400 millones
de afios, indicando asi la importancia de este grupo (Barén y Rigobelo 2022).



2.2.2. Hongos enddfitos: Clasificacion y biodiversidad

Los enddfitos fangicos constituyen una comunidad microbiana sumamente diversa y
adaptable. Investigaciones han evidenciado la presencia mayoritaria de hongos endofitos
en diversas plantas, abarcando desde aquellas colonizadas en las regiones articas y
antarticas (Bertini 2022) hasta las que prosperan en desiertos (Larrain 2020), océanos
(Xing 2011) y selvas tropicales (Loro 2012).

De manera general, los hongos endofitos son reconocidos por dos grandes grupos de

acuerdo con los rasgos de historia de vida y su relacién evolutiva:

1) Los endofitos clavicipitaceos (C-enddfitos) que colonizan dentro de algunos pastos; y
2) los endofitos no-clavicipitaceos de tejidos de plantas no vasculares, coniferas, helechos
y angiospermas (NC-enddfitos) (Xia et al. 2022), esto basados en su filogenia, taxonomia,

plantas hospederas, evolucion y sus funciones ecoldgicas (Rodriguez et al. 2009).

Segun Baron y Rigobelo (2022), los hongos clavicipitaceos y no-clavipitaceos se han
clasificado en 4 clases: la clase 1 contiene los hongos clavicipitaceos que son
colonizadores especificos de las gramineas; se pueden encontrar en la parte aérea y/o en
las raices de sus hospedantes. Ademas, se transmiten horizontal y verticalmente. Las

clases 2,3 y 4 incluyen hongos no-clavicipitaceos.

La clase 2 estd formada por endofitos capaces de colonizar la parte aérea y las raices, y se
transmiten horizontal y verticalmente. La clase 3 consiste en enddfitos cominmente
asociados con las hojas de especies de arboles tropicales, un grupo muy diverso que solo
conlleva transmision horizontal. Finalmente, la clase 4 incluye los llamados endofitos
septados oscuros, hongos que tienen melanina en sus septos y se encuentran
exclusivamente en las raices de sus hospedantes y presentan solo transmision horizontal
(Wang et al. 2020).

Se ha sugerido recientemente la inclusion de una clase adicional para los hongos
entomopatogenos endofitos, porque pueden crecer como enddéfitos asintomaticos de varias
especies de plantas y presentar la capacidad Unica de infectar y colonizar insectos
(Lugtenberg et al. 2016).



La comunidad de endofitos dentro de una planta estd determinada por los hongos
(genotipo, competencia potencial, especificidad del tejido, ubicacion de la infeccion) y el
huésped (genotipo, variaciones en las defensas de la planta, localizacion geogréfica).
Numerosos estudios indicaron que la riqueza y diversidad de endéfitos se encuentran
influenciados por factores bidticos y abidticos, incluidos el habitat y la ubicacion

geografica (Rodriguez-Mendoza et al. 2022).

Se han aislado y cultivado de las raices y partes aéreas de varias plantas, asi como de algas
(Deutsch et al. 2021), musgos (Melo et al. 2014), helechos (Lehnert et al. 2017),
gimnospermas y angiospermas (Siber 2007). Aproximadamente 300 especies conocidas
de plantas superiores existen en la Tierra, y cada una de las cuales es huésped de uno o

mas hongos endoéfitos obligados (Wen et al. 2022).

Algunos enddfitos fingicos pueden colonizar una amplia gama de especies de plantas,
mientras que otros son mas especificos y ocurren solo dentro de un numero restringido de
plantas. Ademas, la especificidad también puede estar presente en relacion con la porcién
de la planta que se coloniza (Bamisile et al. 2018).

Aparentemente los hongos de transmision vertical parecen presentar asociaciones de
plantas con un perfil mas mutualista que los hongos de transmisién horizontal, que son

mas probablemente antagonistas (Aly et al. 2011).
2.2.3. Hongos enddfitos transmitidos a través de las semillas

La transmision vertical de endofitos se puede definir como el paso de un hongo endéfito
a su descendencia a través de las semillas. Los enddéfitos clavicipitaceos de las gramineas
se transmiten verticalmente y se ha descrito su mecanismo como un proceso en el cual el
micelio invade los 6vulos en desarrollo, ocupando finalmente la semilla madura, incluido

el escutelo y el endospermo del embridn (Shahzad et al. 2018).

La semilla colonizada dara lugar a plantas infectadas para que los enddéfitos se transmitan
por via materna a la siguiente generacion (Vega 2018). Una vez que las semillas germinan,
es probable que el ensamblaje del microbioma sea impulsado por la transferencia
horizontal, en la que los hongos transmitidos por las semillas se asocian preferentemente

con los tejidos vegetales de la superficie (Delgado et al. 2021).
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De este modo, los enddéfitos transmitidos por semillas que se encuentran en tejidos
vegetales utilizan mecanismos directos o indirectos para mejorar el crecimiento de las
plantas, ademas de impulsar su tolerancia al estrés biético y abiético (Santoyo et al. 2016).

2.2.4. Interaccion planta-hongo enddfito: Mecanismos de accion de los hongos

endéfitos

Existen ciertos mecanismos de accion y aplicaciones de los hongos endofitos descritos en
la dltima década. Algunos de sus beneficios en las plantas hospederas se encuentran

resumidos en la figura 1 (Aragon y Beltran-Acosta 2019).
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Figura 1. Efectos de la inoculacién de hongos enddéfitos en plantas. Tomado y modificado de Aragon y
Beltran-Acosta (2019).

Los enddfitos contribuyen al crecimiento de las plantas mediante la mineralizacién del
suelo, la produccion de moléculas bioactivas, la resistencia sistémica inducida, la sintesis

de fitohormonas y la resistencia al estrés por sequia. Ademas, contribuyen a las funciones



bioquimicas y fisioldgicas de las plantas al mejorar la produccién de cultivos, el ciclo de

nutrientes, la biorremediacion y el almacenamiento de energia (Dubey et al. 2020).

Algunos microorganismos endofitos Ilevan a cabo la produccion de &cido indol acético
(IAA, por sus siglas en ingles), que esta involucrado en la division celular. La capacidad
de los enddfitos para producir 1AA se considera un factor importante que impulsa la
expansion de las células del cotiledon, la mejora del rendimiento, la longitud y el area de
la superficie las raices durante el crecimiento de las plantulas y las plantas (Adeleke et al.
2022).

Los hongos enddéfitos inducen la expresion de genes en las plantas para la produccion de
metabolitos secundarios que pueden ser extraidos y empleados para diversos propdsitos.
Tales sustancias pueden interferir con organismos patdgenos para la planta hospedera e
inducir resistencia a enfermedades y mayor tolerancia a factores abioticos. Ante un insecto
plaga o un patégeno especifico, los hongos endofitos pueden presentar mecanismos de
accion relacionados con su capacidad como agentes de control biologico (Aragon y
Beltran-Acosta 2019).

Entre estos se agrupan mecanismos quimicos o indirectos, los cuales se dan por la
produccion de metabolitos secundarios, enzimas o0 por compuestos organicos volatiles
(VOC, por sus siglas en inglés), mismos que limitan e inhiben a un patégeno o insecto en
particular u otros hongos endofitos competidores, asi como promover la tolerancia al
estrés abidtico. Dentro de esta categoria se encuentran tres mecanismos especificos: 1)
Competencia, 2) antibiosis, e 3) induccidn de resistencia (Card et al. 2016).

El segundo grupo son los mecanismos fisicos o directos, generados por las interacciones
de contacto entre hifas y células, conocido como parasitismo directo o micoparasitismo;
entre los mecanismos directos de promocion del crecimiento, los mas importantes son: 1)
la adquisicion de nutrientes, y 2) la produccion de fitohormonas (Card et al. 2016; Adeleke
et al. 2022).

2.3. Importancia de los hongos endoéfitos en la agricultura

La agricultura es el principal sector de crecimiento econdémico de los paises en desarrollo

entre los cuales se encuentra México (Nehra et al. 2016). La necesidad de una agricultura
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mas sostenible es uno de los principales incentivos para la busqueda de hongos endéfitos
que puedan servir como alternativa a la aplicacion descontrolada e inadecuada de
fertilizantes y plaguicidas que dafian la salud humana y el medio ambiente (Zikankuba et
al. 2019).

Los metabolitos sintetizados por endofitos poseen un amplio papel en el manejo de
enfermedades de las plantas. La aplicacion de estos metabolitos para inducir la resistencia
de las plantas es muy prometedora, conduciendo a nuevos avances en el desarrollo de
insecticidas y fungicidas mas efectivos/amigables con el agroecosistema (Dubey et al.
2020).

En este contexto, el conocimiento sobre la relacion simbiética planta-microbiota del suelo
ha sido fundamental en la busqueda de procesos alternativos que podrian utilizarse para
reducir o incluso reemplazar la aplicacion de pesticidas y fertilizantes (Heimpel y Mills
2017; Jaber y Ownley 2018; Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al. 2021).

2.3.1. Hongos endofitos en el control bioldgico de insectos plaga

El control bioldgico de plagas de insectos implica la utilizacion de organismos vivos para
reducir las poblaciones de plagas. Estos organismos incluyen otros insectos que funcionan
como depredadores o parasitoides, asi como agentes microbianos entomopatégenos como

bacterias, hongos, virus y protozoarios (Heimpel y Mills 2017).

