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RESUMEN

El cultivo del frijol comuin Phaseolus vulgaris es sensible a diversos factores biéticos y abidticos, entre ellos la
salinidad. A nivel mundial, la salinizacién de los suelos es un factor muy importante en la degradacién de los
suelos agricolas el cual continua en aumento debido a malas prdcticas agriculturales. El uso de organismos
enddfitos, definidos como microorganismos que colonizan tejidos vegetales inter y/o intra-celularmente sin
causar sintomas aparentes de enfermedad, ha ido aumentando en las ultimas décadas debido a que se ha
comprobado que pueden mejorar el crecimiento de su hospedero, conferir resistencia a algunas plagas y

patdégenos y mejorar la tolerancia a diversos factores abidticos como la salinidad.

El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la asociacién endéfita del hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae y la bacteria metilétrofa Methylobacterium oryzae sobre el crecimiento de Phaseolus
vulgaris bajo condiciones de estrés salino. Por lo cual, este trabajo se dividié en dos etapas. La primera, para
promover el crecimiento de P. vulgaris se probaron medios de cultivo con dos concentraciones de sales
Murashige-Skoog (50 y 100%) con (5 g/L) y sin sacarosa como fuente de carbono. Se evalué también, el efecto
de las condiciones nutrimentales sobre el establecimiento de las asociaciones planta-hongo y planta-bacteria.
Se encontrd que los medios de cultivo que incluyeron sacarosa favorecieron el crecimiento de P. vulgaris, siendo
el medio con sales Murashige-Skoog al 50% con 5 g. de sacarosa (%2MS5) el medio seleccionado para los ensayos
bajo condiciones salinas. También se corrobord que la asociacién es con ambos microrganismos es caracter
endofito y pueden establecerce, en el medio %:MS5, a partir de los 10 dias dias de contacto tanto para M.
anisopliae como para M. oryzae, encontrando los mayores indices de colonizacion en tallos y en menor

porcentaje en raiz. En hojas, las asociacion solo se presento con M. anisopliae.

La segunda etapa consistioé en la evaluacién del efecto de la asociacion sobre el crecimiento in vitro de P. vulgaris
bajo condiciones de estrés salino, adicionando 30 mM de NaCl al medio ¥4MS5. Pudo observarse que el estrés
salino afectd negativamente el crecimiento de P. vulgaris, reflejando algunos de los sintomas comunes de las
plantas bajo estres salino como el enrollamiento, clorosis y necrosis en hojas, tricomas glandulares y perdida
de turgencia en las plantas. También pudo corroborarse la asociacién de M. anisopliae y M. oryzae con P.
vulgaris bajo condiciones salinas. Se encontré que la asociacién enddéfita con M. anisopliae y M. oryzae tienen
un efecto neutro sobre el crecimiento de P. vulgaris bajo condiciones salinas. La importanca de los efectos de
las asociaciones endofitas con cultivos de interes para la alimentacion humana radica en que, estas
asociaciones, no solo pueden promover el crecimiento y produccion de los cultivos, sino que al mismo tiempo
pueden ayudar a las plantas a mitigar algunos tipos de estrés biotico o abiotico a los que se ven sometidas

durante el tiempo del cultivo.
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA

A nivel mundial, las plantas en su ambiente natural se enfrentan con diversos tipos de estrés y a través de
diversas adaptaciones fisioldgicas regulan su metabolismo usando mecanismos para detectar y adaptarse
al estrés en cuestion (Rodriguez et al, 2009). Sin embargo, los cultivos agricolas no necesariamente poseen
estas caracteristicas. La sequia, salinidad y temperaturas extremas son los principales tipos de estrés que
causan efectos adversos en el crecimiento y productividad de los cultivos (Martinez et al, 2011). A nivel
mundial, una quinta parte de las tierras de cultivo se encuentran afectadas por la salinidad y se estima que

para el 2050, la mitad de los suelos agricolas podrian estar desertificados (FAO, 2015).

