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Resumen

Las enfermedades en cultivos agricolas causadas por hongos fitopatdbgenos
provocan pérdidas econdmicas, el principal método de control es el uso de fungicidas
impactando de manera negativa en la salud humana y medio ambiente. Una alternativa
de biocontrol es el uso de microorganismos endoéfitos de las plantas que sintetizan
sustancias biolégicamente activas con diferentes propiedades. El objetivo de este trabajo
fue caracterizar hongos enddfitos de raices de Ceratozamia mirandae con potencial de
biofertilizantes. Los hongos fueron identificados molecularmente, caracterizados
bioquimicamente y evaluados en cuanto a su efectividad biolégica de micoparasitismo
y/lo antagonismo contra Colletotrichum Kkarstii, Neopestalotiopsis sp. y Fusarium
oxysporum (FoC), promocion de crecimiento en Arabidopsis thaliana y S. lycopersicum e
induccion de proteccion sistémica contra Botrytis cinerea. Se identificaron 14 cepas de
hongos endofitos pertenecientes a seis géneros; Fusarium, Pestalotiopsis, Trichoderma,
Umbelopsis, Nectria y Podospora. De las cuales Fusarium proliferatum (JS311) y F.
oxysporum (JS239) presentaron antagonismo contra los patégenos evaluados C. karstii,
Neopestalotiopsis sp. y FoC. Ocho cepas produjeron &cido indol-3-acético (AIA) y
promovieron el crecimiento de A. thaliana y jitomate, de las cuales F. oxysporum (JS439)
y F. solani (JS240, JS256 y JS4101) produjeron sideroforos y fijaron nitrdgeno. Todos los
hongos endofitos indujeron resistencia sistémica contra B. cinerea en jitomate, no
obstante, Nectria sp. (JS285) indujo la mayor resistencia sistémica con un valor de
severidad mas bajo (2.89 %), siendo estadisticamente igual al tratamiento control (agua;
T1) con 0.07%. Los hongos enddfitos de C. mirandae del género Fusarium son
microorganismos promisorios biofertilizantes como promotores de crecimiento vegetal y

biocontroladores de patdgenos, este es el primer reporte en México de cepas no
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patogénicas del género Fusarium, es por ello que la exploracién y el aislamiento de
endofitos de plantas silvestres de areas naturales protegidas y conservadas son un

reservorio importante de cepas nativas.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, Botrytis cinerea, Fusarium, Solanum lycopersicum.



Abstract

Diseases in agricultural crops caused by phytopathogenic fungi cause economic
losses, the main control method is the use of fungicides, negatively impacting human
health and environment. An alternative biocontrol is the use of endophytic microorganisms
of plants that synthesize biologically active substances with different properties. The aim
of this study was to characterize endophytic fungi of Ceratozamia mirandae roots with
biofertilizer potential. The fungi were molecularly identified, biochemically characterized
and evaluated for their biological effectiveness of mycoparasitism and/or antagonism
against Colletotrichum karstii, Neopestalotiopsis sp. and Fusarium oxysporum (FoC),
growth promotion in Arabidopsis thaliana and Solanum lycopersicum, and induction of
systemic protection against Botrytis cinerea. Fourteen strains of endophytic fungi
belonging to six genera were identified; Fusarium, Pestalotiopsis, Trichoderma,
Umbelopsis, Nectria and Podospora. Of which Fusarium proliferatum (JS311) and F.
oxysporum (JS239) presented antagonism against the evaluated pathogens C. karstii,
Neopestalotiopsis sp. and FoC. Eight strains produced indole-3-acetic acid (IAA) and
promoted the growth of A. thaliana and tomato, of which F. oxysporum (JS439) and F.
solani (JS240, JS256 and JS4101) produced siderophores and fixed nitrogen. All
endophytic fungi induced systemic resistance against B. cinerea in tomato, however,
Nectria sp. (JS285) induced the highest systemic resistance with a lower severity value
(2.89%), being statistically equal to the control treatment (water) with 0.07%. Endophytic
fungi of C. mirandae of the genus Fusarium are promising microorganisms as
biofertilizers, plant growth promoters and pathogen biocontrolers. This is the first report in

Mexico of non-pathogenic strains of the genus Fusarium. For this reason, the exploration
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and isolation of endophytes from wild plants in protected and conserved natural areas are

an important reservoir of native strains.

Key words: Arabidopsis thaliana, Botrytis cinerea, Fusarium, Solanum lycopersicum.

11



Introduccién

Las enfermedades de las plantas causadas por microorganismos fitopatégenos
como bacterias y hongos son una de las limitantes que reducen el rendimiento y calidad
de los cultivos agricolas (Aliye et al., 2008; Pérez y Chamorro, 2013). El principal método
de control utilizado es el uso de productos quimicos, sin embargo, el uso excesivo de
éstos ha generado impactos perjudiciales tales como la resistencia a diferentes grupos
de fungicidas, toxicidad para el hombre y los animales, contaminacion ambiental (suelo,
aire y agua), pérdida de biodiversidad y destruccion de la fauna benéfica de los suelos

(Crowder y Jabbour, 2014).

Los biofertilizantes son una alternativa de solucion a estas limitantes, particularmente, el
uso de microorganismos endofitos asociados a especies vegetales, estos viven dentro
de diferentes tejidos de las plantas durante parte o la totalidad de su ciclo de vida y les
proporcionan a sus hospederos una amplia gama de propiedades bioldgicas (Le Cocq et
al., 2017), se ha reportado que sintetizan sustancias biolégicamente activas con multiples
usos farmacolégicos (Strobel y Daisy, 2003) y que establecen una interaccion positiva
para la planta (mutualistas), incrementando su tolerancia frente a factores bioticos y
abidticos (Rodriguez et al., 2009). Los endofitos también pueden inducir mecanismos de
defensa sistémica en la planta o producir metabolitos secundarios antifUngicos y/o
antibioticos que inhiben el crecimiento de patégenos (Schultz et al., 1999). También
pueden parasitar a otros microorganismos o competir por el espacio y nutrientes de la

planta (Samuels et al., 2000).
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Recientes estudios han reportado la aplicacion potencial del uso de endéfitos como
biofertilizantes en la agricultura, especies del género Trichoderma han sido ampliamente
usados como agentes de control biolégico, por su capacidad de inducir resistencia a las
plantas contra patdégenos (Wang et al., 2021), ademas de que pueden incrementar la

productividad de cultivos agricolas de importancia econdmica (Proveda et al., 2019).

En 2021, Espinosa et al., identificaron en Cedrela odorata 62 cepas bacterianas endofitas
pertenecientes al género Bacillus colectadas en los municipios de Huehuetan, Motozintla
biocontrol de hongos fitopatégenos, la produccion de acido indolacético (AlA), la
solubilizacion de fosfato, ademas el 21% de las cepas inhibié el crecimiento de los
patdogenos Alternaria solani y Fusarium sp. y el 13% de Phytophthora capsici. En
ejemplares de Dioon merolae de Oaxaca, México, Cruz et al. (2017) aislaron bacterias
de los géneros Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas al exterior de la raiz coraloide y
como endofitos Tolypothrix y Nostoc, ambas pertenecientes a la clase de las
Cianobacterias. Por su parte Pérez (2008), menciona que Ceratozamia mirandae especie
endémica de Chiapas, en asociacidbn con cianobacterias puede fijar el nitrogeno

atmosférico a través de sus raices coraloides.

La utilizacion de cepas nativas de microorganismos para la elaboracion de biofertilizantes
puede presentar mayores posibilidades de efectividad en el campo, por estar adaptados
a las condiciones del suelo de cada region (Armenta et al., 2010). En este sentido, el
objetivo de este trabajo fue el aislamiento, identificacion y caracterizacion de

microorganismos endofitos de Ceratozamia mirandae, especie endémica y nativa de
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Chiapas, para evaluar su efectividad biolégica como antagonista de patégenos, potencial
de biofertilizante en la promocién del crecimiento e induccion del sistema de defensa de

las plantulas Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum.
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Objetivos

General

Caracterizar microorganismos endéfitos asociados a raices de Ceratozamia mirandae.

Especificos

1.

Identificar especies de hongos endofitos asociados a raices de Ceratozamia
mirandae.

Valorar el efecto de los hongos endoéfitos sobre micoparasitismo y/o antagonismo
contra Colletotrichum karstii, Neopestalotiopsis sp. y Fusarium oxysporum.
Caracterizar el efecto de los endéfitos sobre la promocion del crecimiento en
Arabidopsis thaliana y S. lycopersicum.

Determinar la resistencia sistémica inducida por los hongos endéfitos contra

Botrytis cinerea en plantas de S. lycopersicum.
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Revision de literatura
Especies forestales

Al ser uno de los organismos mas grandes de la Tierra, los arboles en bosques cubren el
40% de la superficie terrestre. Esto forma una parte importante de la biomasa global y
proporciona un habitat para un gran nimero de especies animales y vegetales con
diferentes niveles de asociacion. Para los humanos, la importancia de los arboles en la
alimentacion, madera y recursos no maderables ha sido historica y ampliamente
identificada. La captura de carbono es otro de los servicios ecosistémicos mas
importantes proporcionados por los arboles (FAO, 2010; Quine et al., 2011; Cazorla y

Mercado, 2016).

El valor econdmico de los arboles y arbustos en los paisajes urbanos se reconoce cada
vez mas desde el cambio de milenio. Proporcionan un habitat para la vida silvestre
urbana, reducen la contaminacion del aire, interceptan la lluvia, dan sombra y reducen la
absorcion de calor por las superficies hechas por el hombre (Mcpherson, 2002; Nowak,
2004; Tyrvainen et al., 2005; Xiao y Binner et al., 2017). Los servicios culturales que
brindan los arboles también son significativos, ya que ofrecen beneficios para la salud

tanto fisica como mental (Rabiey et al., 2019).

Desde el punto de vista ecoldgico, los arboles forestales comparten un habitat con
diversos microbios y mantienen relaciones dinamicas y equilibradas con ellos. Estas
relaciones pueden variar desde una relacion de comensalismo latente, mutualismo hasta
infecciones patogenas (Terhonen et al., 2019). Los microbios endofitos mutualistas

desempeiian funciones importantes y economicamente significativas en la nutricion de
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las plantas, el ciclo de nutrientes, el crecimiento y la salud de muchos de estos se estan
considerando o explotando cada vez mas para el manejo integrado de plagas (MIP)

(Sieber, 2007; Martin y Nehls, 2009; Parent et al., 2009; Porras y Bayman, 2011).

Los metabolitos de los enddfitos de los arboles forestales podrian ser nuevas fuentes de
antimicrobianos naturales para ser utilizados en los campos de la agricultura, la industria
farmacéutica y la silvicultura (Terhonen et al., 2019). Si bien es probable que los endofitos
microbianos sean mas diversos en los bosques tropicales que en los bosques templados,
la mayoria de los estudios hasta la fecha han utilizado técnicas dependientes del cultivo
para caracterizar las comunidades de endofitos entre las especies de plantas (Yien,

2021).

Ceratozamia mirandae

Es una cicada de interés forestal del sotobosque, de tamafio mediano a grande alcanza
los 80 y 90 cm de altura, sus troncos erectos o postrados miden hasta un metro de
longitud con una copa ascendente a extendida de 23 pinnados (Figura 1). Sus hojas son
de 1.5 m de largo y 70 cm de ancho aproximadamente, se han encontrado ejemplares
hasta de 490 afios. Es una especie dioica (compuesto por plantas masculinas y
femeninas), las plantas masculinas forman conos con mas frecuencia que las hembras,
el ciclo del cono femenino dura aproximadamente un afio desde el inicio de la polinizacion
hasta la dehiscencia y producen de 7 a 170 semillas. Sus raices se ramifican por
repetidas dicotomias son caracteristicas de la familia Cycadaceae y reciben el nombre

de coraloides debido a que son cercanas a la superficie a través de las cuales fijan el
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nitrogeno atmosférico en asociacion con cianobacterias (Vovides et al., 2001; Pérez-

Farrera et al. 2006).