Ademas de su papel en el control de fitopatdgenos, la colonizacién endofitica es conocida
por su capacidad para mejorar la resistencia contra insectos herbivoros. Esto se debe a la
modulacién que ejerce en el sistema de defensa de las plantas durante el proceso de
inoculacién. Ademas, induce cambios en la calidad nutricional de las plantas y en la

produccion de varios compuestos de defensa de la planta (Thakur, Kaur y Singh 2013).

Segun Ownley et al. (2010), algunos de los hongos entomopatdégenos mas estudiados
incluyen Lecanicillium spp., Metarhizium spp., Isaria spp., Hirsutella spp., Sporothrix
spp., Paecilomyces spp., Tolypocladium spp., Nomuraea spp., Aschersonia spp. y
Beauveria. bassiana. Cada uno de estos hongos produce metabolitos secundarios con una

amplia variedad de actividades biolégicas que afectan a mamiferos, insectos,



microorganismos y células vegetales. Existe un interés en utilizar hongos
entomopatogenos como endofitos para evaluar sus efectos sobre insectos plagas (Rohlfs
y Churchill 2011).

Se ha demostrado que los hongos entomopatdgenos como B. bassiana, M. anisopliae y L.
lecanii pueden colonizar tejidos vegetales de algunas especies. La naturaleza de la
interaccion entre estos hongos y las plantas puede variar dependiendo de la especie de
planta y la cepa del hongo, generando beneficios mutuos en algunos casos, interacciones

neutras o incluso antagonicas en otros (Vega 2018).

En 2008, Vega informo6 que, a partir de una colecta de hongos enddéfitos en plantas de
café, el hongo entomopatdgeno B. bassiana y el antagonista de fitopatégeno Clonostachys
rosea, aislados de tejidos vegetales, fueron capaces de causar patogenicidad en individuos

de la broca del café, Hypotheneus hampei.

B. bassiana es ampliamente utilizado para el manejo de poblaciones de insectos plagas y
desempefia diversas funciones en la naturaleza. Cuando coloniza constantemente una
planta como enddfito, puede actuar como antagonista de algunos patdgenos de plantas,
promotor del crecimiento vegetal y colonizar la rizosfera de algunas especies. Para
aprovechar su potencial como agente de biocontrol es esencial comprender sus

mecanismos de accion (Jaber y Ownley 2018).

La investigacion sobre endéfitos ha demostrado su capacidad para fortalecer la defensa de
las plantas huésped contra herbivoros a través de compuestos con propiedades insecticidas
y antialimentarias. Por ejemplo, Sanchez-Rodriguez et al. (2017) observaron la
mortalidad de larvas de Spodoptera littoralis (Boisduval) que se alimentaron de hojas de
plantas de trigo blando colonizadas por B. bassiana EABb 04/01-Tip. No se observo
crecimiento fungico sobre las larvas infectadas, lo que sugiere que la mortalidad podria
estar relacionada con la produccion de metabolitos con capacidad insecticida (Bernal-
Cabrera et al. 2021). Ademés, Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al. (2021)
informaron la prolongacion del estado larvario y la produccion de menos polillas macho
de Spodoptera frugiperda (J.L Smith) cuando se alimentaron de plantulas de maiz

colonizadas por la cepa B. bassiana GHA, sin observar crecimiento fangico en las larvas.



A pesar de los casos en los que la aplicacion de hongos entomopatdgenos endofitos ha
demostrado ser eficaz en el control de poblaciones de insectos plagas, en la mayoria de
los casos, el efecto sobre los insectos se debe a la accion indirecta de los productos
emitidos por el endofito, que afectan el desarrollo o el comportamiento del insecto. Esto
se respalda por la falta de esporulacion del hongo en los insectos recuperados después de

consumir tejido vegetal colonizado (Jaber y Ownley 2018).

2.4. Hongos endofitos de plantas silvestres y su aplicacién en una agricultura

sostenible

Las plantas dentro de comunidades naturales son capaces de mantener asociaciones
simbidticas con hongos endéfitos que apoyan su crecimiento y les protegen contra el estrés
bidtico y abidtico. Sin embargo, la comunidad de endofitos fungicos que existen en las
plantas silvestres puede modificarse severamente con su domesticacion y muchos

representantes estar ausentes en los cultivos (White et al. 2019).

Los parientes silvestres de las plantas domesticadas son de gran importancia ya que tales
plantas pueden ser colonizadas por distintos microorganismos endéfitos, los cuales
podrian haber proporcionado rasgos especiales para la supervivencia y adaptabilidad en

condiciones ambientales adversas (Frison et al. 2011).

Segun Santhanam et al. (2015), se llevé a cabo un experimento con tabaco silvestre anual
(Nicotiana attenuata); en dicho experimento se descubri6 que 7 afios de cultivo continuo
resultd en la perdida de microorganismos simbidticos y niveles crecientes de
enfermedades debido a la acumulacion de fitopatdgenos fungicos del género Fusarium y
Alternaria. A su vez, las inoculaciones experimentales de semillas con consorcio
bacteriano nativo durante la germinacion atenuaron significativamente la mortalidad de
las plantas; la readquisicion de estos microbios de las poblaciones silvestres del tabaco y

la aplicacion a las plantulas en cultivo resultaron en la resistencia a la enfermedad.

Irizarry y White (2017) documentaron que las semillas de algodon frecuentemente
tratadas con acido para reducir las enfermedades transmitidas por las semillas pierden las
bacterias beneficiosas en la superficie de las semillas y deja las plantulas de algodon

vulnerables al estrés y enfermedades, por lo que buscaron y aplicaron bacterias
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beneficiosas a semillas de plantas no cultivadas de la familia del algodon. Con ello, mejoro

enormemente la resistencia al estrés y las enfermedades en las plantulas del algodon.

Cereales como el maiz se han cultivado intensamente y se han modificado hasta el punto
de que se han perdido las estructuras externas de las semillas que transmiten
microorganismos, como la cascara presentes en el teocintle. Las variedades modernas de
maiz hibrido requieren mayores aportes de nitrogeno y pesticidas para producir cultivos
que el teocintle, y esto puede ser el resultado de la perdida de enddfitos de las variedades
de maiz hibrido (Johnston-Monje et al. 2016).

En estudios previos se ha informado que el teocintle de Balsas es menos susceptible a las
plagas que el maiz moderno, como resultado del mejoramiento y la domesticacion (de
Lange et al. 2014). Segun los Gltimos estudios reportados por De la Vega-Camarillo et al.
(2023), quienes se dedicaron a aislar bacterias enddfitas de seis especies de teocintles
mexicanos, entre los cuales se destacO Zea mays ssp. parviglumis, se demostré una rica
variedad de géneros bacterianos, tales como Bacillus, Enterobacter, Methylobacterium y
Pantoea, con caracteristicas variables de PGP’s (Plant growth-promoting, por sus siglas

en ingles).

Por otro lado, Johnston-Monje y Raizada (2011) reportaron el aislamiento de endofitos
microbianos en genotipos diversos de Zea, entre los cuales se encontraban los teocintles
silvestres (Zea mays ssp. parviglumis, Zea mays ssp. mexicana, Zea diploperennis, y Zea
nicaraguensis) asi como variedades locales mexicanas antiguas y variedades modernas
de maiz. En este estudio se reporto la conservacion de enddéfitos de semillas en el género
Zea, sefialando la prevalencia de los endofitos del teocintle en el maiz domesticado. A su
vez, reportaron que muchos endofitos de las semillas de Zea solubilizaron fosfato,

secretaron acetoina y fijaron nitrégeno.

Mas adelante, y de esta coleccion, Mousa et al. (2015) demostraron que cuatro ejemplares
reducian las concentraciones de micotoxina DON del patdgeno flngico toxigenico
Fusarium graminearum en el maiz, destacando las cepas de Zea mays ssp. parviglumis

como las que mejor redujeron las concentraciones de la micotoxina.
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En 2022, Dominguez et al informaron del aislamiento de hongos endofitos de Zea mays
ssp. mexicana, tales como Aspergillus niger, Gliocladium virens y Rhizopus oligosporus,
mismos que demostraron capacidad de promocion de crecimiento en plantas de maiz.
Hasta ahora es el Unico reporte publico que se tiene de hongos endofitos aislados de

teocintle.

De este modo, se ha determinado que el teocintle puede albergar endéfitos que combatan
patdégenos y plagas insectiles de cultivos modernos. Para remediar las pérdidas de
microorganismos endofitos esenciales y reducir la dependencia de agroquimicos en el
cultivo, podria ser necesaria la obtencion de microorganismos endofitos de parientes

silvestres y reintroducirlos en los cultivos (Verma et al. 2017).

2.5. Teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis) y maiz domesticado (Zea mays

mays)

Dentro del género Zea se incluyen los taxones silvestres, conocidos como teocintle (Zea
ssp.) y el maiz domesticado (Zea mays mays o Zea mays L. ssp. mays). Después de la
teoria tripartita propuesta por Mangelsdorf y Reeves (1939) en la que proponian que
Tripsacum se encontraba fuertemente emparentado con el maiz, en 1939, Beadle afirmo
que el maiz era una forma domesticada del teocintle, resultado de la seleccion artificial
llevada a cabo por poblaciones antiguas. Sin embargo, esta teoria se enfrentaba a la idea
de que la transformacidn del teocintle al maiz era imposible en los pocos 10.000 afios en

los que los humanos se habian dedicado a domesticar plantas.