Existen métodos fisicos, quimicos y biolégicos para recuperar los suelos afectados por sales, entre los que
destacan la adicién de abonos orgdnicos para mejorar la estructura y permeabilidad del suelo, el uso de
enmiendas quimicas, como las sales calcicas de alta solubilidad que intercambian el sodio por calcio, el
lavado de las sales solubles con aguas de baja salinidad y la construccidon de obras de drenaje para
contribuir a la rehabilitacion del suelo (FAO, 1988). Sin embargo, en paises donde no se tiene acceso a la
tecnologia necesaria para solventar la problematica, o bien, al recuso econémico para obtenerla, el
desarrollo de técnicas agricolas que permitan reducir los efectos adversos en el ambiente y la generacién

de productos seguros para consumo humano es un reto para las practicas agricolas actuales.

Las semillas de muchas plantas hospedan a una gran diversidad de microorganismos que pueden ser
transmitidos a la planta durante su desarrollo (Parsa et al, 2016). Los enddfitos, sean bacterias u hongos,
se definen como microorganismos que colonizan tejidos vegetales inter y/o intra-celularmente sin causar
sintomas aparentes de enfermedad (Wilson, 1995). Algunos endoéfitos tienen la capacidad de mejorar el
crecimiento de su hospedero, asi como la tolerancia a diversos factores abiéticos o conferir resistencia a
algunas plagas y patégenos. Por esta razon, el interés por los organismos endéfitos ha ido aumentando
para su aplicacién en la agricultura (Wagas et al, 2012), ademds de que se ha demostrado que pueden

establecerse a través de diversos métodos de inoculacién (Parsa et al, 2016).

1.1 Phaseolus vulgaris

El frijol comun, Phaseolus vulgaris, perteneciente al orden de los Fabales y a la familia Fabaceae (De Simone

y Failde de Calvo, 2002) y su cultivo es uno de los mas antiguos ya que se siembra desde hace mas de 4000



afios (Miranda, 1967; Hernandez et al, 2013). El cultivo es muy sensible a factores climaticos como
humedad del suelo, temperaturas, vientos fuertes, ademas de ser altamente susceptible a enfermedades
y plagas (De Simone y Failde de Calvo, 2002). Sin embargo, es la leguminosa de mayor importancia en el
consumo humano a nivel mundial, mismo que se realiza principalmente en los paises en desarrollo. En
Meéxico es el tercer cultivo en importancia, por la superficie que ocupa, después del maiz y el sorgo (FIRA,

2016).

A nivel mundial se han descrito alrededor de 150 especies de frijol, de las cuales, 52 especies son del género
Phaseolus, alrededor de 40 son originarias de México (Miranda, 1966). Entre las cinco especies cultivadas
del género, se encuentran el frijol comun (P. vulgaris L.) y el frijol ayocote (P. coccineus L.), que junto con
el maiz (Zea mays L.), son elementos importantes en la alimentacion de los pueblos nativos de América.
Algunas exploraciones botdnicas realizadas en México han mostrado que las variedades silvestres de
Phaseolus vulgaris L., crecen a lo largo de la Sierra Madre Occidental, en una franja de transicién ecoldgica
situada entre los 500 y los 2700 metros sobre el nivel del mar (msnm), aunque la mayor parte de estas
variedades se presentan alrededor de los 1200 msnm. En esta misma d4rea donde crecen diferentes
especies del género Phaseolus, existe una gran diversidad genética, tanto de P. vulgaris como de algunos
microorganismos que lo parasitan. También se han encontrado variedades silvestres de Phaseolus vulgaris
en Guatemala y al noroeste de Argentina; sin embargo, por los antecedentes que se han mencionado, se
infiere que esta especie tiene su centro de origen primario en la zona occidental del darea México-
Guatemala (Miranda, 1966). En la actualidad es posible encontrar en estas especies un gran nimero de
variantes morfolégicas, en cuyo desarrollo han intervenido tanto la adaptacidn a diferentes ambientes

como la participacion de los diversos grupos humanos (Castillo et al, 2006).