Distribucion

C. mirandae se distribuye desde el Pacifico hasta la Sierra Madre de Chiapas, es una
especie endémica de la zona de amortiguamiento “la Reserva de la Biosfera La
Sepultura” en el municipio de Villaflores. Crece en bosques de encino y selva media

perennifolia en rangos altitudinales de 900 a 1,200 msnm (Pérez-Farrera et al. 2008).

Estado de conservacion

De acuerdo a la Lista Roja de la Union para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) el
estado de conservacion mundial de C. mirandae es “en peligro” (Unién Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza, 2003). Actualmente el estado de conservacién nacional
para México se encuentra dentro de la categoria de “en peligro de extincion” (P) por la
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) (DOF, 2010). Los bosques de
pino y encino, que son el habitat principal de las cicadas estan siendo transformados por
técnicas agricolas como la tala y quema por parte de agricultores, lo que esta afectando

a las poblaciones silvestres (Vovides et al. 2001; Pérez-Farrera et al., 2008).

Biofertilizantes

La interpretacion del término biofertilizante es muy amplia, representando desde
microorganismos, abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de plantas. De manera

sintetizada, podemos decir que son productos que contienen microorganismos, que al
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ser inoculados pueden vivir asociados 0 en simbiosis con las plantas y le ayudan a su
nutricion y proteccion (Vessey, 2003). Estos microorganismos se encuentran de forma
natural en el suelo y abarcan diversos grupos; sin embargo, su poblacion es afectada por
el manejo de suelo y uso excesivo de agroquimicos (Caballero et al., 1992; Grageda et

al., 2003).

La produccién de biofertilizantes se centra en paises desarrollados donde es una practica
adoptada. Se fabrican por empresas gubernamentales o privadas e incluyen bacterias de
los géneros Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas y hongos del
género Trichoderma, son inocuos y se requiere de un cuidadoso manejo para no menguar
su efectividad. En muchos paises en desarrollo no hay industrias de biofertilizantes, lo
cual hace aun mas dificil su popularizacion. Ademas, en muchas areas rurales hay una
renuencia basica a usar bacterias y hongos como microorganismos benéficos, en estas
culturas los microbios estan asociados con enfermedades humanas y de animales

(Bashan, 2008).

En México, la produccién actual de biofertilizantes se realiza por pequefias empresas,
instituciones de educacién e investigacién y por el INIFAP, apoyada por el gobierno
federal y/o por gobiernos estatales. A pesar de este desarrollo, la distribucion y aplicacion
a gran escala ha tenido serias dificultades, principalmente por problemas de promocion

y distribucion (Grageda et al., 2012).

Actualmente, existe una gran variedad de biofertilizantes con diversas funciones y

atendiendo al tipo de cultivo. Los biofertilizantes mas difundidos se componen de
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bacterias y hongos (Pooja et al., 2007; All-Taweil et al., 2009). Se clasifican en dos
grupos: el primer grupo incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar
sustancias que promueven el crecimiento de la planta, fijar nitrégeno atmosférico,
solubilizar hierro y fésforo inorganico y mejorar la tolerancia al estrés por sequia,
salinidad, metales toxicos y exceso de pesticidas por parte de la planta; y el segundo
grupo incluye microorganismos que son capaces de disminuir o prevenir los efectos de
deterioro de microorganismos patdégenos (Bashan y Holguin, 1998; Lucy et al., 2004).
Puede haber microorganismos que puedan estar en los dos grupos, que ademas de
promover el crecimiento de la planta, también inhiban los efectos de microorganismos

patogenos (Kloepper et al., 1980).

Bacterias promotoras del crecimiento

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) representan una amplia
variedad de bacterias del suelo, las cuales cuando crecen en asociacion con las plantas
estimulan su crecimiento. Las cinco actividades biolégicas por los cuales las BPCV
pueden mejorar el estado nutricional de las plantas son:

1. Fijacion de Nitrégeno

2. Produccion de reguladores del crecimiento, vitaminas y otras sustancias

3. Disponibilidad de nutrimentos en la rizosfera

4. Incremento en el area superficial de la raiz

5. Control de microorganismos patogénicos (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

La capacidad de producir reguladores de crecimiento esta ampliamente distribuida entre

las bacterias que viven asociadas a las plantas y aproximadamente el 80% son
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productoras de auxinas (Bowen y Rovira, 1999). La auxina mas importante en términos
cuantitativos es el acido3-indol-acético (AlA), la produccion de este regulador incrementa
el sistema radical y se relaciona con la mayor absorcién de nutrimentos (Okon y Kapulnik,

1986).

Hongos enddfitos

A diferencia de los hongos de tipo micorrizas, que colonizan raices y que crecen en la
rizosfera, los hongos enddfitos, por lo general residen y crecen por completo dentro de
los tejidos de las plantas. Diversos estudios han demostrado que los hongos endéfitos
abarcan todos los grupos taxondmicos de las plantas, ya que viven en diferentes
ambientes (Aly et al., 2011). Participan en la induccién de la resistencia a patégenos y a
metales pesados, incrementando tolerancia a factores de estrés biotico y abibtico
(Rodriguez et al., 2009), mejoran la toma de nutrientes y participan en la produccion de
fitohormonas y en la sintesis de compuestos con actividad biol6gica como, antibiéticos y

otros metabolitos secundarios (Tan et al., 2001; Rodriguez et al., 2009; Aly et al., 2011).

Algunas de las funciones que desempefian los hongos endofitos son:
1. Promover el crecimiento de las plantas
a) Produccion de metabolitos secundarios (por ejemplo, fitohormonas).
b) Proporcionar nutrientes al huésped (p. €j., translocacion de fosforo).
2. Competencia con patégenos y herbivoros
a) La utilizacion de sustrato y la colonizacion del nicho compartido pueden
inhibir o restringir la invasion de patégenos nocivos.

b) Produccién de metabolitos antagonistas
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3. Induccion de defensas del huésped (p. ej., resistencia sistémica inducida ISR)

(Terhonen et al., 2019).

El hongo del género Trichoderma es habitante comun en la rizosfera, tiene varios
mecanismos a través de los cuales influye el desarrollo de las plantas tales como la
produccion de reguladores de crecimiento, la solubilizacion y absorcion de P, Cu, Fe, Zn,
y Mn, y capacidad antagénica contra ciertos hongos fitopatdgenos de plantas de interés

agricola (Gravel et al., 2007; Osman et al., 2010).

Respuestas antagonicas de los enddfitos

La deteccion primaria inicial para actividades antagonicas se puede lograr con el método
de confrontacién dual in vitro, en donde en medio de cultivo con agar se coloca de un
lado un explante del endéfito y del lado contrario un explante del patégeno y se monitorea
el crecimiento de ambos. El crecimiento del endofito generalmente es mas lento y, por lo
tanto, puede ser necesario colocarlo unos dias antes del patégeno. El aislamiento del
compuesto activo facilitara las pruebas in vitro para determinar la actividad antagonista.
De acuerdo a los resultados, el efecto de inhibidor de los enddfitos contra el patdgeno

puede evaluarse mediante tres diferentes modos de accion (Terhonen et al., 2019).

Micoparasitismo

El micoparasitismo o hiperparasitismo requiere que ambas especies que interactian

estén en una proximidad cercana donde el hiperparasito usa el contenido de las células
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del patdégeno como fuente de nutrientes, a menudo a través de estructuras especializadas

(por ejemplo, haustorios) (Narayanasamy, 2013).

Un ejemplo del enfoque basado en el hiperparasitismo para controlar un patdgeno vegetal
es el uso de cepas hipovirulentas de Cryphonectria parasitica para controlar el tizon del
castafio. La hipovirulencia del patdégeno del castafio es causada por dsRNA micovirus.
Las cepas portadoras de virus se utilizan para la inoculacion de castafios, donde el virus
puede propagarse en la poblacion de patdgenos a través de anastomosis de hifas, lo que
da como resultado una disminucién de la virulencia del patdgeno y una formacion mas
lenta de cancros. La infeccion viral también provoca una reduccién en la produccion de
esporas asexuales y en la reproduccion sexual de C. parasitica (Milgroom y Cortesi,

2004).

Antagonismo

Los endoéfitos a menudo se enfrentan a los sistemas de defensa del huésped durante el
crecimiento invasivo dentro de los tejidos vegetales. Para crecer de forma asintomatica
en sus huéspedes, los hongos enddfitos deben mantener mdultiples antagonismos
equilibrados, con el huésped y con los otros competidores microbianos (Schulz et al.,
2015). Aunque la mayoria de los hongos patdégenos son capaces de superar la reaccion
de defensa de su huésped, lo que lleva a la enfermedad, los enddfitos, por otro lado,
pueden tolerar la defensa del huésped para infectar y colonizar los tejidos (Schulz et al.,

1999).
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Los endofitos también son capaces de mejorar la tolerancia del huésped hacia los
factores bidticos y abioticos. La presencia de enddfitos en las plantas hospedantes ayuda
a las plantas hospedantes a desarrollar una mejor tolerancia hacia los hongos patégenos
(Arnold et al., 2003) y disuade a los herbivoros de pastar (Jallow et al., 2004; Herre et al.,

2007).

Antibiosis

En muchos casos, los agentes de biocontrol pueden inhibir el crecimiento y desarrollo de
patégenos sin necesidad de un contacto directo, porque los compuestos 0 enzimas
secretados por los agentes de biocontrol pueden tener un fuerte efecto inhibidor sobre el
patégeno objetivo. Este tipo de interaccién se conoce como antibiosis (Narayanasamy,

2013).

Trichoderma virens, un agente de biocontrol aprobado, puede producir los antifangicos
gliotoxina y gliovirina para controlar los hongos que infectan las raices. (Avis y Belanger,

2001; Cheng et al., 2003; Howell, 2003).

Muchas especies de Trichoderma utilizadas en el control biolégico son conocidas como
potentes productoras de enzimas hidroliticas: quitinasas, p-glucanasas y proteinasas.
Las chitinasas y glucanasas secretadas pueden tener un papel importante en la
degradacion de los polimeros de la pared celular de los hongos patdgenos de las plantas.
Los mutantes de Trichoderma con niveles mas bajos de enzimas secretadas son menos

efectivos como agentes de control biolégico (Punja y Utkhede, 2003).
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Se ha propuesto que la inactivacion de las enzimas hidroliticas de Botrytis cinerea por
cisteina proteasas secretadas por Trichoderma harzianum tiene un papel en el biocontrol
de la infeccidn por Botrytis (Kapat et al., 1998; Elad y Kapat, 1999). Algunas especies de
Trichoderma son capaces de producir tanto compuestos antibidticos como enzimas
hidroliticas secretadas, y su accion sinérgica en biocontrol ha sido reportada (Schirmbock

et al., 1994, Lorito et al., 1996).

Mecanismos de control bioldgico

La siguiente definicion de control biolégico fue provista por Eilenberg et al., (2001) “el uso
de organismos vivos para suprimir la densidad de poblacién o impacto de un organismo
plaga especifico, haciéndolo menos abundante o menos dafiino de lo que seria de otro
modo”. Se pueden distinguir cuatro estrategias de control biolégico en funcién del origen
(nativo o introducido), la capacidad de reproducirse después de la liberacion y la duracién
prevista del control (permanente o temporal): 1) control bioldgico clasico, 2) inoculacion
biolégica, 3) control bioldgico de inundaciones y 4) control biolégico de conservacién

(Eilenberg et al., 2001; Roderick y Navajas, 2003).

1) El control biolégico clasico: implica la introduccidén de una especie exoética (agente
de control biolégico) en un nuevo entorno para el establecimiento permanente y el
control a largo plazo. Esta estrategia de control a menudo se aplica para controlar
plagas de insectos y malezas, pero no se usa para controlar patdgenos de plantas.

2) El control biologico por inoculacion: se basa en la liberacion de un organismo (el

agente de control) que es capaz de multiplicarse después de la liberacion y
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controlar la plaga (o patdgeno) durante un periodo prolongado, pero no de forma
permanente.

3) El control biolégico de inundaciones: se logra mediante los propios organismos
liberados (agentes de control). En este caso, los agentes de control generalmente
se liberan en grandes cantidades para garantizar un efecto inmediato, pero su
capacidad para multiplicarse en el medio ambiente es limitada y no brindan control
a largo plazo.