Doebley et al. (1987) a través de las filogenias basadas en el cloroplasto heredado por la
madre situaban a Z. mays ssp. mays en un grupo con ssp. parviglumis y mexicana, junto
con huehuetenangensis. Buckler y Holtsford (1996) demostraron a través de estudios
filogenéticos utilizando las regiones del espaciador transcrito interno (ITS) que las
especies de Zea han evolucionado muy recientemente en comparacion con la divergencia

de Zea con respecto a Tripsacum.

En 1984, los datos de Doebley de isoenzimas implicaron a la ssp. parviglumis en el origen

del maiz. En el 2002, Matsuoka et al. con los resultados obtenidos de los marcadores de
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repeticion de secuencia simple (SSR), corroboraron los datos de Doebley al nombrar la

ssp. parviglumis del valle del rio Balsas como progenitor del maiz.

Se ha propuesto que unas pocas regiones del genoma del maiz especifican los rasgos que
distinguen al maiz del teocintle. Dorweiler et al. (1993) identificaron un locus principal,
la arquitectura de la gluma del teosintle (tgal), mismo que controla el desarrollo de la
cubierta protectora que falta en el maiz. Una gluma mas blanda fue uno de los motivos de
seleccidn por parte de los nativos americanos durante la domesticacion. Un segundo locus
fue el del teocintle ramificado (tb1) que dicta una diferencia en la arquitectura de la planta,
dando lugar a ramas laterales largas, terminadas en espigas masculinas contra las ramas
laterales cortas con espigas femeninas en maiz (Doebley et al. 1995, 1998). También
estaban los QTL como los genes responsables de las mazorcas que se rompen versus

solidas, espiguillas simples versus pareadas y condicion distica versus polistila

El teocintle de Balsas de la familia de las gramineas Poaceae (Gramineae), de ese modo,
es considerado como el pariente silvestre y el antecesor directo a partir del cual se
domesticé el maiz por los antiguos habitantes de Mesoamérica, en un proceso de hace >
9, 000 arios (Sanchez 2011).

Son muy similares morfoldgica y genéticamente al maiz. Producen entre 8 y 11 mazorcas
al ano, las cuales estan conformadas por dos hileras entrelazadas de granos pequefios y
acorazados. Sus granos son pequefios pero algunos estudios han evidenciado que su valor
nutricional suele ser mayor al del maiz (Tian y Buckler 2005). A su vez, su distribucion
geografica se encuentra restringida a zonas de clima tropical y subtropical de México,
Guatemala, Honduras y Nicaragua (Sanchez y Ruiz 1996; CONABIO 2022).

Estudios indican que el teocintle, en comparacion con el maiz, presenta una mayor defensa
ante insectos y fitopatdgenos (Musa et al. 2015). En el estudio de Moeller y Tiffin (2008),
se observé una evidencia de seleccion geograficamente variable para el gen de inmunidad
Wipl (Wild-type p53-induced phosphatase 1, por sus siglas en ingles) en poblaciones de
teocintle. Este gen, que confiere resistencia a los insectos herbivoros al inhibir las
quimiotripsinas proteasas en los intestinos de los insectos, fue identificado en cuatro
poblaciones en la porcion occidental de su area de distribucion (estado de Jalisco, México)
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y en dos poblaciones en la porcién central, especificamente en el valle del rio Balsas

(estado de Meéxico, México).

El maiz ha experimentado un extenso desarrollo de herramientas genéticas a lo largo de
su historia, siendo considerado uno de los sistemas de plantas superiores mas accesibles.
Con su genoma completamente secuenciado, un conjunto completo de herramientas
citogenéticas, métodos tanto para la genética directa como inversa, y marcadores
fenotipicos caracterizados, el maiz ofrece la posibilidad de abordar cuestiones més alla de
la biologia de las plantas. Descubrimientos significativos en &reas como los transposones,
la impronta genética y la biologia cromosoémica han surgido a partir de investigaciones en
maiz. En la era postgenomica, este sistema modelo clasico continuard desempefiando un
papel destacado en la investigacion bioldgica basica, segun sefialan Nannas y Dawe en
2015.

El maiz (Zea mays mays) es una planta monocotiledénea anual de la familia botanica
Poaceae (Gramineae). Este cultivo se origind mediante el proceso de domesticacion que
Ilevaron a cabo los antiguos habitantes de Mesoamérica a partir del teocintles (Zea mays
ssp. parviglumis), gramineas muy similares al maiz que crecen de manera natural en
México y Centroamérica (CONABIO 2022).

Se trata de uno de los cereales méas consumidos del mundo, siendo el tercer cereal mas
cultivado después del trigo y el arroz. Al ser un cultivo alimentario basico tiene una
produccion total de 1,09 mil millones de toneladas métricas logradas en 2018/2019 en
todo el mundo, siendo una fuente vital de proteina y energia en la dieta de los seres

humanos y los animales.

Actualmente se tienen descritas 220 razas de maiz que se han agrupado en 7 grupos
raciales de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas, genéticas, ecoldgicas y de
historia de cultivo (Cénico, Sierra de chihuahua, Ocho hileras, Chapalote, Tropicales

precoces, Dentados tropicales y Maduracion tardia) (Sanchez 2011).

Sin embargo, durante las operaciones de precosecha y postcosecha, las plagas de insectos

y los microorganismos fitopatdgenos atacan el maiz reduciendo asi su valor cuantitativo,
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lo cual conduce a pérdidas anuales del 9,4% en todo el mundo (Seyi-Amole y Onilude
2021).

Zea mays cv. B73 es una de las lineas endogamicas fundadoras clave en la produccion de
hibridos comerciales en los Estados Unidos de América, junto con B14, B37 y en menor
medida, B84. B73 se encuentra en los pedigries de la mayoria de las lineas endogamicas

de progenitores de semillas comerciales (Bornowski et al. 2021).

El primer ensamblaje de genoma de referencia del maiz fue generado a partir de B73. Fue
secuenciado mediante pirosecuenciacion y se report6 que esta conformado por 2 mil 300
millones de pares de bases, con un contenido de mas de 32 mil genes y aproximadamente
el 83% de su genoma conformado de transposones. En cultivos comerciales de maiz como
la variedad B73, que poseen transposones activos, las plantas conservan su apariencia y
sus granos poseen las mismas propiedades fisicas y quimicas. Es importante sefialar que

el maiz como planta ha sufrido cambios en su genoma. (Schnable et al. 2009).

Debido a la importancia cada vez mayor de la linea B73 en la produccion de hibridos de
maiz, en ciertos estudios se han elegido varias lineas tipo B73 y algunas lineas no
relacionadas para cruzarlas. Entre las nuevas lineas puras relacionadas con B73, una de
ellas se distinguio por un alto potencial de rendimiento de grano cuando se cruzé con la
linea pura Mol7. Otras lineas puras dieron como resultado una mazorca mucho mas larga
que el valor medio de todas las progenies, mientras que otras, en comparacion, tuvieron

significativamente mas hileras de grano por mazorca (Stojakovi¢ y Bekavac 2005).
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Tabla 1. Taxonomia del teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis) y del maiz domesticado (Zea mays

mays). Datos a los que se accediod en https://wwuw.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt el 17 de diciembre
del 2023.

Reino: Plantae Plantae
Subreino: Viridiplantae Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta Streptophyta
Supervision: Embryophyta Embryophyta
Division: Tracheophyta Tracheophyta
subdivision: Spermatophytina Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida Magnoliopsida
Superorden: Lilianae Lilianae

Orden: Poales Poales

Familia: Poaceae Poaceae
Género: Zea L. Zea L.

Especies: Zea mays L. Zea mays L.
Subespecies: Zea mays ssp. parviglumis ~ Zea mays ssp. mays L.

2.6. Spodoptera frugiperda (J.E Smith) como plaga catastrofica mundial

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) o Fall
armyworm, por su titulo en inglés, de las zonas subtropicales y tropicales de Ameérica, es
un insecto plaga catastrofico de importancia econémica mundial que dafia cultivos como
maiz, algodon, arroz, soja, frijol y otros cultivos de la familia Gramineae (Bhusal &
Bhattarai, 2019). Se ha reportado que en América Latina, S. frugiperda provoca una
disminucion del rendimiento de los cultivos que va del 15 al 75% en la produccion (Ayil-
Gutiérrez et al. 2018).

Actualmente S. frugiperda se trata como una plaga de insectos crucial del maiz,
(Siddhartha, 2019). Las larvas propician perdidas en la produccion que van del 10 al 100%
sobre todo si la planta es atacada cuando tiene entre 40y 60 cm (Banda et al. 1981). Causa
un dafio extenso a las plantas de maiz al alimentarse de verticilos de hojas jovenes,

mazorcas de maiz, espigas y el cogollo (Bhusal y Bhattarai 2019).

Las larvas mas jovenes prefieren el tejido epidérmico de las hojas y les producen agujeros,

lo cual es signo de dafio tipico de estas plagas de insectos. Las larvas mas viejas en los
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verticilos de las plantas adultas se alimentan de mazorcas o granos, lo que reduce la

calidad y cantidad del rendimiento (Sisay et al. 2019).