El desarrollo de la planta de frijol comprende de manera general dos fases sucesivas: la vegetativa y la
reproductiva. La fase vegetativa (Figura 1) se inicia en el momento en que la semilla dispone de condiciones
favorables para germinar, y termina cuando aparecen los primeros botones florales; en esta fase se forma

la mayor parte de la estructura vegetativa que la planta necesita para iniciar su reproduccién.



Semilla Radicula

Figura 1. Etapas de desarrollo del frijol en fase vegetativa
(http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm)

La fase reproductiva (Figura 2) inicia con la aparicion de los primeros botones o racimos florales y termina
cuando el grano alcanza el grado de madurez necesario para la cosecha; a pesar de ser esta fase
eminentemente reproductiva durante ella las variedades indeterminadas contindan, aunque con menor

intensidad produciendo estructuras vegetativas (Fernandez et al, 1986).

Etapa de llenado de granos

Figura 2. Etapas de desarrollo del frijol en fase reproductiva
(http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/frejol/bibliogr.htm)
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El frijol tiene una gran adaptabilidad y variabilidad morfoldgica y se cultiva tanto en el tropico como en zonas
templadas. Su ciclo vegetativo puede variar de 80 dias en las variedades precoces, hasta 180 en las trepadoras.
Sus métodos de cultivo son muy diversos, pues puede cultivarse como monocultivo, en asociacidon o en
rotacion. La sucesion y duracién de la emergencia, la floracidn y la madurez fisioldgica estan determinadas
genéticamente en cada variedad, y pueden verse afectadas en cierto grado por la temperatura, la humedad
y la duracion e intensidad de la luz, principalmente (Fernandez et al, 1986; Trevifio y Rosas, 2013). Destaca
por su importancia socioecondmica y por la superficie destinada para su produccidn. Este se consume
principalmente como grano maduro, aunque también como semillainmadura o como vegetal (hojas y vainas).
Existen otros factores que hacen que el frijol tenga importancia socioeconémica, uno de los cuales es su
composicién nutricional, ya que es una fuente de proteinas y minerales, como el zinc y el hierro. La semilla
contiene entre 20% y 25% de proteina, sobresaliendo por su abundancia la faseolina, que posee un alto

contenido de aminoacidos esenciales, como la lisina y el triptéfano (Trevifio y Rosas, 2013).

Independientemente de la variedad, la produccion del frijol comin en México estd comprometida por una
serie de factores bidticos y abidticos. Los principales factores biédticos que merman la produccién incluyen
las enfermedades causadas por hongos y, en menor grado, las producidas por bacterias, virus, gusanos,
plagas y malezas (CESAVEG, 2011). Entre los principales factores abidticos que afectan al cultivo, se

encuentran la temperatura, la disponibilidad de agua y la salinidad de los suelos (Moreno, 1998).

En México, el frijol en se produce en los ciclos agricolas primavera-verano y otoino-invierno. Se ha observado
gue en el ciclo otofio-invierno la produccion es mas baja (INEGI, 2015). Esto puede deberse a que el cultivo
de frijol es sensible a la salinidad y las bajas condiciones de humedad residual. En condiciones de humedad
bajas, los efectos de la salinidad incrementan, debido a que la evapotranspiracién excede la precipitacion,
por lo que la concentracién salina aumenta y las sales de menor solubilidad precipitan (Ayers y Westcot,

1987; Martinez et al, 2011; Chulim et al, 2014).

La problematica de la distribucién y extensién de suelos con problemas de salinidad en México se ha
incrementado en areas de riego en las zonas aridas (Martinez et al, 2011). De manera simultanea, la calidad
del agua de riego en estas dreas se deteriora progresivamente debido al exceso de sales y como
consecuencia del mal manejo del agua y del suelo, asi como también el no tomar en cuenta factores que
promueven la acumulacion de sales, el proceso de salinizacion de suelos se acelera y se agrava,
conduciendo a un deterioro progresivo de los suelos por salinizacidon y como consecuencia genera una

disminucién en el rendimiento y la calidad de las cosechas (Carter, 2002).