4) El control biolégico de conservacion: no requiere la introduccién o liberacion
intencional de agentes de control. Se basa en la modificacion del medio ambiente
para promover el desarrollo de enemigos naturales especificos capaces de atacar

la plaga o el patdgeno especifico (Terhonen et al., 2019).

Los mecanismos de accion conocidos de los agentes de biocontrol se pueden clasificar
en dos grupos principales: mecanismos que reducen directamente el crecimiento y
desarrollo del patdgeno y mecanismos que inducen respuestas del huésped. Las
interacciones entre los organismos de control bioldgico y los patdégenos correspondientes
pueden ser directas, cuando se produce contacto fisico entre dos microorganismos, o
indirectas, es decir, sin contacto directo (Punja y Utkhede, 2003; Tjamos et al., 2010;

Narayanasamy, 2013).

Atributos ecolégicos de los enddfitos

En la naturaleza, los endéfitos generalmente tienen una asociacion positiva con sus

plantas hospedantes. Se ha informado que las asociaciones de plantas hospedantes
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endofitas mejoran el crecimiento de las plantas e inducen el sistema de defensa de las
plantas. Los endofitos influyen en el crecimiento de las plantas al modular la transferencia
de nutrientes a sus plantas anfitrionas y/o al provocar que las plantas anfitrionas

produzcan hormonas de crecimiento vegetal (Khan et al., 2012; Kei et al., 2016).

Promocion del crecimiento

Los atributos que promueven el crecimiento de las plantas por parte de los endéfitos se
deben principalmente a la produccion de diversas enzimas u hormonas que inducen el
crecimiento, a saber, la enzima 1-aminociclopropano-1-descarboxilato desaminasa, la
hormona &cido indol-3-acético y otras biomoléculas producidas por los enddfitos que
ayudan en la fijacibn de nitr6geno, la solubilizacion de fosfato y la produccion de
sideréforos (Kruasuwan y Thamchaipen, 2016). En respuesta a las hormonas y enzimas
producidas, se puede observar el alargamiento de las células de la raiz y del meristemo,

y la expansion de la hoja (Schmelz et al., 2003; Glick, 2005; Saleem et al., 2007).

Los endofitos solubilizadores de fosfato también contribuyen a mejorar la adquisicion de
nutrientes que conducen a un mejor crecimiento de las plantas (Maccheroni y Azevedo,
1998). Los diazotréfos enddfitos (p. ej., Bacillus, Enterobacter) y los actinomicetos (p. €j.,
Microbispora, Streptomyces) son solubilizadores de fosfato conocidos, con un gran
potencial como biofertilizantes del futuro. La promocion del crecimiento y, en ciertos
casos, el rendimiento, se observa a menudo cuando se introducen en las plantas cepas

endofitas compatibles (Yien, 2021).
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Respuesta de defensa de las plantas

Al alterar el equilibrio hormonal en las plantas, los patdégenos utilizan la maquinaria
defensiva de las plantas para su beneficio e inducen o suprimen los procesos relevantes
para la muerte celular y la acumulacion de compuestos antimicrobianos (Robert et al.,
2011; Kovalchuk et al.,, 2013). La capacidad de los enddfitos para colonizar
asintométicamente los tejidos del huésped podria atribuirse a su capacidad para modular
las moléculas de sefalizacibn del huésped, las fitohormonas, concentraciones

enddgenas de acido jasmonico (JA) y &cido salicilico (SA) (Navarro y Heil, 2014).

Hongos fitopatdgenos

En general, los patdégenos en los ecosistemas tropicales disminuyen el rendimiento de
los cultivos entre un 50 y un 100% mas que en los ecosistemas templados (Griffin y
Carson, 2018). El patdgeno agricola mas destructivo a nivel mundial es el tizon del arroz
causado por Magnaporthe oryzae (Sordariomycetes), que destruye suficiente arroz para
alimentar a mas de 60 millones de personas al afio (Scardaci et al. 1997). Los hongos
del género Colletotrichum (Sordariomycetes) son particularmente dafiinos para las
especies de cultivos tropicales como el banano, mandioca, sorgo y caucho, donde

pueden causar hasta un 100% de mortalidad (Prusky 1996; Cao et al. 2017).

Los patdgenos fungicos generalmente se encuentran dentro del Phyla Ascomycota y
Basidiomycota y causan mas dafio a los huéspedes en sistemas tropicales que en los
sistemas templados. Siete de los 10 patdgenos fangicos cientificamente vy

econdémicamente importantes se encuentran dentro de Ascomycota, mientras que los tres
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restantes se encuentran en Basidiomycota. El género Fusarium se encuentra de dentro

de 10 patdégenos mas devastadores a nivel mundial (Dean et al., 2012).

Género Fusarium

El género Fusarium constituye un gran grupo monofilético de varios cientos de especies,
es un grupo de hongos filamentosos que estan ampliamente distribuidos en el suelo, en

las partes areas y subterrdneas y en todo el resto de plantas (Patil y Sriram 2020).

Caracteristicas morfologicas de Fusarium

La principal caracteristica es que producen macroconidias multiseptadas fusoides, con
excepcion de algunas pocas especies (O’Donnell et al., 2013). Al microscopio, la fialide
es generalmente fina, con forma de botella; simple o ramificada; cortas o largas;
monofialidica (que emergen esporas de un poro de la fialide) o polifialidica (de varios
poros). Hay dos tipos de conidios: macroconidios (esporas grandes y multicelulares) y
microconidios (esporas pequefias y unicelulares). Los macroconidios presentan forma de
medialuna, hialinos y septados (Figura 2a). Para su correcta clasificacion es importante
el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de

las células de los extremos (célula apical y pie) (Tapia 'y Amaro, 2014).

Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes,
ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas falsas
cabezas), en cadenas largas o cortas (Figura 2b). Otro tipo de conidios son los

mesoconidios, que son similares, pero de menor tamafo que los macroconidios y nunca
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forman estructuras mucoides. Por udltimo, pueden observarse las clamidosporas
caracteristicas con doble pared gruesa, lisa o0 rugosa; de manera aislada, en pareja o en

grupo (Leslie y Summerell, 2006).

Biologia del género Fusarium

Tienen diferentes formas de vida, en la rizosfera se encuentran de manera abundante y
pueden sobrevivir como sapréfitos, sin embargo, una vez que alcanzan al huésped
correspondiente lo infectan y entran en un estilo de vida parasito, estos son patdgenos
vegetales de importancia agricola, y también pueden ser enddfitos, estos habitan al

interior de los tejidos de las plantas (Sajeena et al., 2020).

El género Fusarium como fitopatégeno

Numerosas especies causan enfermedades y grandes pérdidas en varias especies de
plantas de cultivos de importancia econdmica (Joshi et al., 2013), entre los mas
importantes se encuentran el maiz (Zea mays), tomate (Solanum lycopersicum), trigo
(Triticum spp.), avena (Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), entre otros (Santos-
Gerardo et al., 2017). El patégeno invade directamente la base de los tallos, cerca o
debajo de la superficie del suelo, o entra a la planta a través de las raices (Cook, 2010).
Las esporas de hongos germinan en el area afectada (herida) y se favorece cuando hay
alta humedad y altas temperaturas (Mokobi, 2020). En campo los sintomas por Fusarium
provocan la pudricion y el marchitamiento de las plantas, forma lesiones hundidas de
color negro o marron en la base de los tallos, ademas, pueden presentarse manchas

rojizas en los peciolos cercanos a la copa de la planta y, a veces, masas de micelios
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rosadas o blancas que crecen en la base de los esquejes 0 en la copa de una planta

(Ortoneda et al., 2004; Buechel, 2018).

Especies saprofitas del género Fusarium

Los sapréfitos habitan el suelo y son capaces de metabolizar diversos sustratos, (Olivain
y Alabouvette 1997). Las clamidosporas que produce Fusarium, son resistentes a las
condiciones adversas del medio ambiente, esto le permite al hongo sobrevivir por
prolongados tiempos en el suelo (Koike et al., 2019). Las especies de Fusarium son
saprofitas en algunas de sus fases de crecimiento y pueden o no desarrollar una fase de
reproduccion sexual segun la especie. Se han descrito estados sexuales (teleomorfos)
para algunas especies de Fusarium. Todos los teleomorfos conocidos de Fusarium spp.
estan incluidos en el orden Hypocreales de Ascomycota, pero se han clasificado en varios
géneros diferentes (por ejemplo, Gibberella y Nectria) (Puhalla 1981; Samuels et al.

2001).

Endofitos del género Fusarium

Los hongos endéfitos del género Fusarium, habitan en los tejidos internos de las plantas
sin causar ningun sintoma (Burgess, 1981). A partir de raices asintomaticas se han
aislado muchas especies de Fusarium no patogénicas, estos aislados son capaces de
colonizar las superficies de las raices de las plantas y protegerlas incluso de patdgenos
altamente virulentos, entre las principales especies se encuentran F. oxysporum, F. solani
y F. fujikuro (Al-Ani, 2016; Saejeena et al., 2021). A continuacion, se describen los
estudios que demuestran su potencial uso como biofertilizantes en la promocion de

crecimiento y como agente biocontrol de patdgenos a través de diferentes mecanismos.
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Mecanismos de accion de Fusarium

Las cepas de Fusarium no patogénicas tienen diferentes modos de accién, pueden
competir por los nutrientes y por el espacio. Pantelides et al. (2009), demostraron que
cepas de Fusarium no patégenas podian competir por el espacio y los nutrientes mucho
mas rapido que el patdgeno Verticillium dahliae y descubrieron que la colonizacion y la
absorcién més rapida de nutrientes eran el principal modo de accion. Larkin y Fravel
(1999) informaron que tres aislados de Fusarium no patégenos tenian buena respuesta
contra la marchitez en cultivos atribuyéndolo a la gran capacidad para competir por los

nutrientes contra el patégeno F. oxysporum en plantas de tomate.

Colonizacion de la raiz por Fusarium

Los aislados de Fusarium no patégenos que inhibieron el marchitamiento en sandia
mostraron muy buena capacidad de colonizacién de rizosferas (Robert et al., 1996).
Jaroszuk et al. (2008) informaron sobre la colonizacién de raices y la promocion del
crecimiento de plantas en centeno mediante aislados no patogénicos de Fusarium. La
colonizacion se observd Unicamente en la epidermis y la corteza, a diferencia de los
aislados patdgenos que colonizan los vasos. Schouten et al. (2009), observaron
alteraciones en la composicién de los exudados de las raices que resulté en la reduccién
y repelencia a nematodos. Utilizando la tincion GUS de cepas no patdégenas de Fusarium,
Eparvier y Alabouvette (1994) demostraron que estas cepas podian reducir la
colonizacion por cepas patdgenas de F. oxysporum, y también reducir la marchitez en

tomate (Bao y Lazarovits, 2001).
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Promocién del crecimiento vegetal por Fusarium

El tratamiento con aislados de Fusarium no patégenos mejord los parametros de
crecimiento longitud, peso de raiz y brote de la planta de tomate (Patil et al., 2011). Todas
estas cepas de Fusarium fueron positivas a la produccion de acido indolacético (AlA) y
acido giberélico (GA) y para la solubilizacién de fosfatos. En condiciones de invernadero,
Raghunandan (2013), observo un aumento significativo en los parametros de crecimiento
de plantas de tomate, una reduccién de la incidencia de enfermedades de marchitez y

una mejor colonizacién de las raices debido al tratamiento con estas cepas.