S. frugiperda esta desarrollando resistencia a las variedades de maiz transgénico en el sur
de los Estados Unidos (Niu et al. 2013). Esto evidencia la necesidad de controlar esta
plaga, para lo cual se utilizan generalmente insecticidas sintéticos. White et al. (2014) han
estimado que en México se aplican 2,600 toneladas de diferentes principios activos al afio,
esto favorece el desarrollo de resistencia en las poblaciones de S. frugiperda, provocando
la eliminacion de especies no objetivo, algunas de las cuales son insectos benéficos o

polinizadores, y es fuente de contaminacion de suelos y aguas (Botias y Sanchez 2018).

Tabla 2. Taxonomia de Spodoptera frugiperda (J.E Smith). Datos a los que se accedid en
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt el 17 de diciembre del 2023.

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden; Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Genero: Spodoptera

Especie: S. frugiperda

A lo largo del afio, el gusano cogollero lleva a cabo varias generaciones, de tal manera
que su ciclo de biolégico consiste en huevo, seis o siete estadios larvarios, pupa y adulto.
El ciclo de vida es completado en aproximadamente 30 dias durante el verano, de 60 dias
en primavera y otofio, y de 80 a 90 dias durante el invierno. La duracion en el estado de
huevo oscila entre dos y tres dias durante los meses de verano. Una vez que el huevo
eclosiona, el nimero de instares que atraviesa la larva depende de la planta huésped de la
que se alimenta, siendo comUnmente seis instares en el caso del maiz. Para entrar en la
fase de duracién, las larvas se entierran en el suelo, donde crean una camara pupal en la

que permanecen aproximadamente de 10 a 15 dias (SENASICA 2021).
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3. JUSTIFICACION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes en la economia mexicana, con un valor
anual superior a US$5 mil millones. Los insectos plaga causan importantes pérdidas
econdmicas y su control resulta costoso y basado mayormente en insecticidas quimicos.
El proyecto aqui propuesto es relevante para la resolucion de este problema. Numerosos
insectos son plagas del maiz en México y estos ocasionan pérdidas econémicas e impactos
ambientales significativos. Por ejemplo, solo para México se enumeran >130 especies de
insectos plaga (Cervantes-Mayagoitia 2011), y unas 3,000 toneladas de ingrediente activo
insecticida se aplican contra una sola plaga insectil: el gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda) (White et al. 2014).

Fuera de México se ha empezado a explorar la diversidad de endéfitos asociados al maiz
y teocintle mexicanos (Johnston-Monje y Raizada 2011). Este proyecto facilitara el inicio
de una linea de investigacion que documentara la diversidad de organismos poco
estudiados en México: los hongos endofitos, los cuales han demostrado un gran potencial
de ser aprovechados en la agricultura para el manejo sustentable de plagas agricolas y para

la mejora de los cultivos.
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4. HIPOTESIS

Las comunidades de hongos endofitos presentes en el teocintle del Balsas (Zea mays ssp.
parviglumis) incluyen especies Utiles para el manejo de la plaga del gusano cogollero (S.
frugiperda), y provocan efectos positivos sobre el crecimiento vegetal de plantas de maiz

(Z. mays mays cv. B73).

19



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar y evaluar hongos endéfitos como una alternativa ecolégica y sostenible a los

insecticidas quimicos para el manejo de la plaga del gusano cogollero (S.frugiperda).
5.2. Objetivos particulares

1. Aislar e identificar hongos enddfitos presentes en semillas de teocintle colectadas en
dos regiones geogréaficas de Jalisco, México.

2. Desarrollar un método de inoculacion eficaz para el establecimiento de por lo menos
un enddfito candidato en la variedad comercial de maiz B73.

3. Evaluar los efectos de al menos un endofito candidato en el crecimiento de plantas de

maiz B73y contra S. frugiperda
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico utilizado

Se contd con una coleccion de semillas de teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis),
las cuales fueron recolectadas previamente de dos regiones de Jalisco, México: Los
Naranjos de Abajo (19* 55' 41", 104* 05' 17", 1030 m snm) y Las Raices (20* 36' 26",
104* 13" 00", 1120 m snm). Ambas colecciones de semillas de teocintle fueron
proporcionadas por el Dr. Julio S. Bernal (Departamento de Entomologia, Universidad
Texas A&M, College Station, Texas, Estados Unidos de América).

Para los modelos experimentales se emplearon semillas de la linea endogamica de maiz
B73 (Z. mays. cv B73), brindadas por La Red de informacién sobre Recursos de

Germoplasma (GRIN-Global), Estados Unidos de América.

Los huevecillos de S. frugiperda fueron donados por el Dr. José Refugio Lomeli-Flores
(Posgrado en Fitosanidad, Entomologia y Acarologia, Colegio de Postgraduados,
Montecillo, Texcoco, Estado de Meéxico, México) y cuidadosamente colocados en
contenedores de plastico de 700 mL. Estos fueron mantenidos en una habitacion bajo
condiciones controladas (temperatura de 23°C + 3, humedad 80 + 3, fotoperiodo 14 luz:
10 oscuridad) hasta que eclosionaron y luego se transfirieron a tazas de dieta individuales
con 5 ml de dieta de germen de trigo como fuente de alimento (McGuire et al. 1997). Esta
dieta fue reemplazada cuando fue necesario para evitar la desecacion. Para realizar los
bioensayos, se utilizaron neonatos de S. frugiperda (1 dia posterior a la eclosion). Se

utilizo la segunda generacion de laboratorio.

Figura 2. Masa de huevecillos de S. frugiperda a punto de eclosionar.
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Figura 3. Primer instar larvario de S. frugiperda en dieta artificial.

La extraccion de ADN gendmico y amplificacion de la region ITS de hongos endofitos
aislados a partir de las semillas de teocintle junto a los bioensayos en plantas de maiz B73
se realizaron en el Laboratorio de Formulacién de Bioldgicos de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

6.2. Aislamiento e identificacion molecular de endofitos de origen natural presentes

en semillas de teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis)

6.2.1. Aislamiento de hongos enddfitos presentes en semillas de teocintle de Balsas

Se utiliz6 una cabina de flujo laminar como &rea de trabajo estéril. Las semillas
recolectadas se esterilizaron en su superficie siguiendo el método descrito en Johnston-
Monje y Raizada (2011). Las muestras se secaron usando toallas de papel esterilizadas en

autoclave reducidas a 4 piezas.

Cada caja de Petri contuvo dos fragmentos de la gluma (cubierta protectora) y dos de la
semilla (el tegumento en contacto con el medio de cultivo). Se emplearon 10 cajas de Petri
con agar PDA, agar V8, agar nutritivo, agar caldo nutritivo y agar agua, respectivamente.
Para verificar la eficacia del método de esterilizacidn de la superficie de las semillas, se
colocaron momentaneamente 5 semillas en una placa de Petri de cada medio de cultivo
empleado. Ademas, se tom6 una muestra de 100 pL del ultimo lavado de cada tratamiento
y se inoculd en una caja de Petri de cada uno de los medios. Estas placas se incubaron en

oscuridad a 25°C + 2 °C durante 2 semanas.
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Las placas con las semillas se incubaron de igual manera en oscuridad a 25°C + 2 °C
durante 2 semanas, hasta que se detect6 el crecimiento de las hifas de hongos endofitos de

las semillas.
6.2.2. Extraccion de DNA gendmico

Se llevo a cabo la extraccion de ADN gendmico a partir de un cultivo puro en agar PDA
que tenia dos semanas de edad. Se tom6 una porcién del micelio y se transfirié a un tubo
conico de 1.5 mL de capacidad. Se empled el método DNAzol ® BD de Molecular

Research Center (Cat. DN129), siguiendo las especificaciones del fabricante.
6.2.3. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los endofitos aislados se identificaron en funcion de sus secuencias de genes marcadores
ITS (580 pb). Se utilizd la siguiente mezcla de reaccion empleando el kit de PCR
MyTag™ DNA Polymerase: 1L de DNA genomico, 1 pL del oligo forward ITS-1, 1 pL
del oligo reverse ITS-4, 1 uL de DNA taq polimerasa, 10 pL 5x My Taq Reaction Buffer
y 36 pL de agua grado HPLC con el fin de completar un volumen de 50 pL. La mezcla se
sometio a las siguientes condiciones en un termociclador MaxyGene Thermal Cycler Il
(Axygene®): Desnaturalizacion a 95 °C por 5 minutos, durante 32 ciclos en el siguiente
programa; 95°C por 30 s, 1 min de alineamiento a 60 °C y una extension durante 1 min a

72 °C, y finalmente extension final a 72 °C durante 3 minutos.

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados.