1.2 Efectos de la salinidad en plantas

El estrés salino, junto con el estrés hidrico, son los principales factores abidticos que afectan la
productividad agricola, debido a que la mayoria de las plantas cultivadas son sensibles a estas condiciones
(Martinez et al, 2011). La salinizacidn de los suelos es el proceso de acumulacién de sales solubles en agua.
Esto puede ocurrir de forma natural, asociado a condiciones climaticas de aridez y en presencia de
materiales originales ricos en sales, o tener origen antropogénico, causado por el riego prolongado con
aguas con elevado contenido de sales, bajo climas secos o con una baja precipitacion (Carter 2002; Martinez
et al, 2011). Para propositos de definicidn, un suelo salino es aquel que tiene una conductividad eléctrica
mayor a 4 decisiemens por metro (dS/m) a 25°C (Richards, 1954). Este valor es cominmente citado
alrededor del mundo. Sin embargo, debido a que la salinidad también depende de la distribucion de las
sales en el suelo, el contenido de agua y las practicas agriculturales, incluido los métodos de irrigacién, el
comité de terminologia de la Sociedad de la Ciencia del Suelo de América (SSSA, por sus siglas en inglés)

redujo el limite a 2 dS/m (FAO, 1988).

Muchos procesos en las plantas se ven afectados por el estrés salino, tales como la germinacidn, el
crecimiento, la fotosintesis, la produccién de pigmentos fotosintéticos, lo que puede derivarse en un
desbalance nutrimental, estrés oxidativo e incluso la muerte de la planta (Parihar et al, 2015). Los efectos
del estrés salino estan divididos en tres categorias que interactuan entre si (Figura 3): efectos en la relacién
hidrica, efectos nutricionales y efectos en el balance de energia. Ademas, estos efectos pueden variar de
una especie a otra, asi como en una misma especie dependiendo de las condiciones ambientales

(Pasternak, 1987).

El principal efecto del estrés salino sobre la relacidn hidrica en plantas se ve reflejado sobre la reduccién de
la capacidad de absorcién de agua de la planta. Esta se puede manifestar en la reduccién de la expansién
foliar y perdida de turgencia, es decir, una célula vegetal expuesta a un medio salino equilibra su potencial

hidrico perdiendo agua, lo que produce la disminucién del potencial osmatico (Leidi y Pardo, 2002).
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Figura 3. Efectos de del estrés salino en las plantas (Tomada de Pasternak, 1987)

En relacidn con los efectos causados por el estrés salino sobre la nutricidn de las plantas, se observan dos
efectos: la absorcién excesiva de Na* y ClI" y un desequilibrio nutricional debido a la interferencia de los
iones salinos con la absorcion de los nutrientes esenciales que requiere la planta (Stoeva y Kaymakanova
2008; Quintana et al, 2016). La toxicidad metabdlica del sodio estd asociada con perturbaciones en la
membrana celular y con la competencia por los sitios del enlace del potasio (K), esencial para el
metabolismo. Una alta concentracién de sodio desplaza los iones de calcio de los sitios de enlace de la
membrana celular en la raiz y altera su permeabilidad, lo que causa una salida de potasio de las células y
favorece la entrada del sodio (Leidi y Pardo, 2002). Al deteriorarse la selectividad de la membrana por
efecto del sodio, se favorece la acumulacién pasiva del mismo en raices y tallos. Por consecuencia, las
elevadas concentraciones de sales en el suelo inhiben el crecimiento de las plantas por causa de una
acumulacién de iones en cantidades toxicas y la reduccién de la disponibilidad de nutrientes (Garzon y

Garcia, 2011).

La adaptacién de las plantas bajo estrés salino tiene como consecuencia la reduccidn del crecimiento de las
plantas, esto debido principalmente a una alteracion en la tasa fotosintética y en el metabolismo de los

carbohidratos y su posterior distribucién. La reduccién de las tasas fotosintéticas en plantas sometidas a



estrés salino se produce debido a la pérdida del potencial hidrico, asi como también y a la acumulacién de
Na*y CI" en los cloroplastos, a un aumento en la actividad de la enzima clorofilas, afectando la sintesis de

clorofilas (Argentel et al, 2009).