Induccion de la resistencia sistémica por Fusarium

La resistencia sistémica inducida ha sido identificada como el principal modo de accién
en muchas de las cepas no patdgenas de Fusarium, reportado por primera vez por Biles
y Martyn (1989). A través de diferentes mecanismos, se ha comprobado que cepas
avirulentas de Fusarium pueden inducir la resistencia sistémica contra patbgenos como
Colletotrichum lagenarium (Biles y Martyn, 1989). Mediante la secrecién de metabolitos
secundarios como el acido salicilico, fitoalexinas y especies reactivas de oxigeno, se
puede inducir la resistencia sistémica contra Radopholus similis (Paparu et al., 2010). Por
su parte Siddiqui y Shaukat (2003) reportaron que son capaces de inducir un compuesto
volatil lamado benzaldehido que redujo la gravedad de los nudos de las raices del cultivo
de tomate, ademas, parasitaron los huevos de Meloidogyne javanica (Siddiqui y Shaukat
2003). Incluso, se ha demostrado que aislados no patéogenos de Fusarium producen

compuestos antifungicos contra patégenos vegetales (Lairini et al., 1997).
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Resultados

Capitulo I: articulo
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Cepas de Fusarium endofitas de Ceratozamia mirandae promueven el crecimiento en
plantulas de jitomate, inhiben el crecimiento de hongos patdgenos e inducen proteccion
contra Botrytis cinerea.

Endophytic Fusarium strains from Ceratozamia mirandae promote growth in tomato
seedlings, inhibit the growth of pathogenic fungi and induce protection against Botrytis
cinerea.
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Resumen

Antecedentes: Las enfermedades fungicas en cultivos agricolas provocan pérdidas econdmicas,
donde el principal método de control es el quimico impactando negativamente en el medio
ambiente y la salud humana.

Pregunta: ¢Los hongos enddfitos de raices de Ceratozamia mirandae tienen potencial de
biofertilizantes?

Especies de estudio: Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Botrytis cinerea, Ceratozamia
mirandae, Colletotrichum karstii, Fusarium oxysporum, y Neopestalotiopsis sp.

Sitio de estudio y fechas: Juan Sabines, Villa Corzo, Chiapas, México, 2022.

Meétodo: Los hongos enddfitos fueron identificados morfolégicamente y molecularmente,
caracterizados bioquimicamente y evaluados en cuanto a su actividad antagonica contra C. karstii,
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Neopestalotiopsis sp. y F. oxysporum, promocion del crecimiento en A. thaliana y jitomate, y
proteccion contra B. cinerea.

Resultados: Se identificaron 14 cepas de hongos agrupados en seis géneros; Fusarium,
Pestalotiopsis, Trichoderma, Umbelopsis, Nectria y Podospora. Fusarium proliferatum (JS311) y
F. oxysporum (JS239) inhibieron a los patdgenos evaluados. Ocho cepas produjeron &cido indol-
3-acetico (AlA) y promovieron el crecimiento de A. thaliana y tomate, de las cuales F. oxysporum
(JS439) y F. solani (JS240, JS256 y JS4101) produjeron sideréforos y fijaron nitrégeno. Todos los
hongos enddfitos indujeron resistencia sistémica contra B. cinerea en jitomate.

Conclusiones: Los endéfitos de C. mirandae son promisorios como biofertilizantes, por sus
mecanismos de actividad anti-fitopatogénica, promocion del crecimiento vegetal e induccion de
resistencia sistémica, mediante la produccion de metabolitos benéficos. Este es el primer reporte
en México de cepas de Fusarium aisladas de C. mirandae con potencial de biofertilizantes.
Palabras clave: Arabidopsis, Botrytis cinerea, Solanum lycopersicum.

Abstract

Background: Fungal diseases in agricultural crops cause economic losses where the use of
fungicides is the main method to suppress them; however, they negatively impact the soil,
environment and human health.

Questions: Do root endophytic fungi of Ceratozamia mirandae have phytoprotective potential or
as biofertilizers?

Species study: Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Botrytis cinerea, Ceratozamia
mirandae, Colletotrichum karstii, Fusarium oxysporum and Neopestalotiopsis sp.

Study site and years of study: Juan Sabines, Villa Corzo, Chiapas, Mexico, 2022.

Methods: endophytic microorganisms were identified morphologically, molecularly,
biochemically characterized and evaluated for their antagonistic activity against C. karstii,
Neopestalotiopsis sp. and F. oxysporum, growth promotion in A. thaliana and tomato, and
protection against B. cinerea

Results: 14 endophytic fungi strains isolated of C. mirandae were identified that belong to and six
genera; Fusarium, Pestalotiopsis, Trichoderma, Umbelopsis, Nectria and Podospora.

Fusarium proliferatum (JS311) and F. oxysporum (JS239) inhibited the pathogens evaluated. Eight
strains produced indole-3-acetic acid (IAA) and promoted the growth of A. thaliana and tomato;
of which F. oxysporum (JS439) and strains (JS240, JS256 and JS4101) of F. solani produced
siderophores, fixed atmospheric nitrogen, but did not solubilize phosphates. All endophytic fungi
induced systemic resistance against B. cinerea.

Conclusions: C. mirandae endophytes are promising for use as biofertilizers, due to their
mechanisms of promoting plant growth and inducing systemic resistance, through the production
of beneficial metabolites. In addition to its anti-phytopathogenic activity. This is the first report in
Mexico of Fusarium strains isolated from C. mirandae with biofertilizer potential.

Keyword: Arabidopsis thaliana, Botrytis cinerea, Solanum lycopersicum.
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Las plagas y enfermedades agricolas anualmente reducen el rendimiento de los cultivos entre un
30y 50 % a nivel mundial (Grabka et al. 2021). EI método de control mas extensamente utilizado
en la agricultura moderna, es el quimico (Long et al. 2019). Sin embargo, el uso excesivo de
productos quimicos ha provocado el desarrollo de resistencia de los patogenos y plagas, pérdida de
la biodiversidad, deterioro de los suelos, dafios a la fauna benéfica (Marfetan et al. 2023) y a la
salud humana y animal (Magnusson & Cranfield 2005).

El uso de microorganismos enddfitos (ME) en biofertilizantes es una estrategia efectiva para
mejorar el rendimiento y calidad de los cultivos agricolas (Hatamzadeh et al. 2022), controlar
enfermedades causadas por patégenos y suprimir dafios por plagas (Saad et al. 2019), reducir la
dependencia de insumos quimicos y con ello mitigar el impacto ecol6gico (Maciag et al. 2020).
Estudios recientes han documentado el potencial de los ME como biofertilizantes en la agricultura.
(Khan et al. 2021), demostraron que ME del género Acremonium aislados de Lilium davidii
tuvieron actividad antifingica y promovieron el crecimiento de Allium tuberosum, ademas, de
producir sustancias implicadas en la promocion del crecimiento de las plantas, tales como el acido-
3-indolacético (AlA), sideroforos, acidos organicos y solubilizar fosfatos. Los ME pertenecientes
a los géneros Alternaria, Didymella, Fusarium y Xylogone aislados de Sophora flavescens
promovieron el crecimiento de las raices primarias en Arabidopsis thaliana, asi mismo produjeron
AlA, sideroforos y solubilizaron fosfatos (Turbat et al. 2020). Especies del género Trichoderma
han sido ampliamente usados como agentes de control biol6gico, por su capacidad de conferir
resistencia a las plantas contra patdégenos (Wang et al. 2021), ademas de incrementar la
productividad de cultivos agricolas de importancia econdémica (Proveda et al. 2019).

Los ME, viven dentro de diferentes tejidos de las plantas durante parte o todo su ciclo de vida y les
proporcionan a sus hospederos una amplia gama de propiedades bioldgicas (Le Cocq et al. 2017).
Los efectos principales son: i) incrementan la tolerancia de las plantas frente a factores estresantes
abioticos (acidez, salinidad, metales pesados, sequia, inundaciones, temperaturas extremas) y
factores bidticos (patdgenos, insectos y herbivoros) (Su et al. 2021); ii) promocion del crecimiento
de las plantas a través de la produccion y secrecion de hormonas vegetales como giberelinas y
auxinas (Busby et al. 2016), solubilizan elementos y compuestos disponibles en el suelo, como el
fosfato y hierro, haciéndolos disponibles para las plantas (Grabka et al. 2021), pudiendo inclusive
movilizar la transferencia del nitrégeno a la planta (Glick 2014), y iii) induccion de mecanismos
de defensa sistémica en la planta a través de la produccion de metabolitos secundarios antifungicos
y/o antibidticos que inhiben el desarrollo de patdgenos o a través de la competencia por el espacio
y nutrientes disponibles en la planta (Becker & Satdler 2021).

La rizosfera es una rica fuente de microorganismos multicelulares rizosféricos o endofiticos (Sousa
et al. 2019). Se estima que existen mas de 1 millén de especies de ME, entre bacterias y hongos
asociados aproximadamente a 300,000 especies de plantas (Fouda et al. 2015). Sin embargo,
diversos estudios sugieren que la diversidad de comunidades endofiticas asociadas a diferentes
especies de plantas se encuentra todavia subestimada (U Ren & Arnold 2016, Coleman-Derr et al.
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2016). (Ulloa-Mufioz et al. 2020), aislaron especies de microorganismos enddéfitos (ME) asociados
a plantas nativas y endémicas de la Cordillera Blanca de los Andes, capaces de promover el
crecimiento de cultivos y de biocontrol de patégenos.

Lo anterior, sugiere que las plantas silvestres endémicas de areas conservadas son un reservorio de
una gran diversidad de ME. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar hongos
enddfitos asociados a raices de Ceratozamia mirandae Pérez, Vovides e Iglesias, (Cycadales:
Zamiaceae), especie endémica de Chiapas, en sus capacidades de biocontrol contra fitopatégenos
fangicos, promocidn de crecimiento de plantas e induccion de la resistencia sistémica en plantulas
de jitomate contra Botrytis cinerea.

Materiales y Métodos
Area de estudio. Las muestras de raices secundarias de C. mirandae fueron colectadas en la

Reserva de Proteccion de Recursos Naturales “La Frailescana” en la localidad de “Juan Sabines”
en el municipio de Villa Corzo Chiapas (16° 03* 20.5” LN; 93° 28’ 41.6” LW a 1,817 msnm).

Muestreo y aislamiento de hongos endofitos (HE). Las raices de C. mirandae fueron colectadas a
una profundidad de 10 cm, empaquetadas en papel kraft, y trasladadas en bolsas de polietileno al
Laboratorio de Biofertilizantes y Bioinsecticidas de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
(UNICACH-sede Villa Corzo). Las raices fueron seccionadas con un bisturi en explantes de 10
mm, lavadas con etanol al 70 % por 3 min e hipoclorito de sodio al 10 % por 10 min, seguido de
dos lavados con agua destilada estéril. Los explantes fueron sembrados en medio Papa Dextrosa
Agar (PDA) e incubadas a 28 °C por 48 h. Después, las colonias fungicas fueron aisladas y
purificadas por medio de la técnica “punta de hifa”.

Identificacion morfoldgica y molecular. Los hongos aislados se identificaron morfolégicamente
mediante la observacion de las estructuras de reproduccion con ayuda de un microscopio
compuesto Axiolab Carl Zeiss® siguiendo claves dicotomicas (Watanabe 2002, Barnett & Hunter
1998). Para la identificacion molecular, se extrajo el ADN genomico de los hongos utilizando el
protocolo descrito por (Raeder & Broda 1985) y se realizo la amplificacion y secuenciacion del
espaciador del gen transcrito interno (ITS) del 18s del rDNA con los primers ITS5 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al.
1990). Los amplicones de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR fueron secuenciados por el
método Sanger en un secuenciador ABI (Applied Biosystem) (Altschul et al. 1990). Las secuencias
fueron alineadas utilizando CLUSTAL W con el software MEGAT7®, comparadas con la base de
datos del Centro Nacional Para la Informacién Biotecnologica (NCBI) usando el algoritmo de
BLAST y registradas en el GenBank para obtener los nimeros de acceso (Tamura et al. 2011).

Bioensayos in vitro de confrontacion dual. Los HE se confrontaron contra Colletotrichum karstii
y Neoestalotiopsis sp., patégenos foliares de palma camedor (Sarmiento-Chacon et al. 2023), y
Fusarium oxysporum FoC (patdgeno de semilleros de café) donados por el Laboratorio de
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Biofertilizantes y Bioinsecticidas de la UNICACH-sede Villa Corzo. En un extremo de la caja con
medio de cultivo PDA, se colocd un explante con crecimiento del patégeno y en el otro, uno con
crecimiento del endofito y se incubaron a 28 °C por 8 dias (d). La inhibicion del crecimiento
micelial (ICM) del patdégeno se midié mediante la férmula [(R-r)/R]*100; donde R es el
crecimiento del patdgeno testigo y r es el crecimiento del patdgeno en interaccion (Rios-Velasco
et al. 2016). Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones por cada hongo
endofitico.