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 amplificar un TCCTCCGCTTATTGATATGC
fragmento de laregion ITS de
580 pb aproximadamente

6.2.4. Purificacion de productos de PCR
Como paso anterior a la purificacion de los productos de PCR, se verificé el tamafio del
producto de PCR a través de electroforesis en gel de agarosa 1% a 100V durante 45 min

y observado en un transiluminados Safe Image (Invitrogen). En cuanto se observaron los
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productos de PCR, se purificaron usando el Kit comercial de purificacién de acidos

nucleicos SureClean Plus (Bioline) siguiendo las instrucciones de fabricante.
6.2.5. Secuenciacion y analisis de secuencias

Los productos de reaccion fueron enviados para su analisis a la empresa Laboratorios de
Servicios Gendmicos LABSERGEN LANGEBIO. El anélisis de secuencias se realizo
mediante la herramienta BLASTn del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI). Previo a ello, las secuencias se curaron con el software FinchTV

para la remocion de primers.

6.3. Desarrollo de un método de inoculacion para el establecimiento de hongos

endofitos candidatos en la variedad comercial de maiz B73
6.3.1. Inoculacidn fangica en semillas de maiz B73

Las semillas de maiz de la linea endogamica B73 (sin tratamiento previo) fueron
esterilizadas en su superficie con solucion Tween-80 al 1% durante 2 min, solucion
jabonosa al 2% por no méas de 5 minutos, etanol al 70% por no méas de 1 min (dos veces)
y se enjuagaron con agua destilada estéril (dos veces).

Se utilizaron esporas del hongo enddfito candidato cepa UANL3 Chaetomium globosum.
Las esporas se obtuvieron a partir de cultivos en agar V8, medio que induce a la mejor
esporulacion del hongo C. globosum (Andersen y Nissen 2000). El cultivo se inund6 con
agua estéril, raspando suavemente la superficie para liberar los conidios, y se filtr6 para

producir soluciones stock de esporas.

Figura 4. Filtracion de esporas de la cepa UANL3-LN Chaetomium globosum.
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Las semillas esterilizadas se incubaron con una suspension (1 g de semilla/1 ml de
suspension) identificada como tratamiento de 1 x 10° esporas/mL por 12 h y en agitacion.
Las semillas del control negativo se trataron bajo las mismas condiciones con agua

destilada estéril solamente.
6.3.2. Prueba de pregerminacion

Treinta y cuatro semillas para el tratamiento y el control se incubaron en cajas Petri de
vidrio por 7 dias en plena oscuridad bajo condiciones controladas (28 °C + 3 °C). Cada
tercer dia, las semillas se mantuvieron himedas con un mililitro de la suspension de

tratamiento y el testigo, respectivamente.

Las semillas germinadas se plantaron en macetas de plastico con fondo perforado (4 cm,
11 cm de alto) en tierra 'y arena esterilizada por tres dias seguidos en una relacion 1:1 bajo

condiciones de invernadero (25 °C = 3 °C).

Figura 5. Prueba de pregerminacion en semillas de maiz B73

6.3.3. Colonizacién endofitica

Para determinar la colonizacion endofitica de un subconjunto de 20 plantas/tratamiento,
se tomaron muestras de las hojas, los tallos y las raices de plantas de 14 dias, y se evalud
la presencia del hongo endéfito UANL3 C. globosum, aislado de las semillas de teocintle

provenientes de Los Naranjos de Abajo, Jalisco.

Las plantas se esterilizaron en su superficie, enjuagandolas primero con agua de grifo

durante cinco minutos. En condiciones estériles, se cortaron los segmentos de raices, tallos
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y hojas. Las secciones se sumergieron en etanol al 2% durante dos minutos y finalmente
se lavaron en agua destilada estéril durante 5 minutos. Este ultimo paso se repitio dos
veces. Se determing la eficiencia de esterilizacion colocando 100 uL del dltimo lavado en
placas de agar V8.

La eficiencia de la inoculacion de UANL3 C. globosum se evalué colocando segmentos
de raiz y tallo de 1 cm, asi como fragmentos de hojas de 1cm? en agar V8 bajo condiciones
estériles. Se aislaron y confirmaron colonias tipicas de C. globosum bajo un microscopio
compuesto (Zeiss Primo Star, Carl Zeiss Microscopy Gmblt, Gottingen, Germany). Todas
las cajas de Petri se incubaron a 23 °C £ 3 °C, hasta la aparicion de crecimiento de las

hifas y posterior identificacion del hongo enddfito.

6.4. Evaluacion de los efectos de al menos un endéfito candidato en el crecimiento de

plantas de maiz sin y con S. frugiperda

Se evalud el porcentaje de germinacion de las semillas a los 7 dias. Posterior a esto, las
semillas germinadas se plantaron bajo las condiciones previamente establecidas, y a los
21 dias de crecimiento se midio el didmetro del tallo y la longitud total de la planta.

Cada repeticion experimental incluyé un modelo factorial de 8 plantas para los
tratamientos respectivos (solucion de esporas y agua destilada estéril), de las cuales, a los
21 dias, 4 plantas fueron infestadas con neonatos de S. frugiperda mientras que las otras
4 no fueron infestadas. Esto se realizo por triplicado. Todas las plantas se cubrieron con
bolsas microperforadas de plastico. Siete dias después, se volvieron a medir las variables:
didmetro del tallo y longitud total de la planta. Las plantas fueron retiradas de las macetas
conicas y lavadas con agua corriente para eliminar el sustrato de las plantas. Luego se
determind el peso seco. El peso seco se determino colocando las plantas en un horno a 80

°C hasta obtener un valor constante.

6.5. Evaluacion sistematica de la eficacia de al menos un endéfito candidato contra
S. frugiperda

Para los ensayos se utilizaron plantulas de maiz B73 enteras, colocadas en jaulas

preparadas con bolsas microperforadas de plastico, bajo condiciones de invernadero (25°C
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+ 3 °C, fotoperiodo 10 luz: 8 oscuridad). Las plantas de 21 dias se infestaron con 5
neonatos. La supervivencia de las larvas se monitored diariamente durante 7 dias. Los
datos que se colectaron por repeticion fueron el tamafio de la capsula cefalica (a través de

uso del software ImageJ); peso seco del cuerpo de las larvas; y la supervivencia.

Figura 6. Larvas de S. frugiperda en plantas de maiz cubiertas con una bolsa de plastico microperforada.
6.6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron en el programa JMP® Pro, Version 11.2.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, 1989-2013) con el que se realiz6 una prueba de t de Student y
ANOVA de dos vias para comparar las tasas de colonizacion endofitica. Las tasas
obtenidas se transformaron con la funcion Arcoseno, previo a su analisis. Para el analisis
de los bioensayos en plantas de 21 dias se realiz6 una prueba de t de Student. A su vez,
los bioensayos de 28 dias se analizaron a través de prueba de t de Student y ANOVA de
dos vias. Los resultados se expresaron como media = SEM. Se tom6 P < 0.05 como
estadisticamente significativo. Para las mediciones de las larvas de llevo a cabo una prueba

de Kruscall-Wallis y prueba de Z.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento e identificacién de enddfitos de origen natural presentes en semillas

de teocintle de Balsas (Zea mays ssp. parviglumis)

En la tabla 4 se muestra la identificacion molecular de los hongos endéfitos aislados de
semillas de teocintle de Balsas (Los Naranjos de Abajo, Jalisco, México y Las Raices,
Jalisco, México). Las regiones amplificadas ITS1/ITS4 se secuenciaron, revisaron
manualmente y analizaron utilizando la herramienta Blast para la identificacion. Como el
porcentaje de identidad se encontrd entre 95-100%, las cepas se clasificaron a nivel de

género y especie, partiendo de la informacion mostrada en la base de datos del NCBI.

Tabla 4. Identificacion molecular basada en secuencias ITS1/ITS4 de los hongos enddfitos aislados de
semillas de Z. mays ssp. parviglumis de las regiones de Los Naranjos de Abajo (Designacién LN) y Las
Raices, Jalisco (Designacion LR).

Cadigo del Porcentaje de
aislado Parientes mas cercanos en NCBI Cobertura Valor E identidad% Clasificacion
Aspergillus
UANLI-LN  MT597427.1  Aspergillus fumigatus cepa MEBP0074 100% 0 100% fumigatus
Daldinia
UANL2-LN  KY610388.1  Daldinia theissenii cepa CBS:113044 100% 0 100% theissenii
Chaetomium
UANL3-LN ~ ON989647.1  Chaetomium globosum cepa RBG 7293 100% 0 100% globosum
Chaetomium
UANL4-LN  ON989647.1  Chaetomium globosum cepa RBG 7294 100% 0 100% globosum
Chaetomium
UANL5-LN  KP055593.1 Chaetomium madrasense cepa KNU14-9 100% 0 100% madrasense
Rhizopus
UANL6-LR ~ MT603963.1  Rhizapus arrhizus cepa CMRC 584 100% 0 100% arrhiziis
Aspergillus
UANL7-LR ~ OR077592.1 Aspergillus fumigatus cepa CTTH-Fungus3 100% 0 100% fumigatus
Penicillium
UANLS-LR ~ MT601879.1  Penicillium ochrochloron cepa FG27 100% 0 100% ochrochloron
Aspergillus
UANL9-LR  0P991939.1 Aspergillus fumigatus cepa nsm37 100% 0 100% fumigatus

De las semillas de teocintles de Los Naranjos de Abajo, Jalisco se aislaron 4 taxones
fangicos, agrupados en 3 géneros diferentes: Aspergillus, Daldinia y Chaetomium (Figura
7).
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Figura 7. Morfologia macroscopica (a la izquierda) y microscépica (a la derecha) de los hongos endéfitos
aislados de las semillas de teocintle de Los Naranjos de Abajo. A) UANL1 Aspergillus fumigatus, b)
UANL2 Daldinia theissenii, ¢) UANL3 Chaetomium globosum, d) UANL4 Chaetomium globossum, e)
UANLS5 Chaetomium madrasense.