Ademas del impacto directo de la salinidad, la exposicién de una planta a altos niveles salinos desencadena
la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Parihar et al, 2015). El estrés salino puede conducir
al cierre de estomas, lo cual reduce la disponibilidad del diéxido de carbono en las hojas e inhibe la fijacion
de carbono, exponiendo a los cloroplastos a una excesiva energia de excitacién que en consecuencia
incrementa la produccién de ERO, como el superdxido, hidroxilo y perdxido, que causan la peroxidacion de
los lipidos de la membrana, la oxidacidn de las proteinas y dafio a los acidos nucleicos (Gama et al, 2007;

Quintana et al, 2016).

1.3 Mecanismos de tolerancia a salinidad en plantas

Se ha observado que, bajo condiciones salinas, muchas plantas presentan mecanismos que les permiten
tolerar la salinidad. Recientemente Munns y Tester (2008), mencionan que, a nivel general, la respuesta

de las plantas a la salinidad puede ser descrita de dos fases principales:

La primera se basa en el impedimento de la entrada de sales a la planta, mientras que la segunda minimiza
la concentracion de sales dentro de la planta a través de diferentes mecanismos. A grandes rasgos, la
primera fase es independiente del ion salino, ocurre en minutos o dias, y esta relacionada a la detecciony
sefializacion del Na*. En esta primera fase, los efectos del Na* en las relaciones hidricas son importantes ya
gue causa el cierre de estomas vy la inhibicion de la expansion foliar. La segunda fase, es una respuesta
dependiente al ion salino, se desarrolla en un periodo mas largo (dias a semanas) e involucra la
acumulacién de iones en las plantas a concentraciones tdxicas, particularmente en hojas maduras,
causando una senescencia prematura y reduciendo el rendimiento de la planta o causando la muerte.

Asimismo, algunos de los mecanismos utilizados en estas fases se describen brevemente a continuacion:

Toma de sodio en raices. Las raices son el primer sitio de contacto con las altas concentraciones de Na* del
suelo y, por consiguiente, de su toma o absorcion. El Na* entra a la raiz en forma pasiva desde el medio
ambiente externo al citoplasma de las células epidérmicas y del cortex. La entrada pasiva de Na* a la raiz

depende del gradiente de concentracién y la diferencia de potencial a través de la membrana plasmatica.



Las células epidérmicas constituyen la primera barrera para el movimiento de iones en la raiz. Esta barrera
permite a la mayoria de las plantas excluir alrededor del 98% de las sales en la solucién del suelo,
permitiendo que sdlo el 2% de las sales entren al xilema. Posteriormente, el Na* es transportado hacia el
xilema de la raiz por la via del apoplasto y el simplasto. Una vez en el xilema, es transportado hacia los

brotes por la corriente de transpiracién y flujo del xilema (Munns y Tester, 2008; Parihar et al, 2015)

Acumulacién de solutos compatibles. Uno de los mecanismos para mantener estables las condiciones
intracelulares bajo condiciones de estrés salino o hidrico, es incrementar el potencial osmético de la planta
a través de la acumulacién de osmolitos tales como: azucares (fructosa, sucrosa y glucosa), polialcoholes
(manitol, glicerol e inositol), azicares complejos (trehalosa, rafinosa, otros), y algunos aminodcidos o
derivados de aminodcidos (prolina, glicina-betaina, alanina-betaina ), los cuales conducen a diversas
respuestas adaptativas relacionadas al uso eficiente del agua y mantener la turgencia celular (Mass, 1990;

Kaymakanova y Stoeva, 2008).

Distribucion y transporte de sodio a larga distancia. La translocacidn de Na* de las raices a las hojas es una
importante estrategia de las plantas bajo estrés salino. La exclusidon de sales en la planta previene la
acumulacién de sales en los tejidos fotosintéticos a través del control del transporte del Na* en el xilema
de la raiz. En las plantas, la via apoplastica, permite el movimiento de iones de Na* hacia xilema a través de
la pared celular y espacios intercelulares sin atravesar la membrana plasmatica. Mientras que por la via
simplastica involucra proteinas integrales de membranas como los transportadores de K* de alta afinidad

(HKT) (Parihar et al, 2015).