Bioensayos in vitro de promocion de crecimiento en Arabidopsis thaliana. El efecto de
promocion de crecimiento de las cepas endofitas de C. mirandae se evalto en plantulas de A.
thaliana (Col-0) con tres dias de edad. Cada experimento const6 de cuatro repeticiones y en cada
repeticion se usaron cinco plantulas. Las plantulas se colocaron en la parte superior de las cajas
Petri con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) y en la parte inferior se colocd un explante de
la cepa fangica endofitica. Las cajas experimentales se mantuvieron con un fotoperiodo de 16 h de
luz, 8 h de oscuridad a 25 °C, por 12 d y se monitorearon cada 24 h hasta que las raices de las
plantulas tuvieron contacto con el crecimiento fungico del endofito (Salas et al. 2011a). Se tomaron
como positivas aquellas plantulas que manifestaron alteraciones morfoldgicas en cuanto a
arquitectura de las raices y parte aérea.

Caracterizacién bioquimica de hongos con actividad promotora de crecimiento vegetal. La
caracterizacion bioguimica in vitro se realiz6 utilizando diferentes protocolos y medios de cultivo,
con 4 repeticiones por cada HE aislado de C. mirandae.

Deteccion de Acido-3-Indolacético (AlA). La produccion de AlA se determind con el protocolo
descrito por Oliveira et al. (2014). Explantes de los hongos endofiticos de 5 d precultivados en
PDA solidificado, se incubaron en tubos de ensayo de 15 mL con caldo nutritivo suplementado con
L-triptéfano (150 g/L), en agitacion constante a 1,800 rpm, 28+1 °C por 7 d. Los tubos se
centrifugaron a 10,000 rpm por 15 min, se tomaron 2 mL del sobrenadante, se le adicioné 1 ml de
la solucion de Salkowski (100 mL de acido perclérico al 35% y 2 mL de tricloruro de hierro al 0.5
M), y se incubaron por 30 min en oscuridad. Las cepas que cambiaron el color del medio de cultivo
de amarillo a rosa se consideraron positivas. La cuantificacion de AIA se realiz6 en un
espectrofotometro Evolution™ 300 UV-Vis Thermo Scientific® a 530 nm. Las absorbancias
fueron comparadas con una curva de calibracion previamente realizada a partir de un estandar de
AlA en concentraciones de 0 a 0.10 mg/mL en medios de cultivo esterilizados sin inoculacion
(Ponce-de Leon 2022).

Deteccion de siderdforos. Para este proposito, los HE se sembraron en placas con medio de cultivo
Cromoazurol S (CAS) solidificado, siguiendo el protocolo descrito por (Louden et al. 2011), se
incubaron en oscuridad a 28+1°C por 7 d, las cepas que presentaron un halo de color naranja
alrededor de la colonia del HE se consideraron positivas.
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Ensayo de fijacion de nitrogeno (N). Los HE fueron cultivados en medio de cultivo Ashby libre de
N. Para preparar un litro, se usan: 20 g de sacarosa, 0.2 g de KoHPO4, 0.2 g de MgSQO4-7H>0, 0.2
g de NaCl, 0.1 g de K2SOg4, 5.0 g de CaCOzy 15 g de agar. Las placas se incubaron a 28+1 °C por
7 d. Los HE que crecieron sobre el medio se consideraron positivas (Cun et al. 2022).

Ensayo de solubilizacion de fosfatos (P). La capacidad de los HE para solubilizar P fue determinada
en medio de cultivo NBTRIP: 10g/L glucosa, 5g/L Ca3(POs)2, 5 g/L MgCl,-6H,0, 0.25 g/L
MgS04-7H20, 0.2 g/L KCI, 0.1 g/L (NH,), SO, y 15 g de agar/L). Se sembrd un explante de cada
HE y se incubaron en oscuridad a 28+1 °C por 7 d. Las cepas fungicas que desarrollaron un halo
transparente alrededor del crecimiento de la colonia fueron consideradas como positivas (Mehta &
Nautiyal 2001).

Bioensayo de promocion de crecimiento de tomate. Se usaron charolas negras de germinacion de
96 cavidades Hydroenviroment®, con sustrato peatmoss CosmoPeat®. Las semillas de jitomate
Solanum lycopersicum var. Pomodoro USAgriseeds® fueron sembradas a 3 mm de profundidad y
sometidas a diferentes tratamientos (Tabla 1). Como control positivo, se utilizd una cepa de
Fusarium oxysporum (FoT), patdgena de tomate donada por el Laboratorio de Biofertilizantes y
Bioisecticidas de la UNICACH-sede Villa Corzo. Las semillas se inocularon con 20 pl de 1x10°
conidios/mL de cada uno de los HE al momento de la siembra y una segunda inoculacion cinco
dias después de la emergencia, en cada inoculacién se aplicé una fertilizacién con urea Fertiquim®,
tomando en cuenta una densidad de 41,666 plantas por hectérea (Tabla 1) (Moreno-Pérez 2019).
Las plantulas experimentales se mantuvieron en condiciones semicontroladas en malla sombra (50
% sombra), regadas evitando la lixiviacién. Se utiliz6 un disefio completamente al azar con ocho
repeticiones en cada tratamiento. 30 dias después de la siembra (dds) se realiz6 un analisis
destructivo en las plantulas de jitomate donde se midié el diametro de tallo (DT, mm), longitud de
raiz (LR, cm), altura de plantula (AP, cm), peso fresco de plantula (PFP, mg), peso fresco de raices
(PFR, mg), peso seco de plantula (PSP, mg), peso seco de raices (PSR, mg) y clorofila relativa en
hojas (Cl, pmol m?s?). Las variables morfolégicas DT, LR y AP se midieron con ayuda de un
calibrador vernier electronico Adeske®, el DT se midié a 3 cm de la base del tallo, LR desde la
base del tallo hasta el final de la raiz principal, AP desde la base del tallo hasta el primer rebrote.
Para las variables de biomasa vegetal (PFP y PFR) se separaron tallos y raices de las plantulas y se
pesaron en una balanza analitica Velab®. Para las variables PSP y PSR, las muestras se secaron en
una estufa Thermo Scientific® a 70 °C por 72 h y se pesaron con la balanza analitica, para la
variable Cl se us6 un sensor Quantum Flux, Apogee® colocandolo en el centro de las hojas de cada
plantula (Rodriguez-Larramendi et al. 2023).

Bioensayos de proteccion sistémica de plantas contra Botrytis cinerea inducida por hongos
endofitas de C. mirandae. Hojas de 30 dias de edad de plantulas de S. lycopersicum var. Pomodoro
USAgriseeds producidas bajo el mismo sistema del bioensayo de promocion de crecimiento (Tabla
1) fueron inoculadas con 20 pL del hongo necrotrofico B. cinerea (cepa CIAD-unidad
Cuauhtémoc, Chihuahua) a una concentracion de 1x10° conidios/ml, resuspendido en agua y
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Break-Thru® BASF a 0.1 % (Salas et al. 2011b). Se utiliz6 un disefio completamente al azar con
seis repeticiones por tratamiento y se inocularon tres hojas por plantula. Las plantulas se
mantuvieron en un invernadero por 7 dias a 26x2 °C. Las lesiones en las hojas se midieron
utilizando el software ImageJ, empleando una escala de calibracion (Scheider et al. 2012). El
porcentaje de severidad se calculd utilizando la férmula (% severidad: area dafiada/area total*100)
(Nutter et al. 2006).

Analisis estadistico. Los resultados se les realizé un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
y una comparacion de medias Tukey (P < 0.05) utilizando el paquete estadistico MINITAB19®.
Los experimentos se realizaron por duplicado en diferentes tiempos.

Resultados
Hongos endofitos identificados. Las secuencias de ITS (ITS4-1TS5) de los HE presentaron

similitudes del 94 al 100 % en el GenBank, mismas que se registraron en el NCBI, obteniendo
diferentes numeros de acceso (Tabla 2). Se identificaron morfoldgica y molecularmente 14 cepas
de HE de C. mirandae pertenecientes a los géneros Fusarium, Pestalotiopsis, Trichoderma,
Umbelopsis, Nectria y Podospora, agrupados en 3 clases Sordariomycetes, Eauscomycetes y
Zygomycetes (Tabla 2).

Cepas endofitas de Fusarium inhiben el crecimiento de patégenos. En el bioensayo de screening
in vitro de confrontacion de los HE contra C. karstii, las cepas F. proliferatum (JS311) y F.
oxysporum (JS439) presentaron respuesta antagonica. F. oxysporum (JS439) inhibi6 el crecimiento
micelial de C. karstii, Neopestalotiopsis sp. y F. oxysporum en 40.62, 29.25, y 20.93 %,
respectivamente. Mientras que F. proliferatum (JS311) inhibi6é solo a C. karstii (39.13 %) y
Neopestalotiopsis sp. (24.87 %) (Tabla 3).

Cepas endofitas de Fusarium promueven el crecimiento de Arabidopsis. Ocho de las 14 cepas de
HE asociados a C. mirandae promovieron el crecimiento de plantulas de A. thaliana. Las cepas de
F. oxysporum (JS414, JS439), F. solani (JS240, JS256, JS296, JS4101), Nectria sp. (JS285) y
Fusarium sp. (JS286), modificaron positivamente la arquitectura de las raices, pelos radiculares y
parte aérea de las plantulas de Arabidopsis, comparadas con el control (Figura 1).

Cepas enddfitas de Fusarium producen auxina, sideroforos y fijan nitrogeno. Las ocho cepas
de HE que promovieron el crecimiento de A. thaliana, produjeron AIA en diferentes
concentraciones (Tabla 4). Las cepas F. oxysporum (JS439), F. solani (JS240, JS256, JS4101)
produjeron siderdforos. El halo de color naranja méas grande en el medio Cromoazurol S (CAS) se
observo en F. oxysporum (JS439) (Tabla 4). Seis cepas F. oxysporum (JS414, JS439), F. solani
(JS240, JS296, JS4101) y Nectria sp. (JS285) resultaron capaces de fijar nitrogeno atmosférico
(Tabla 4). Ninguna cepa resulté positiva para solubilizar fosfatos (Tabla 4).