29



De las semillas de teocintle de Las Raices, Jalisco se aislaron 3 taxones fungicos,
agrupados en 3 géneros diferentes: Rhizopus, Penicillum y Aspergillus, coincidiendo este
ultimo aislado en semillas de ambas localidades (Figura 8).

Figura 8. Morfologia macroscdpica (a la izquierda) y microscopica (a la derecha) de los hongos aislados de
las semillas de teocintle de Las Raices. a) UANL6 Rhizopus arrhizus, b) UANL7 Aspergillus fumigatus, c)
UANLS8 Penicillum ochrochloron y ¢) UANL9 Aspergillus fumigatus
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La tabla 5 describe las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los cultivos puros

después de una semana de incubacion en agar PDA.

Tabla 5. Descripciones morfoldgicas macroscopicas y microscépicas en agar PDA de las cepas aisladas de

las semillas de teocintle de las regiones geograficas de Los Naranjos de Abajo y Las Raices, Jalisco.

Caracteristicas Caracteristicas
Cepa Clasificacion macroscopicas microscopicas
Cabezas conidiales
Micelio de coloraciéon  colummnares v radiadas,
verde claro por el frente v  conididforos cortos de pared
blanco cremoso en el lisa que forman una sola fila
reverso, de consistencia de fialides uniseriadas.
UANLI1- polvosa y de crecimiento Presenta conidios ovoides e
LN Aspergillus fumigarus radial. hifas septadas.
Micelio de coloracion
negro por el frente y gris en  Peritecios Inmersos en
el reverso, de comnsistencia estomas globosos, de hifas
UANL2- dura Yy crecimiento  septadas Yy condioforos
LN Daldinia theissenii disperso. ramificados.
Micelio de coloracion
amarilla por el frente vy
rosacea en el reverso, de
consistencia afelpada v
crecimiento disperso.
UANL3- Presenta gotas de exudados  Sistema  hifal con  hifas
LN Chaeromium globosum de color amarillo. cenociticas.
Micelio de coloracion
blanco rosaceo por el frente
v rosa claro en el reverso,
UANL4- de consistencia afelpada vy Sistema  hifal con  hifas
LN Chaeromium globosum crecimiento disperso. cenociticas.
Micelio de coloracion
rosado por el frente v de
color blanco cremoso en la
parte mas joven, rosa claro
UANLS5- Chaetomium por el reverso, consistencia Sistema  hifal con  hifas
LN madrasense dura y crecimiento radial. cenociticas.
Micelio de coloracion
blanco v puntos dispersos Presencia de estolones v
oscuros, gris en el reverso, rizoides, esporangioforo que
de consistencia algodonosa  contiene esporangiosporas.
UANLG6-LR  Rhizopus arrhizus y crecimiento uniforme. Presenta hifas cenociticas.
Micelio de coloracion  Cabezas conidiales
blanco por el frente y porel  columnares v radiadas,
derecho. Conforme  conididéforos cortos de pared
envejece se torna verde lisa que forman una sola fila
claro, de consistencia de fialides uniseriadas.
algodonosa y crecimiento  Conidios ovoides e hifas
UANL7-LR  Aspergillus fumigatus radial. septadas.
Micelio de coloracion
blanco por el frente y porel  Hifas septadas, conidioforos
derecho. Surgimiento de  que poseen ramas secundarias
colonias verdes, de las cuales surgen cadenas
Penicillizm consistencia aterciopelada de esporas o conidios con
UANLS-LR ochrochloron y crecimiento radial. forma de penacho.
Cabezas conidiales
Micelio de coloracion  columnares v radiadas,
verde oscuro por el frentey  conididéforos cortos de pared
de color blanco en el lisa que forman una sola fila
reverso, de apariencia  de fidlides uniseriadas.
UANLO9- polvosa ¥y crecimiento  Conidios ovoides e hifas
LR Aspercillus fumicarus  radial. septadas.
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7.2. Desarrollo de un método de inoculacion para el establecimiento de hongos

endofitos candidatos en la variedad comercial de maiz B73

7.2.1. Porcentaje del establecimiento del enddfito

Se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.001). Las hojas, tallos

y raices de las plantas inoculadas con UANL3 C. globosum indicaron la presencia

significativa del hongo endoéfito candidato con respecto a las plantas control (Hojas

P=0.003, Tallos P=0.001 y Raices P=0.001). Existié evidencia de recuperacion de un

hongo endoéfito de caracteristicas tipicas al género Chaetomium en los tejidos vegetales

(hojas, tallos y raices) de los controles negativos. La presencia de esta cepa nativa similar

a Chaetomium sp. en las plantas control se verifico por microscopia (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de establecimiento del endofito. A) Comparacién entre los tratamientos (t de Student
a < 0.05) y B) Comparacion a nivel de tejido (ANOVA de dos vias, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001,
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Figura 10. Presencia de UANL3 C. globosum en plantas de 14 dias de crecimiento en a) hojas, b) tallos y

c) raices en agar V8.

32



Figura 11. Cepa UANLS3 C. globosum recuperada de plantas de 14 dias de crecimiento y cultivada en agar
V8 al microscopio 40X. a) Ascomata caracteristica de C. globosum y b) ascosporas planas en forma de

limon junto a hifas filamentosas e irregulares.

7.2.2. Efecto de UANL3 C. globosum en la germinacion de Z. mays B73

Los efectos del tratamiento con la cepa UANL3 C. globosum en el porcentaje de la
germinacion no indicaron diferencia significativa en comparacién con las plantas no
tratadas. Sin embargo, se muestra una tendencia en la media en que el uso de C. globosum

tiene un efecto positivo sobre el porcentaje de germinacion (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de germinacion de Zea mays cv. B73 tratadas con el control y con UANL3 C.

globosum 7 dias después de la inoculacion (t de Student a < 0.05).
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7.3. Evaluacién los efectos de al menos un endéfito candidato sin y con S. frugiperda

en el crecimiento de plantas de maiz B73

7.3.1. Evaluacion del efecto de UANL3 C. globosum en plantulas de maiz de 21 dias
de crecimiento previa a la infestacion

El anélisis estadistico indicé que existe diferencia significativa entre el tratamiento con
UANL 3 C. globosum en comparacion con el control en la longitud total de las plantas
(P=0.02). El diametro del tallo no mostro diferencias significativas (Figura 13).
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Figura 13. A) Longitud total de la planta y B) Didmetro del tallo a los 21 dias de crecimiento de las plantas
tratadas con el control (CC) y con UANL3 C. globosum (UANLS3) (t de Student o < 0.05).

7.3.2. Evaluacion del efecto de UANL3 C. globosum en plantulas de Z. mays B73 de
28 dias de crecimiento con y sin S. frugiperda

A los 28 dias de crecimiento, el tratamiento con la cepa UANL3 C. globosum (UANLS3)
aumento la longitud total de las plantas (P=0.04), en comparacion con las plantas no
tratadas (CC) (Figura 14 A). Ademas, se reporto diferencia significativa entre las plantas

UANLS3 sin infestar en comparacion con las testigos sin infestar (Figura 14 B).
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Figura 14. A) Longitud total de la planta a los 28 dias de crecimiento a nivel de tratamiento (t de Student o
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Figura 15. A) Diametro del tallo a los 28 dias de crecimiento a nivel de tratamiento (t de Student o < 0.05)
y B) Siny con S. frugiperda. (ANOVA de dos vias, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0.001).CC:

Control negativo, UANL3: plantas tratadas con UANL3 C. globosum, -: con cogollero, +: sin cogollero.

Las plantas inoculadas con la cepa UANL3 C. globosum, con larvas de S. frugiperda no
aumentaron ni disminuyeron la longitud total de la planta o el didmetro del tallo, en

comparacion con las plantas no tratadas con larvas de S. frugiperda ( Figura 14B y 15B).
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Segun los resultados obtenidos del peso seco, el analisis estadistico indicd que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos con UANL3 C. globosum y las plantas

control en ausencia o presencia de S. frugiperda (Figura 16, 17 y 18).
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Figura 16. A) Peso seco de la parte aérea de la planta a nivel de tratamiento (t de Student 0. < 0.05), B) Peso
seco de la parte aérea a nivel de FAW (t de Student a < 0.05) y C) sin y con S.frugiperda contra los
tratamientos a los 28 dias de crecimiento (ANOVA de dos vias, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, ****
P <0.001).
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Figura 17. A) Peso seco de la parte subterrénea de la planta a nivel de tratamiento (t de Student a < 0.05),
B) Peso seco de la parte subterranea a nivel de FAW (t de Student a < 0.05) y C) sin y con S.frugiperda
contra los tratamientos a los 28 dias de crecimiento (ANOVA de dos vias, * P <0.05, ** P <0.01, *** P

<0.001, **** P <0.001).