Compartimentacion de sodio. Un mecanismo para mantener niveles bajos de Na* en el citoplasma es su
secuestro dentro de vacuolas. La compartimentacion celular puede estar asociada con la suculencia, para
proveer de un gran volumen a las vacuolas en donde el Na* pueda ser almacenado. Durante este proceso,
el sodio es acumulado y depositado en un gradiente a lo largo de su eje de crecimiento, con la mayor
concentracion depositada en las partes jévenes de las hojas, donde es secuestrado dentro de la gran

vacuola central de las células (Flowers y Yeo, 1986).

Otros mecanismos se relacionan con cambios anatémicos como respuesta para contrarrestar los efectos
negativos de las sales. Como la formacién de tricomas glandulares (Garzén y Garcia, 2011) que se cree tienen

un papel en la secrecién del exceso de sales, asi como, células “vejiga” que funcionan como reservorios de



agua para las células fotosintéticas (meséfilo) que se encuentran dentro de la hoja (Barkla et al, 2007).

1.4 P. vulgaris bajo estrés salino

Se ha reportado que la salinidad afecta no solo a cultivos de interés alimenticio, sino también a muchos
otros tipos de plantas (FAO, 1988). En este aspecto, el cultivo de frijol ha sido identificado como sensible a
la salinidad, demostrdndose que diferentes concentraciones de sales afectan la etapa y tasa de
germinacion, la longitud del tallo y el tamafio de las hojas (Chulim et al 2014), observandose que la

variabilidad de la respuesta se amplia mas entre especies y variedades (Kaymakanova, 2008).

En el aspecto agricola, la produccidn de biomasa y relacién raiz/follaje son criterios cominmente utilizados
para seleccionar individuos con tolerancia a la salinidad, ya que el efecto inhibitorio que causa el estrés
salino sobre estas variables de crecimiento es mas notable en cultivos sensibles a la salinidad, que en los
tolerantes de la misma especie (Moreno 1998; Gama et al, 2007). Argentel et al (2009), menciona que un
cultivo puede clasificarse como sensible a salinidad como consecuencia de una drdstica disminucion en el
peso seco al tener una concentracién arriba de 20 mM de NaCl. Como se menciond previamente, el cultivo
de frijol es sensible a la salinidad ya que puede reducir su rendimiento hasta en un 50%, cuando se presenta
una conductividad eléctrica (CE) del suelo = 2 dS/m, equivalente a 20 mM de NaCl (Quintana et al, 2016).
Sin embargo, tanto en este como en otros cultivos, las adaptaciones estructurales ante el estrés salino
varian entre especies y genotipos de una misma especie. En el caso de P. vulgaris, existen estudios (Franca
et al, 2007; Chulim et al, 2014) que han mostrado que concentraciones de sales mayores que 50 mM de
cloruro de sodio (NaCl) afectan la capacidad de germinacion de las semillas, asi como también, la longitud
de tallo, el peso fresco y seco de la plantula, los cuales disminuyen conforme aumenta la concentracion de
sales (Gama et al, 2007). Diversos estudios (Gonzalez et al, 2006; Franca et al, 2007; Chulim et al, 2014) han
demostrado diferentes grados de afectacidon debido al estrés salino, dependiendo de la variedad de P.

vulgaris (Tabla 1).

Strogonov (1964) y Mass (1990), coinciden en que el efecto mas comun de la salinidad en P. vulgaris es el
retraso general del crecimiento de la planta. Cuando la concentracién de sales aumenta arriba del nivel
limite de tolerancia (2 dS/m), la velocidad del crecimiento y el tamafio de la mayoria de las variedades

decrecen progresiva mente.



Tabla 1. Porcentaje de germinacién (%) en diversas variedades de P. vulgaris bajo estrés salino.