Cepas enddfitas de Fusarium promueven el crecimiento de jitomate. Las plantulas de jitomate
inoculadas con las diferentes cepas de hongos enddfitos de C. mirandae, F. oxysporum (JS414,
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JS439), F. solani (JS240, JS256, JS296, JS4101), Nectria sp. (JS285) y Fusarium sp. (JS286),
promovieron mayor crecimiento en las variables DT, LR, AP, PSP y PSR que los tratamientos
control, T1, T2, T3, T4 (Tabla 5). En la variable DT, las plantulas inoculadas con los HE méas 50
% de fertilizacion nitrogenada presentaron valores superiores que las plantulas control, incluso que
el T4 100 % de fertilizacion nitrogenada. Los tratamientos a base de Nectria sp. (JS285) y F. solani
(JS296) indujeron los valores mas altos en DT con 2.02 y 1.96 mm, respectivamente (Tabla 5).
Estos resultados sugieren que es posible producir plantulas de tomate con un tallo vigoroso al
inocular las semillas con estas cepas de HE, reduciendo hasta un 50 % la fertilizacién nitrogenada.
Las plantulas de tomate que presentaron mayor LR fueron las del tratamiento T3 control (50 % de
nitrégeno) con 93.42 mm, seguido de los tratamientos inoculados con los HE F. solani (JS4101) +
50 % de nitrégeno y Nectria sp. (JS285) + 50 % de nitrégeno, con 92.65 mm y 91.65 mm,
superando los tratamientos controles T1, T2y T4 (Tabla 5). Los resultados sugieren que los HE no
alteran la longitud de las raices y pueden ser utilizados en la produccion de plantulas de tomate con
50 % de nutricion. En la variable AP, los HE promovieron el crecimiento de las plantulas de
jitomate, con valores superiores a los controles (T1, T2 y T3). Los tratamientos T4 (control 100 %
de N) y F. solani (JS256) + 50 % de N, presentaron los valores mas altos en AP con 72.88y 72.77
mm, respectivamente, seguidos de Nectria sp. (JS285) con 69.25mm, (Tabla 5). En las variables
de peso fresco de plantulas (PFP) y raices (PFR) las plantulas inoculadas con los HE méas 50 % de
N, presentaron valores similares y comparativos con las del grupo control (100 % de N; T4), pero
superiores a los tratamientos T1, T2 y T3. Los valores mas altos en PFP (0.53 mg) y PFR (0.37
mg) se registraron con la cepa F. solani (JS256) + 50% de N (Tabla 5). En las variables PSP y
PSR, las plantulas inoculadas con los HE + 50 % de N presentaron valores similares y comparativos
con las plantulas del grupo control (100 % de N; T4) y superiores a los tratamientos T1, T2y T3.
No obstante, los valores mas altos de PSP se registraron con F. solani (JS256) + 50 % de N y
Fusarium sp. (JS286) + 50 % de N con 0.05 mg para ambos tratamientos. Para el PSR, F. solani
(JS256) presentd el valor mas alto con 0.05 mg comparado con los controles T1, T2, T3y T4 (Tabla
5). Los valores mas altos de concentracién de clorofila en las hojas de jitomate se registraron en
las plantulas tratadas con Nectria sp. (JS285) y F. solani (JS296) con valores de 224.60 y 221.76
umol m2s%, respectivamente; mientras que las plantulas del tratamiento control (agua; T1) registraron
una concentracion de clorofila de 192.21 umol m2s (Tabla 5). Esto sugiere que la interaccion de los
HE de C. mirandae con las plantulas de jitomate aumenta la concentracion de clorofila en las hojas.

Colonizacidn de raices de jitomate por cepas enddfitas de Fusarium inducen resistencia contra
B. cinerea. Despues de siete dias de interaccion foliar planta-patogeno, se presentaron diferentes
valores de severidad provocado por B. cinerea. Las hojas de las plantulas de jitomate tratadas con
las diferentes cepas enddfitas de C. mirandae presentaron menores porcentajes de severidad
comparado con las hojas de los grupos controles (T2, T3y T4). Nectria sp. (JS285) indujo la mayor
resistencia sistémica con un valor de severidad mas bajo (2.89 %), siendo estadisticamente igual al
tratamiento control (agua; T1) con 0.07 % (Figura 2). Estos resultados sugieren que la inoculacion
de cepas endofitas de Fusarium induce resistencia sistémica en las plantas de jitomate contra B.
cinerea.
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Discusion

Fusarium fue el género mas abundante (8 cepas), de los 14 HE aislados de raices de C. mirandae.
Fusarium, es uno de los tres géneros mas dominantes a nivel mundial (Yadav & Meena 2021). Se
han descrito mas de 1,500 especies asociadas a la rizosfera. También se ha documentado su gran
habilidad para colonizar tejidos de una amplia variedad de plantas hospederas (Bahadur 2021).
Algunas cepas son patogenas de plantas y pueden sobrevivir como saprofitas (Coleman 2016). Por
su condicidn fitopatogénica se encuentra entre los diez géneros flngicos més devastadores en todo
el mundo (Dean et al. 2012). Sin embargo, en los tltimos afios se han reportado cepas de Fusarium
endofitas no patogénicas, que pueden desemperfiar un papel benéfico importante en la produccion
agricola y forestal (Patil & Sriram 2020).

Las cepas de Fusarium endofitas de C. mirandae presentaron antagonismo in vitro contra C. karstii,
Neopestalotiopsis sp. y FoC. Estos resultados son similares a los reportados por (Hamzah et al.
2018), donde cepas de Fusarium, enddfitas de manglares inhibieron el crecimiento del patégeno
F. solani.

Adicionalmente, las cepas de Fusarium produjeron la mayor cantidad (0.12 mg/mL) de AlA.
Estudios previos han reportado que cepas de Fusarium enddéfitas pueden producir hasta 0.42
mg/mL de AIA (LU et al. 2023). Aqui También se reporta que cepas de Fusarium endéfitas de C.
mirandae produjeron sideréforos. Seis cepas de los 14 HE de C. mirandae resultaron capaces de
fijar el nitrogeno. Se ha sugerido que los hongos productores de sideréforos y fijadores de N
atmosférico, generalmente promueven el crecimiento de las plantas (Khan et al. 2020). Las cepas
de HE de C. mirandae fueron incapaces de solubilizar P. Al respecto, los principales HE reportados
como solubilizadores de P pertenecen a los géneros Penicillium, Aspergillus, Piriformospora,
Curvularia y hongos micorrizicos arbusculares (AM) (Mehta et al. 2019), no obstante, se han
reportado cepas de Fusarium endofitas capaces de solubilizar fosfatos (Fauriah et al. 2023).

Los HE de C. mirandae modificaron positivamente la arquitectura de la raiz y brotes de las
plantulas de A. thaliana. También incrementaron significativamente los parametros de crecimiento
(DT, LR, AP, PFP, PFR, PSP y PSR) en las plantulas de jitomate. El uso de cepas de Fusarium
endofitas se ha documentado en diferentes cultivos de importancia agricola y agronémica. (Cheng
et al. 2022), reportaron que cepas nativas de Fusarium con su endobacteria Klebsiella aerogenes,
promovieron el crecimiento de plantulas de jitomate, incrementando la LR y AP, comparado con
las plantulas de los grupos controles. Resultados similares fueron reportados por (Fauriah et al.
2023), quienes demostraron que cepas de Fusarium endofitas, incrementan los parametros (LR y
AP) en maiz comparado con las plantulas del grupo testigo. Por su parte (Kisaakye et al. 2022),
demostraron que el uso de cepas de Fusarium no patogénicas mejoré el rendimiento en el primer
ciclo de cultivo de bananas en comparacion con las plantas testigo (no tratadas), incrementando el
parametro AP y la circunferencia de la base del pseudotallo, ademas se disminuyeron las
densidades del nematodo Radopholus similis. De manera similar, (Moro¢ko-Bic¢evska et al. 2014),
demostraron la habilidad de cepas de Fusarium endofitas para promover el crecimiento de plantas
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de fresas, donde PFR y brotes de las plantas tratadas fueron significativamente mayores que las
plantas del grupo control, ademéas de documentar que con la preinoculacién del suelo con cepas de
Fusarium redujeron significativamente la severidad de la enfermedad causada por el patégeno
Gnomonia fragariae Kleb. (Garcia-Latorre et al. 2023), demostraron que los extractos crudos de
cepas de Fusarium endofitas de Biserrula pelecinus, incrementaron los valores de PSP y PSR de
plantulas de Lolium multiforum (planta forrajera), en comparacion a los controles.

Los HE de C. mirandae incrementaron significativamente el contenido de clorofila en las plantulas
de jitomate. (Hatamzadeh et al. 2022), demostraron que plantulas de maiz tratadas con Alternaria
consortiale, enddfito de Anthemis altissima aumentaron los niveles de clorofila, hasta un 60 % més
que las plantulas no tratadas. Se ha sugerido que, a mayor concentracion de clorofila, mejor sera la
captacion de energia luminica, en consecuencia, el proceso fotosintético se maximiza y los
parametros de crecimiento de las plantas se incrementan rapidamente (Rodriguez-Larramendi et
al. 2021).

Los HE de C. mirandae indujeron proteccion sistémica en plantulas de jitomate, disminuyendo la
severidad de la enfermedad causada por el patégeno necrotréfico B. cinerea. Resultados similares
se han reportado con cepas enddfitas de Beauveria spp., que indujeron resistencia en plantas de
chile y tomate contra B. cinerea (Barra-Bucarei et al. 2019). Asimismo, se reportd que
Trichoderma asperellum indujo proteccion sistémica contra B. cinerea en plantas de tomate
(Herrera-Téllez et al. 2019). Los resultados de las confrontaciones in vitro de este estudio también
demostraron el potencial antifungico de los HE de C. mirandae contra B. cinérea. Por lo tanto, la
induccion de defensa sistémica pudiera ser el resultado de un efecto directo y/o indirecto de los HE
en la planta. Por su parte (Li et al. 2020), atribuyeron el potencial de biocontrol del HE Albifimbria
verrucaria contra B. cinerea en Vitis vinifera a la actividad quitinasa del HE. (Asim et al. 2022)
reportaron que cepas de Fusarium enddfitas tuvieron potencial como bioherbicida contra Avena
fatua en cultivos de trigo debido a su actividad enzimatica como la catalasa y peroxidasa.

En este trabajo se documentan cepas de Fusarium endoéfitas de C. mirandae no patogénicas con
potencial de uso como promotores de crecimiento de las plantas y biocontroladores de
fitopatdgenos fungicos, enfatizando la importancia de las plantas endémicas de areas naturales
protegidas y conservadas como fuente de microorganismos endoéfitos, con gran potencial para
usarse como biofertilizantes o agentes de biocontrol de fitopatdgenos fangicos en cultivos de
importancia agricola y forestal. Es importante mencionar que este es el primer reporte de cepas de
Fusarium benéficas en México que promueven el crecimiento de las plantas y que inducen el
sistema de defensa de las plantas.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Tratamientos evaluados en el bioensayo de promocion del crecimiento de plantulas de
jitomate. Nitrogeno (N), Fusarium oxysporum tomate (FoT).

NUmero Tratamientos Dosis de N (Kg.ha!) | Concentracion pL
conidios/mL

T1 Control (agua) 0 0 0

T2 FoT 1.63 1:1x10° 20
T3 Control (N al 50%) 1.63 0 0

T4 Control (N al 100%) 3.26 0 0

T5 Cepa JS286 1.63 1:1x10° 20
T6 Cepa JS240 1.63 1:1x10° 20
T7 Cepa JS414 1.63 1:1x10° 20
T8 Cepa JS439 1.63 1:1x10° 20
T9 Cepa JS4101 1.63 1:1x10° 20
T10 Cepa JS296 1.63 1:1x10° 20
T11 Cepa JS285 1.63 1:1x10° 20
T12 Cepa JS256 1.63 1:1x10° 20

Tabla 2. Diversidad de hongos endéfitos de raices de C. mirandae identificados morfoldgica
y molecularmente mediante la secuenciacion del marcador ITS y registrados en el GenBank.

Cepade No. Acceso Identificacién macro y Especie relacionada Similitud (%) Clase
hongos GenBank microscopica

endofitos

JS311 OR843338 E proliferatum E proliferatum 99 Sordariomycetes
JS312 OR842899 Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis sp. 99 Sordariomycetes
JS414 OR843339 E oxysporum E oxysporum 100 Sordariomycetes
JS439 OR843341 E oxysporum FE oxysporum 99 Sordariomycetes
JS240 OR843340 F. solani F. solani 99 Sordariomycetes
JS455 PP722765 Trichoderma spirale Trichoderma spirale 98 Eauscomycetes
JS256 OR852613 F. solani F. solani 99 Sordariomycetes
JS469 OR843989 Umbelopsis nana Umbelopsis nana 99 Zygomycetes
JS285 OR843990 Nectria sp. Nectria sp. 99 Sordariomycetes
JS286 PP722977 Fusarium sp. Fusarium sp. 100 Sordariomycetes
JS296 PP586144 F solani E solani 94 Sordariomycetes
JS4101 PP724710 F solani E solani 99 Sordariomycetes
JS3102 PP586187 Podospora dennisiae Podospora dennisiae 99 Sordariomycetes
JS2107 PP724711 F solani F solani 100 Sordariomycetes
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Tabla 3. Inhibicion del crecimiento radial de C. karstii, Neopestalotiopsis sp., y FoC por

los hongos endéfitos F. oxysporum (JS439) y F. proliferatum (JS311).

Hongos endoéfitos C. karstii Neopestalotiopsis sp. FoC
F. oxysporum (JS439) 40.62 + 2.04" 29.25 + 0.62° 20.93 + 0.80°
F. proliferatum (JS311) 39.13 + 1.61° 24.87 +1.828 -4.62 +0.98°

Cada resultado es el promedio de cuatro repeticiones + desviaciones estandar (DE) por
hongo patégeno. Los valores entre hileras con diferentes letras son estadisticamente

diferentes (Tukey P <0.05).