36



4wy 450
(A) 400 (B) (C)
380
® o 380 oo 400
£ £ £
> 360 = =
g £ 30 u £ 350
o 340 o =
2 3 340 2
jJ) () (]
a a a 300
320 320
3 250
0 cc UANL3 e 2 ) ) (+) ) +)
Tmt FAW cc UANL3
Tmt / FAW

Figura 18. A) Peso total de la planta a nivel de tratamiento (t de Student o < 0.05), B) Peso total a nivel de
FAW (t de Student 0. < 0.05) y C) sin y con S.frugiperda contra los tratamientos a los 28 dias de crecimiento
(ANOVA de dos vias, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0.001).

7.4 . Evaluacion del efecto de UANL3 C. globosum contra S. frugiperda

Se colocaron cinco neonatos de S. frugiperda en plantas de maiz B73 (las tratadas con C.
globosum y las no tratadas). Estas se recuperaron siete dias después de la infestacion y se
pesaron. No se reportd diferencia significativa entre los pesos secos corporales de las
larvas en comparacion con las larvas que se alimentaron de las plantas no tratadas.

Tampoco se observaron diferencias significativas en la supervivencia (Figura 19).
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Figura 19. A) Peso seco del cuerpo de las larvas recuperadas a los 7 dias despues de la infestacién. Y B)

Supervivencia (Kruskall-Wallis o < 0.05).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre los anchos de las capsulas
cefalicas de las larvas de las plantas tratadas y las no tratadas (Figura 20). Asi mismo,

tampoco se observo diferencia entre la supervivencia de ambos grupos.
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Figura 20. a) Ancho de capsula cefalica de las larvas y b) supervivencia de las larvas. CCFAW: Controles
negativos infestados con S. frugiperda, UANL3FAW: plantas tratadas con UANL3 C. globosum infestadas
con S. frugiperda. (P(Z<=z) one-tail 0.4).
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8. DISCUSION

En el presente estudio se aislaron e identificaron hongos endéfitos de semillas de teocintle
(Zea mays ssp. parviglumis) provenientes de dos localizaciones geograficas de Jalisco
cercanas a la cuenca de Balsas. Abdelaziz et al. (2022) identificaron a Aspergillus
fumigatus como endofito del maiz (Zea mays mays), mientras que Erfandoust et al. (2020)
y Khan et al. (2011) resaltaron sus funciones endofiticas, vinculandolas con la mejora del
crecimiento de plantulas de maiz, la biomasa de la planta y los atributos de rendimiento.
Esto se le atribuyd a la produccion de IAA, flavonoides y giberelinas. En nuestros
informes, Aspergillus fumigatus fue consistentemente aislado e identificado en semillas

de teocintle como endo6fito en ambas localidades.

Chutulo y Chalannavar et al. (2020) han informado que Daldinia eschscholtzii actia como
endofito en Psidium guajava. Liarzi et al. (2016) indican que algunas especies de Daldinia
pueden producir compuestos organicos volatiles con propiedades nematicidas en huevos
y etapas tempranas de Meloidogyne javanica. Esto aumenta el interés por el potencial
biotecnoldgico del aislado obtenido en este trabajo de Daldinia thesennii de las semillas

de Los Naranjos, Jalisco.

Se aislaron dos especies diferentes de Chaetomium de las semillas de Los Naranjos,
Jalisco (C. globosum y C. madrasense). C. madrasense ha sido reportado como endofito
del maiz por Lebody et al. (2021) mientras que C. globosum ha sido reportado como
endofito facultativo del algodon por Ek ramos et al. (2013) y del maiz por Elshahwy y
Khattab (2022). Zhou et al. (2016) han destacado que TAMU 520 Chaetomium globosum
afecta la fecundidad de hembras adultas de Spodotera exigua (Hiibner) y causa el
desarrollo temprano de las larvas. Ademas, Elshahawy y Khattab (2022) confirmaron que
el alto antagonismo del aislado endofito C. globosum Chg-1 logr6 controlar la marchitez

tardia del maiz.

En 2021, Degani et al reportaron Rhizopus arrizus (también designado como R. oryzae)
como endoéfito del maiz. En este estudio se realizaron pruebas de antagonismo y se probd
que la cepa era capaz de crecer sobre la superficie de la colonia de Monographella maydis
y cubrir su superficie por completo en 6-7 dias, sin embargo, su uso para contrarrestar la

marchitez tardia en el maiz se descartd por su potencial para causar riesgo humano. En
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contraste, ha sido reportado por Londofio et al. (2017) como seguro en su uso para la
produccion de algunos alimentos tradicionales orientales y es considerado como un buen
productor de 4cido lactico. Seglin nuestros datos, el teocintle mexicano, ancestro directo
del maiz, contuvo esta especie como endoéfito de las semillas. Para determinar si esta cepa
y todas las aqui reportadas causan algln riesgo en el ser humano, se realizaran bioensayos

en el futuro con el fin de evaluar la bioseguridad de tales agentes biologicos.

Penicillium ochrocloron ha sido reportado como endofito de Lonicera japonica por Liu et
al. (2023), quienes evaluaron su citotoxicidad contra diversas lineas celulares in vitro, y
del que se descubri6 un nuevo compuesto el cual posey6 una citotoxicidad considerable
contra las lineas celulares MCF-7 y THP-1. En este estudio se aislo P. ochrocloron como
endofito del teocintle y su potencial abre puertas para explorar su potencial biotecnologico

y las posibles aportaciones en una agricultura sustentable.

Segtin nuestros resultados, la cepa UANL3 C.globosum puede ser introducida como
enddfita dentro del maiz utilizando un tratamiento de semillas con una ratio de
colonizacion optima en las plantas tratadas. En base a esto Altaf et al. (2023) informaron
acerca de la colonizacién endofitica de los hongos entomopatdgenos B. bassiana y M.
anisopliae a través de métodos de tratamiento de semillas en plantas de maiz, de tal
manera que la tasa de colonizacion resultd en 72-80% y 50-60% respectivamente, 14 dias
después de la inoculacion. Por otro lado, Kuzhuppillymyal et al. (2021) reportaron que la
colonizacién endofitica de B. bassiana en plantas de maiz después de la inoculacion de
semillas fue exitosa en hojas, tallos y raices. Los resultados mostraron colonizacién de
raices en todos los tratamientos, seguidos de una colonizacion de tallos y hojas que
oscilaba entre 100% y 25%. En 2017, Sword et al informaron que la colonizacion
endofitica de Phialemomium inflatum en plantas del algodén después de la inoculacion de
semillas fue la siguiente: 50-80%, 0-62.5% y 0-10%, en hojas, tallos y raices
respectivamente. En cambio, Zhou et al. (2015) demostraron que la colonizacién
endofitica en plantas de algodon de la cepa TAMU 520 C. globosum oscil6 en 60% tanto
en tejidos aéreos (hojas y tallos) como subterrdneos (raices) después del tratamiento de
las semillas, a las seis semanas. Nuestros hallazgos sefialaron de manera evidente que este

es el caso de UANL3 C. globosum, el cual actia como endéfito facultativo en el maiz,
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con una tasa de colonizacion endofitica del 44.99%, 54.21% y 52.20% en las hojas, tallos
y raices, respectivamente, a los 14 dias después de la inoculacion. Segun Kandel et al.
(2017), la colonizacion puede localizarse a nivel de tejido o sistémicamente en todo el
cuerpo de la planta. Los resultados evidenciaron la colonizaciéon sistémica de los

diferentes tejidos de la planta de maiz después de la inoculacion de las semillas.

El protocolo de esterilizacion de semillas de maiz B73 previo a la inoculacion artificial
resulto lo suficientemente estricto para eliminar los hongos epifitos, pues ni hongos ni
bacterias crecieron después de verter una alicuota del dltimo lavado en la superficie de las
placas de control de los medios utilizados. Asi mismo, el protocolo de esterilizacion de
las plantas previo a la prueba de colonizacion del endéfito se reporté como eficiente, de
acuerdo con los parametros anteriores. La aparicion de una especie nativa de Chaetomium
tanto en hojas, tallos y raices en las plantas de control, identificada morfol6gicamente con
base a sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas son evidencias que sugieren que
Chaetomium sp. es un ejemplar endofito natural de plantas de Zea mays cv. B73. Lebody
et al. (2021) informaron acerca de cinco aislados de hibridos de maiz, entre los cuales se
encontraba Chaetomium madrasense, mientras que Herlinda et al. (2021) reportaron
Chaetomium sp. aislados de tallos de maiz. De acuerdo con Saikkonen (2007) y Bamisile
et al. (2018) se observé que los endofitos fungicos tienen la capacidad de colonizar
diversas especies de plantas, dependiendo de factores bidticos y abidticos dentro de los
limites de su plasticidad fenotipica y genotipica. Asi mismo, algunos endéfitos muestran
efectos mas especificos y solo interactian con un ndmero limitado de plantas y tejidos.
Esto sugiere que la cepa de Chaetomium aislada en nuestro modelo de estudio de las
plantas no tratadas, en baja frecuencia, podria conferir a la planta efectos distintos a los

que se observaron en la cepa UANL3, aislada del ancestro silvestre del maiz.

El porcentaje de germinacion de las semillas en el tratamiento y el control no mostrd
diferencia significativa, de tal manera que ni el hongo ni el control afectaron la
germinacion negativa o positivamente. No obstante, se observé que la media del
tratamiento con UANLS3 era mayor a la del control. Acorde con lo reportado por Tian et
al. (2022), se indicé que Chaetomium globosum ND35 aumentd el porcentaje de

germinacion de semillas de pepino, asi como la longitud de la radicula, mientras que la
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tasa de crecimiento de las semillas exhibié una tasa de crecimiento significativamente
mayor después de las primeras 48 horas en comparacion con el control. El efecto no
significativo demostrado por UANL3 podria explicarse por el estrés que genera la

colonizacién endofitica en la semilla, o a la aparicion tardia de metabolitos secundarios.

Segun nuestros resultados, el tratamiento con UANL 3 C. globosum aument6 la longitud
total de la planta, mientras que el diametro del tallo no mostro diferencia significativa
entre las plantas tratadas y las no tratadas a los 21 dias de crecimiento. Acorde a esto,
Tarafdar y Gharu (2006) describieron que la aplicacion de C. globosum como tratamiento
del suelo mejoro el crecimiento de las plantas de cultivos de trigo y mijo, con efectos
positivos atribuidos a la produccion de fosfatasas y fitasas por parte del hongo. Vilich et
al. (1998) también demostraron la mejora en el crecimiento de cultivos de cebada cuando
se aplico C. globosum y C. funicola en tratamiento de semillas. Tian et al. (2022), a su
vez, demostraron que C. globosum puede promover la altura de las plantas de pepino.
Segln Schardl et al. (2004), la proliferacion de los enddfitos esta estrictamente
sincronizado con el crecimiento de las plantas; a su vez, los endéfitos de las gramineas
afectan las relaciones hidricas de las plantas, la adquisicion de nutrientes, y la asignacion
y asimilacion fotosintética. Dominguez et al. (2022) especularon, basandose en sus
resultados obtenidos a partir de hongos endoéfitos aislados de Zea mays ssp. mexicana e
inoculados en semillas de maiz, que la colonizacién de las semillas por estos hongos
comienza en el primordio radicular, transformando compuestos orgdnicos como
aminodcidos vegetales en fitohormonas que favorecen el crecimiento 6ptimo de la planta.
Nuestros estudios, en conjunto con estos informes previamente publicados, sugieren que
la produccion de fitohormonas mediada por las interacciones endofito-planta desempenan
un papel crucial al promover el crecimiento positivo de las plantas, a través del aumento

de la asimilacidn fotosintética, reflejado en la longitud total de las hojas.

Los efectos positivos en la longitud total de la planta se conservaron a los 28 dias de
crecimiento, tanto en las plantas tratadas con el endofito como en las no tratadas. Este
hallazgo sugiere que el hongo contintia estimulando el crecimiento de la planta incluso
siete dias después de la primera medicion, respaldando la nocion de que el endofito ejerce

efectos a largo plazo en el desarrollo vegetal a través de una colonizacion sistémica. Hu
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et al. (2023) probaron la colonizacion fingica de especies de Metarhizium en raices y
rizosfera de Cannabis sativa L., constatando la colonizacion de todas las especies
probadas a los 10, 20 y 20 dias. Ademas observaron un efecto positivo en la longitud de
los brotes de canamo, el peso del tallo y el peso de las raices durante la colonizacion de
las raices por Metarhizium. Bamisile et al. (2019) evaluaron la colonizacién de B.
bassiana a las 4, 8 y 12 semanas post inoculacion foliar de plantas de citricos. Los
resultados sugirieron que UANL3 C. globosum tiene potencial de moverse a través de los
tejidos vasculares interconectados, colonizando asi sistémicamente toda la planta. En base
a esto, se espera que de realizar la evaluacion endofitica, la presencia del hongo se

mostraria, aunado a sus efectos.

Al exponer tanto a las plantas tratadas con el endofito como a las no tratadas a la
infestacion por neonatos de S. frugiperda, no se observo un aumento o una disminucion
en la longitud total de la planta. Con base en esto, se ha buscado explicar el efecto en las
plantas y el consumo de insectos al alimentarse de plantas inoculadas. Vianna ef al. (2018)
concluyo6 que las larvas de H. gelotopoeon se alimentaban preferentemente de hojas de
tabaco inoculadas con B. bassiana en lugar de hojas de tabaco no inoculadas en ensayos
de eleccion, y Lopez y Sword (2015) propusieron que la producciéon de metabolitos
secundarios con propiedades antiherviboras, cambios en el perfil de fitoesterol de las
plantas, la produccion de superdxidos o la respuesta sistémica indirecta podrian ser los
motivos del cambio de comportamiento en los insectos. Autores como Fornoni (2010) y
Belsky et al. (1993) han propuesto que el rebrote posterior al dafio es una respuesta
generalizada de las plantas a diversos tipos de dafio tisular. INECOL (2021) indic6 que las
plantas tolerantes a la herbivoria son capaces de crecer rapido y de reutilizar los productos
de la fotosintesis, permitiendo que los herbivoros consuman hojas relativamente pobres
en nutrientes. Asi, las plantas compensan la perdida de tejido por el consumo de los
herbivoros produciendo nuevos tejidos. Frew et al. (2021) indicaron que los hongos
micorricicos pueden incluir una menor asignacion de defensas activas y una mayor
inversion para mejorar el recrecimiento y la tolerancia a la herbivoria. Epichloé puede
aumentar la resistencia de las plantas a herbivoros y patdgenos, asi como mejorar el
rendimiento de las plantas bajo estrés abiodtico (Clay y Schardl 2002; Malinowski y

Belesky (2019). Alternativamente, los endofitos pueden reducir la tolerancia de las plantas
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a la herbivoria al reducir el recrecimiento después de la defoliacion (Qin et al. 2016 ),
particularmente si las plantas tienen menos carbono para el recrecimiento debido a la
asignacion a la simbiosis. Por otro lado, Partida-Martinez y Heil. (2011) y Gundel et al.
(2020) indicaron que no se ha podido resolver si los hongos endofitos que confieren
resistencia ante los herbivoros limitan o mejoran la capacidad de las plantas hospedantes
para volver a crecer después del dafo, pues actualmente existen pocos experimentos que
los sustenten. Adicionalmente, sugerimos que la medicion del area total también es un
pardmetro certero para evaluar el impacto en la planta ante la herbivoria, como la
alimentacion de las larvas. En linea con investigaciones previas, Russo et a/ en 2019,
cuantificaron el 4rea total consumida (mm?) e identificaron diferencias significativas en
el area foliar consumida entre las plantas inoculadas de maiz por B. bassiana y las no
inoculadas en ensayos de eleccion. Este descubrimiento refuerza la contribucion positiva
de la colonizacion endofitica en la capacidad de respuesta de la planta ante el dafo

ocasionado por las larvas.

El peso seco de las plantas con ambos tratamientos en ausencia o presencia de gusano
cogollero no mostraron diferencia significativa. A diferencia de nuestros resultados, Tian
et al. (2022) informd que el tratamiento de semillas con C. globosum increment6 el peso

fresco y seco de plantulas de pepino de 15 dias.

Segun nuestros resultados, el peso seco de los individuos alimentados con plantas tratadas
con el endofito no mostro diferencia significativa con aquellos alimentados con plantas de
control. Tampoco se observd diferencia en las capsulas cefalicas. Zhou et al. (2016)
informaron que, a diferencia de nuestros resultados, larvas de S. exigua al ser alimentadas
con plantas de algodon tratadas con la cepa TAMU 520 C. globosum, presentaron capsulas
de cabeza mas pequefias, mientras que el peso de las larvas no difiri6 de los controles. El
tamafio umbral en el que se producira la muda es determinado por el umbral critico del
ancho de la capsula cefélica y el tamafo corporal al comienzo de cada etapa de desarrollo.
Estos mecanismos que regulan el desarrollo y el tamafo corporal son bien conocidos en

los insectos (Nijhout y Callier 2015).
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9. CONCLUSION

El teocintle de Balsas hospeda hongos endéfitos con potencial biotecnoldgico que
otorgan caracteristicas que mejoran el crecimiento de las plantas de maiz B73,

La cepa UANLS3 puede establecerse como endoéfito a través de la inoculacion de
semillas.

La cepa UANL3 promueve el crecimiento de la planta a los 21 y 28 dias de
crecimiento.

La cepa UANL3, en comparacion con el testigo, no aumento ni disminuyo la
longitud total de la planta ni el peso seco en presencia de S. frugiperda, lo cual
podria ser indicativo de tolerancia a la hebivoria.

El desarrollo (ancho de la capsula cefalica), crecimiento (peso fresco y seco de la
larva), y la supervivencia de las larvas de S. frugiperda no mostraron diferencia
significativa entre las plantas tratadas y las no tratadas, por lo que se descarta que

la cepa UANL3 mejora la resistencia a esta especie en maiz B73.
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10. PERSPECTIVAS

Emplear concentraciones diferentes del hongo y evaluar sus efectos en las plantas
de maiz.

Dar seguimiento a las larvas colectadas de las plantas y evaluar los cambios en
estadio de pupa y adulto.

Medir el area foliar de las plantas alimentadas por S. frugiperda.
Realizar bioensayos de eleccion.

Ampliar los estudios en base a la evaluacion del rebrote después del dafio por S.
frugiperda.

Identificar molecularmente la cepa aislada de Chaetomium sp. de Zea mays cv. 73.
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