Tabla 4. Hongos endofiticos asociados a raices de C. mirandae con efectos de promocién
del crecimiento de A. thaliana, productores de Acido-3-indolacético (AlA), sideréforos,
fijacién de nitrogeno (N) y solubilizacion de fosfato (P).

No. Cepa Especie Promocion AIA (mg/mL) Siderdforos | Fijacion N | Solubilizacion P
crecimiento

JS311 E proliferatum -

JS312 Pestalotiopsis sp. -

JS414 F. oxysporum + 0.06+0.048¢ - + -
JS439 F oxysporum + 0.08+0.114BC + + -
JS240 F solani + 0.01+0.00° + + -
JS455 Trichoderma spirale -

JS256 F solani + 0.04+0.05¢P + - -
JS469 Umbelopsis nana -

J5285 Nectria sp. + 0.05+0.03°P - + -
JS286 Fusarium sp. + 0.12+0.194 - - -
JS296 F solani + 0.01+0.00° - + -
JS4101 F solani + 0.10£0.0478 + + -
JS3102 Podospora dennisiae -

JS2107 F. solani -

Basado en el analisis cualitativo se determiné como positivo (+) y negativo (-). En el
analisis cuantitativo de AIA cada resultado representa la media de cuatro repeticiones +

DE, letras diferentes son estadisticamente diferentes de acuerdo con Tukey (P < 0.05).
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Tabla 5. Efecto de cepas enddfitos de Fusarium sobre el crecimiento de plantulas de
jitomate sobre el diametro del tallo (DT), longitud de raiz (LR), altura de planta (AP), peso
fresco de plantula (PFP), peso fresco de raiz (PFR), peso seco de plantula (PSP), peso seco
de raiz (PSR) y clorofila (Cl).

Tratamientos DT (mm) LR (mm) AP (mm) PFP (mg) PFR (mg) PSP (mm) PSR (mg) Cl (umol m2s1)
Control (agua) 1.61+0.065 | 89.88+1.32BC | 64.10+0.58¢ | 0.33+0.00° | 0.11+0.00°¢ 0.03+0.005F | 0.01+0.00%F 192.21+1.565F

FoT 1.62+0.08F | 75.30+1.59¢H | 64.11+1.20¢ | 0.36+0.04°P | 0.12+0.01°¢ 0.03+0.00F 0.01+0.007 203.89+1.67P

Nitrégeno 50% 1.43+0.05F | 93.42+1.17A | 61.65+0.70° | 0.37+0.02¢ | 0.16+0.01F | 0.04+0.00B°PE | 0.01+0.00¢P 187.95+3.02F

Nitrégeno 100% 1.83+0.058¢ | 77.57+1.55F¢ | 72.88+0.28" | 0.48+0.01% | 0.15+0.01F | 0.04+0.00°BC | 0.02+0.00°P | 208.95+1.795C
Fusarium sp. 1.86+0.058¢ | 81.00+3.46F | 65.55+1.06 | 0.46+0.02% | 0.23+0.03°P | 0.05+0.004 0.02+0.008 211.79+3.638

(JS286).

F. solani (JS240) 1.78+0.06°P | 72.77+1.80" | 64.21++0.90 | 0.47+0.028 | 0.23+0.02°C | 0.05+0.00%% | 0.02+0.00°° | 189.39+3.96%"

F. oxysporum 1.68+0.06PF | 79.28+1.53FF | 59.30+0.35F | 0.37+0.01¢ | 0.18+0.01FF | 0.03+0.00°FF | 0.01+0.005F | 206.13+2.07¢P
(Js414)

F. oxysporum 1.88+0.085¢ | 87.30+1.31°P | 61.86+1.58° | 0.45+0.01% | 0.20£0.02PF | 0.04+0.00°PEF | 0.02+0.00¢ 193.07+2.29%

(JS439)

F. solani (JS4101) 1.81+0.08°P | 92.61+1.35"B | 62.05+0.81° | 0.44+0.018 | 0.23+0.01¢P | 0.04+0.0045CP | 0.01+0.00PF 211.53+1.288

F. solani (JS296) 1.96+0.0578 | 87.81+1.60°P | 65.18+0.80¢ | 0.48+0.018 | 0.25+0.00° | 0.04+0.005C | 0.01+0.00°P 221.76+1.46A

Nectria sp. (JS285) 2.02+0.08” | 91.65+1.35”8 | 69.25+0.88% | 0.47+0.008 | 0.33+0.01% | 0.04+0.00AB¢ | 0.02+0.008 224.60+1.94A

F. solani (JS256) 1.86+0.135¢ | 85.85+0.84P | 72.77+2.75" | 0.53+0.01* | 0.37%0.017 0.05+0.004 0.05+0.004 210.26+2.238¢

Cada resultado es el promedio de ocho plantulas + DE. Los valores en las columnas seguidos
de la misma letra son estadisticamente similares segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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%90 severidad B. cinerea

A)

Figura 1. Representacion esquematica de la promocién de crecimiento in vitro de A.
thaliana por hongos endofitos de C. mirandae. A) Control, B) F. solani. (JS240). y C) F.
solani (JS296).
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Figura 2. Proteccidn sistémica inducida por hongos endéfitos de C. mirandae en plantulas
de jitomate contra el patdgeno necrotréfico B. cinerea. Las barras de la grafica muestran
los porcentajes de severidad provocado por B. cinerea. Cada resultado es la media de seis
repeticiones £ DE. Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey (P <
0.05).
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UNIVERSIDAD DE CIENCIAS
Y ARTES DE CHIAPAS
FACULTAD DE INGENIERIA

otorga el presente

RECONOCIMIENTO
A

Nidia del Carmen Rios de Leén, Miguel Angel Salas Marina,
Vidal Hernandez Garcfa, Wel Olvén Cruz Macias
y Claudio Rios Velasco.

Por haber obtenido el Segundo Lugar en el concurso de carteles con el tema
“Hongos enddfitos de Cedrela odoratay Quercus laurina y su efecto micoparasitico
contra hongos fitopatégenos” En el marco de la XL Semana de Ingenieria “La
Ingenierfa en la Sociedad”, celebrado los dias 26, 27 y 28 de Octubre de 2022.

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; 28 de octubre de 2022

NTAMENTE

irectora de la Facultad de Ingenieria
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—
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS
Y ARTES DE CHIAPAS

FACULTAD DE INGENIERIA

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

C. Nidia del Carmen Rios de Ledn, Mtro. Miguel Angel Salas Marina
Mtro. Vidal Herndndez Garcia, Mtro. Claudio Rios Velasco
Mtro. Daniel Alonso Pérez Corral

Por haber obtenido el segundo lugar en el concurso de carteles con el
tema: “Caracterizacién de microorganismos endéfitos asociados a raices
de ceratozamia mirandae con potencial de boifertilizantes” dentro del
evento académico de la XLI Semana de Ingenierfa “La transversalidad de
la Ingenierfa en México”, celebrado los dias 11, 12 y 13 de Octubre de
2023.

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; 13 de octubre de 2023

Catalina GshérosRamos  *
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GOBIERNO - CONAHCYT ' Centro de Investigacién
M E X I C 0 @ D en Alimentacion y Desarrollo

Cd. Cuauhtémoc, Chihuahua, 28 de mayo, 2024
Laboratorio de Patologia Vegetal y Control Biolégico

OF/POSC/CUAUN2/2024
ASUNTO: ESTANCIA ACADEMICA Y DE INVESTIGACION

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE.

Por este medio, expreso que la C. Nidia del Carmen Rios De Le6n con nimero
de matricula 63122006, CVU 1181454, egresada del Programa de Maestria en
Ciencias Agroforestales, de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
(UNICACH), realizé su estancia de investigacién durante el periodo comprendido
del 23 de marzo al 18 de agosto del aflo 2023, en el Laboratorio de Patologia Vegetal
y Control Bioldgico del CIAD-Unidad Cuauhtémoc, Chihuahua. La C. Rios-De Leén,
condujo experimentos relacionados con su proyecto de investigacién denominado
"Hongos éndéﬁtos de raices de Ceratozamia mirandae con potencial de
biofertilizantes”, bajo la supervisién del Dr. Daniel Alonso Pérez Corral y de un
servidor.

Sin mas por el momento, extiendo la presente para los usos legales que Ia
interesa convenga, quedo a su completa disposicién para cualquier aclaracién vy

aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

WVEST/G
SFciapie
& CHIHUAMUA 72
Atentamente & <
o - z
Y - 4
& SEz a
O) cp*u*ﬁ’m dgy
Dr. Claudio Rios Velasco ?og;DﬁGB#IJ&} <
Investigador Titular C WEHT A

Teléfono: {(625) 581 29 20 ext. 105
Correo electrénico: claudio.riocs@ciad.mx
Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo A. C.

2624

E/ Felipe Carrillo
PUERTO

B 432 DEL PEILT an an.
-.w..-:—... froiivesin
*noner=a
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Constancia de actividades de retribucién social

Ciudad de México, a 16 de marzo de 2023

A QUIEN CORRESPONDA

Presente.-

En cumplimiento a lo establecido en el Articulo 19, Capitulo Vill. De la Conclusién de la
Beca o Apoyo, del Reglamento de Becas del Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencias y Tecnologiasy en el marco de la Convocatoria BECAS CONACYT NACIONALES
2022 hago constar que la C. NIDIA DEL CARMEN RIOS DE LEON con nimero de CVU
1181454 beneficiada con una beca para obtener el grado de MAESTRO en el programa
MAESTRIA EN CIENCIAS AGROFORESTALES, que se imparte en UNIVERSIDAD DE
CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS SEDE VILLA CORZO, realizdé las actividades de

retribucion social durante el periodo de vigencia de la beca, tiempo en el que fue alumna

regular de esta Institucion.

Asimismo, hago constar que, conforme a lo establecido en la Ley General de Archivos, la
coordinacion del posgrado organiza y conserva la evidencia documental de dichas

actividades en caso de que el CONAHCYT o cualquier otra instancia la requiera.

Sin mas por el momento, le envio un cordial saludo.
*‘\ & ‘

Conen
= $4' « 768 DE MOENIERIA
é = BAES Tt NS AGROFORISTALES
DR. MIGUEL ANGEL SALAS MARINA SEDE NLLACORDD

Coordinador de la Maestria en Ciencias Agroforestales
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Constancia de actividades de retribucion social

Actividad 1. La Ciencia en los nifios v las nifias, “el mundo microscépico de los hongos”.

Descripcién de la actividad: Se llevaron a cabo actividades con los nifios, donde se les
ensefid de manera ludica v dindmica el trabajo gue se realiza con los microrganismos

enddéfitos de plantas en el Laboratorio de Biofertilizantes v Bioinsecticidas, asi como la

importancia de los insectos en los cultivos agricolas.

Fecha de inicio: 16 de marzo de 2023.

Fecha de término: 16 de marzo de 2023.

Institucién en la que se realizé la actividad: Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas

sede Villa Corzo.

Nombre del responsable de supervisar la actividad: Miguel Angel Salas Marina.

Datos de contacto del responsable de Ila actividad: 9611987173
miguel.salas@unicach.mx

Descripcién del impacto social de la actividad: Fomentar las vocaciones cientificas
tempranas en nifias vy nifios del municipio de Villa Corzo de Chiapas. asi como visibilizar

el trabajo que realiza el Laboratorio de Biofertilizantes v Bioinsecticidas de la Universidad
de Ciencias v Artes de Chiapas (UNCACH). mediante actividades gue permitan despertar

el interés por el conocimiento cientifico partiendo desde una perspectiva |Udica.

Nidia del Carmen Rios de Ledn

Nombre y firma de la persona becaria
1181454
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Vo. Bo.

Nombre y firma de la persona
responsable de supervisar la actividad
de retribucién social en el programa
de posgrado
(Director)

Dr. Mlguel Ahgél Salas Marina
Coordinador de la Maestria en

Ciencias Agroforestales

MWEYFRSIDAD DE CIENTIAS Y ARTES
DE CHIAPAS
FACULTAD DE ING
COORDINAC
ACADEMICA Vv W mTe

Dr. Luis Alfredo dn’gue\z Larramendi

Nombre y firma de la persona

responsable de supervisar la actividad
de retribucion social en el programa
de posgrado

{Co-director interno / externo)

Nombre y firma de la persona
responsable de supervisar la actividad
de retribucidn social en el programa
de posgrado

(Co-director interno / externo)
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Discusiones generales

Se estima que existen mas de 1 millébn de especies de microorganismos endofitos
(Strobel y Daisy, 2003), asociados a aproximadamente a 300,000 especies de plantas
(Bacon y White, 2011), no obstante, diversos estudios han comprobado que solo una
pequefia parte de ellos han sido aislados e investigados y que la diversidad de
comunidades endofiticas asociadas a las plantas se encuentra todavia subestimada
(Fouda et al., 2015; Coleman et al., 2016 y Grabka et al., 2021). El aislamiento de
endofitos asociados a plantas nativas ha sido reportado como un medio para obtener una
mayor diversidad de enddfitos, asi lo demuestran Cun et al. (2022), quienes aislaron de
plantas nativas mas de 170 cepas de bacterias enddfitas agrupadas en 25 géneros
diferentes. En este trabajo se aislaron e identificaron molecularmente 14 cepas de hongos
endofitos de seis diferentes géneros; Fusarium, Pestalotiopsis, Trichoderma,
Umbelopsis, Nectria y Podospora asociados a raices de C. mirandae, especie endémica
y nativa de Chiapas. Fusarium fue el género mas abundante (8 cepas) de acuerdo a
Yadav y Meena (2021), es uno de los tres géneros mas dominantes a nivel mundial con
mas de 1,500 especies presentes en la rizosfera con una gran habilidad para colonizar
tejidos de una amplia variedad de hospederos (Bahadur, 2021). Son patdégenos de
plantas que pueden sobrevivir incluso como sapréfitos (Coleman, 2016), es un patdgeno
vegetal tan importante que se encuentra entre los diez mas devastadores en todo el
mundo (Dean et al., 2012) sin embargo, su funcion patogénica ha provocado discrepancia
ya que en los ultimos afios se han reportado cepas de Fusarium enddfitas no patogénicas,
gue pueden desempefiar un papel importante en la produccién agricola y forestal (Patil y

Sriram, 2020).
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Las confrontaciones duales in vitro sirven para determinar los modos de accion de los
endofitos como respuesta antagonica contra patégenos, Mulero-Aparicio et al. (2019),
observaron que cepas de Fusarium no patdégenas aisladas de Quercus suber,
sobrecrecieron por completo las colonias de Verticillium dahlie, patdgeno de arboles de
oliva, aunque no se observaron zonas de inhibicion, la reduccion del crecimiento micelial
observada antes de que las cepas de Fusarium endofitas sobrecrecieran las colonias de
V. dahliae sugiere que la antibiosis debe considerarse uno de los modos de accién del
endofito. Los resultados de confrontacion in vitro de este estudio demostraron que dos
cepas de Fusarium enddfitas de C. mirandae presentaron respuesta antagonica contra
los patdgenos de la region, identificadas como F. proliferatum (JS311) y F. oxysporum
(JS439), con los siguientes porcentajes de ICR; F. oxysporum (JS439) contra C. karstii
(40.62%), Neopestalotiopsis sp. (29.25%) y FoC (20.93%), Mientras que F. proliferatum
(JS311) unicamente presentd inhibicion del crecimiento de C. karstii (39.13%) vy
Neopestalotiopsis sp. (24.87%). Estos resultados son similares a los reportados por
Hamzah et al. (2018), donde cepas de Fusarium, endofitas de manglares inhibieron el
crecimiento del patégeno F. solani. Sin embargo, se sugiere realizar mas investigaciones
para determinar si el comportamiento de las cepas de Fusarium endoéfitas de C. mirandae
es de antibiosis contra los patdogenos evaluados. Por su parte, Vidal et al. (2020),
determinaron que la secrecion de compuestos difusibles y volatiles de hongos enddfitos
asociados a diferentes tejidos de plantas nativas y endémicas de la Precordillera Andina

Central de Chile, inhibia el crecimiento micelial del patdgeno necrotrofico B. cinerea.
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La cepa Fusarium sp. (JS286) produjé la mayor cantidad (0.12 mg/mL) de AlA. Estudios
previos han reportado que cepas de Fusarium endofitas pueden producir hasta 0.42
mg/mL de AIA (LU et al. 2023). También se documenta que las cepas de Fusarium
endodfitas de C. mirandae produjeron sideroforos. Seis cepas de los 14 hongos endéfitos
de C. mirandae resultaron capaces de fijar el nitrégeno. Se ha sugerido que los hongos
capaces de producir sideroforos y fijar N atmosférico, generalmente promueven el
crecimiento de las plantas (Khan et al. 2020). Las cepas de los hongos enddfitos de C.
mirandae fueron incapaces de solubilizar fosfatos. Al respecto, los principales hongos
endofitos reportados como solubilizadores de fosfato pertenecen a los géneros
Penicillium, Aspergillus, Piriformospora, Curvularia y hongos micorrizicos arbusculares
(AM) (Mehta et al. 2019), no obstante, se han reportado algunas cepas de Fusarium

endofitas capaces de solubilizar fosfatos (Fauriah et al. 2023).

Los enddfitos de C. mirandae modificaron la arquitectura de la raiz y parte area de las
plantulas de A. thaliana e incrementaron significativamente los parametros de crecimiento
DT, LR, AP, PFP, PFR, PSP y PSR de las plantulas de tomate. La inoculacién de cepas
endodfitas de Fusarium se ha estudiado en diferentes cultivos de importancia agricola y
agronomica, Cheng et al. (2022), reportaron que cepas nativas micorricicas de Fusarium
con su endobacteria Klebsiella aerogenes, promovieron el crecimiento de plantulas de
tomate, incrementando la LR y AP al doble comparado con los controles. Resultados
similares son reportados por Fauriah et al. (2023), quienes probaron que cepas de
Fusarium endofitas en cultivos de maiz, incrementan LR y AP comparado con las
plantulas control, atribuyéndolo a la alta habilidad de estas cepas de solubilizar fosfatos.

Por su parte Kisaakye et al. (2022), demostraron que con la inoculacion de cepas no
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patogénicas de Fusarium se obtuvo un mejor rendimiento en el primer ciclo de cultivo de
bananas en comparacion con las plantas que no fueron inoculadas, incrementando AP y
la circunferencia de la base del pseudotallo del platano, ademas lograron disminuir las
densidades del nematodo excavador Radopholus similis cuando aplicaron cepas de
Fusarium enddfitas. De manera similar Morocko-Bi¢evska et al. (2014), evaluaron la
habilidad de cepas de Fusarium endofitas para promover el crecimiento de fresas, PFR
y de brotes de las plantas preinoculadas fueron significativamente mayores que las
plantas control, ademas la preinoculacion del suelo con cepas de Fusarium redujo
significativamente la gravedad de la enfermedad causada por el patdgeno Gnomonia
fragariae que causa severa pudricion de la raiz de las plantas de fresas. Garcia-Latorre
et al. (2023), demostraron que los extractos de cepas de Fusarium endofitas de Biserrula
pelecinus, incrementaron al doble el PSP y PSR de Lolium multiforum planta forrajera, en

comparacion a los tratamientos controles.

En cuanto a la evaluacion del contenido de clorofila, los enddéfitos de C. mirandae
incrementaron significativamente este parametro en las plantulas de tomate, en este
sentido se demostré que plantulas de maiz tratadas con Alternaria consortiale, enddfito
de Anthemis altissima, registraron los mayores niveles de clorofila aumentando hasta un
60% mas que las plantulas no tratadas (Hatamzadeh et al., 2022). Se ha comprobado
que cuando hay una mayor concentracion de clorofila, hay una mejor captacion de
energia luminica, por lo que el proceso fotosintético se maximiza y los parametros de
crecimiento de las plantas se incrementan mas rapido en condiciones naturales

(Rodriguez-Larramendi et al., 2021).

67



En los ensayos de proteccion, los hongos enddfitos aislados de plantas endémicas de C.
mirandae indujeron proteccion sistémica disminuyendo los porcentajes de severidad del
patdgeno necrotrofico B. cinerea en plantulas de tomate, resultados similares se han
reportado con cepas enddfitas de Beauveria spp., que indujeron resistencia contra B.
cinerea en plantas de chile y tomate (Barra-Bucarei et al., 2019). Asimismo, se ha
reportado que Trichoderma asperellum hongo enddfito de indujo proteccion sistémica
contra B. cinerea en plantas de tomate (Herrera-Téllez et al., 2019). Los resultados de
este estudio demuestran una relevante actividad antifangica de los endofitos de C.
mirandae contra B. cinerea, la induccion de defensa sistémica puede ser el resultado de
un efecto directo o indirecto del enddfito en la planta, por su parte Li et al. (2020),
atribuyen el potencial del hongo enddfito Albifimbria verrucaria como agente de control
de B. cinerea en Vitis vinifera a la actividad quitinasa producida por el enddfito. Asim et
al. (2022), reportaron que cepas de Fusarium endodfitas tienen el potencial de ser
probadas como bioherbicidas en cultivos de trigo para el control de Avena fatua debido a

su actividad enzimatica como la catalasa y peroxidasa.
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Conclusiones generales

Los resultados sugieren que las plantas de areas naturales protegidas y
conservadas pueden ser reservorio de una gran diversidad microorganismos

enddfitos con potencial biofertilizantes, sujeto de futuros estudios.

Los hongos endoéfitos de C. mirandae del género Fusarium son microorganismos

promisorios biofertilizantes para cultivos agricolas.

Este es el primer reporte en México de cepas de Fusarium no patogénicas que

inhiben el crecimiento de patdgenos, promueven el crecimiento vegetal e inducen

proteccion sistémica en las plantas contra patégenos.
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Anexos

Figura 1. Ceratozamia mirandae en la localidad Juan Sabines, Villa Corzo, Chiapas.

A) B)

Figura 2. Estructuras morfoldgicas de reproduccion del género Fusarium enddfito de
C. mirandae vistas al microscopio. A) Macroconidios (40X). B) Microconidios (40X).
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Figura 4. Representacion esquematica de la respuesta antagonica in vitro de cepas
JS311 (F. proliferatum) y JS439 (F. oxysporum) endofitos de raices de C. mirandae,
contra A) Fusarium oxysporum (FoC), B) Colletotrichum karstii (Ck) y C)
Neopestalotiopsis sp. (N).

Figura 5. Representacién esquematica de la promocién de crecimiento in vitro de A.
thaliana por hongos endofitos de C. mirandae. A) Control, B) F. oxysporum (JS439)
y C) F. solani. (JS240).
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Figura 6. Representacibn esquematica de la caracterizacion bioquimica de
microorganismos endofitos de C. mirandae que promovieron el crecimiento de A. thaliana.
A) Produccion de AlA, B) Produccion de Sideréforos C) Fijacion de N y D) Solubilizaciéon
de P. Evaluacion de los ensayos, positivo (+) muestra actividad, negativo (-) muestra
ausencia de actividad.

T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 719 T10 T11 T12

Figura 7. Representacion esquematica del bioensayo de promocion de crecimiento de
plantulas de S. lycopersicum inoculadas con los diferentes tratamientos y hongos enddfitos
asociados a raices de C. mirandae. T1: control agua, T2: FoT, F3: control N al 50%, T4:
control N al 100%, T5: JS286, T6: JS240, T7: JS414, T8: JS439, T9: JS4101, T10: JS296,
T11:JS285y T12: JS256.
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Figura 8. Representacion esquematica del ensayo de proteccion en la interaccién
enddfito-planta — B. cinerea en plantulas de S. lycopersicum. A) Control. B) Plantas
inoculadas con enddfitos de C. mirandae + 50% N — B. cinerea. C) Plantas controles
inoculadas con FoT + 50% N — B. cinerea.
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