Concentracion de NaCl
Variedad de P. vulgaris

50 mM 100 mM
Azufrado? 75 70
Negro? 66 52
Pinto?® 59 46
Carioca® 33 22
Mulatinho® 22 66
Canario-60? 18 17
Pinto-Villa® 17 33

Tomada de Gonzélez et al, 20062 Franga et al, 2007°; Chulim et al, 2014,

1.5 Microorganismos endofitos

El término endodfito fue acuinado por Anton de Bary en 1886, para describir “microorganismos que colonizan
los tejidos internos de brotes y hojas (Wilson, 1995). Esta definicidn fue revisada posteriormente para
especificar que las infecciones causadas por los endéfitos son asintomaticas. Estos pueden colonizar todos
los tejidos internos de su hospedero, sin dafiar o provocar una respuesta en los sistemas de defensa,
ademas de que los endodfitos pueden no permanecer como tal durante todo su ciclo de vida (Porras y

Bayman, 2011).

Los microorganismos endofitos han sido aislados de casi todas las plantas conocidas hasta la fecha. De
acuerdo con sus estrategias de vida, los microorganismos enddfitos se han clasificado como obligados o
facultativos, sin causar dano alguno a la planta. Los primeros dependen estrictamente de la actividad de la
planta para su sobrevivencia y crecimiento, mientras que los enddfitos facultativos son aquellos que, en
una etapa de su ciclo de vida, pueden existir fuera de la planta hospedera, principalmente en el suelo, para
luego ingresar en la planta por las grietas existentes en las uniones de las raices laterales (Nair y

Padmavathy, 2014; Hardoim et al, 2015).

Este tipo de microrganismos exhiben interacciones complejas y se ha demostrado que tienen la capacidad
de conferir potencial adaptativo a las plantas hospederas como: (i) la promocién del crecimiento vegetal
por efecto de la produccion de reguladores de crecimiento vegetal como auxinas, citocininas y giberelinas

(Kumar et al, 2016; Waqas et al, 2012); (ii) la mitigacion de diversos tipos estrés vegetal, como el estrés

10



hidrico o salino (Kumar et al, 2016; Khan et al, 2012); (iii) el suministro de nutrientes por la fijaciéon o
movilizacién de nitrogeno o fosforo (Ndbrega et al, 2015; Kumar et al, 2016); asi como, (iv) la capacidad
de conferir proteccién contra insectos y patdgenos mediante la induccién de mecanismos de defensa, por
antagonismo o parasitismo, (v) la produccién de metabolitos secundarios y (vi) la induccidn del sistema de

defensa del hospedero (Porras y Hayman, 2011; Reinhold y Hurek, 2011).

1.5.1 Hongos endofitos

Aunque actualmente solo se han descrito alrededor de 100,000 especies de hongos, probablemente
existen muchos mas, estimdndose alrededor de 1,500, 000 aun por describir. Los hongos asociados a
plantas usualmente se encuentran divididos en cinco grupos funcionales: micorrizas, patdgenos, epifitos,
endofitos y saprofitos (Porras y Bayman, 2011). Los hongos endéfitos poseen una gran biodiversidad, ya que
han sido encontrados en practicamente todas las plantas lefiosas examinadas (Saikkonen et al, 2004), asi
como también en especies de importancia agricola, pudiéndose encontrar hasta 90 especies diferentes de
endofitos en una sola hoja de un arbol tropical (Bayman, 2006) y hasta 50 géneros relacionados en raices
y tallos. Sin embargo, algunos endéfitos son especificos de algunos tejidos u hospederos (Rodriguez et al,

2009; Behie et al, 2015).

La aplicacion de hongos que se asocian con plantas, sean enddfitos o no, puede tener efectos directos e
indirectos sobre el crecimiento de su hospedero. Entre los efectos directos, se encuentra la formacién de
metabolitos, como hormonas de crecimiento y una mayor transferencia de minerales hacia la rizésfera
(Sasan y Bidochka, 2012). De manera indirecta, los hongos pueden ser responsables de la induccion de los
mecanismos de defensa de la planta (Rodriguez et al, 2009). Otro mecanismo importante para la
promocioén del crecimiento vegetal por hongos es contrarrestar microorganismos nocivos asociados a la

rizdsfera (Sasan y Bidochka, 2013).

En general, se han reconocido dos tipos principales de hongos enddfitos, reflejando esta clasificacion las
diferencias en su relacidn evolutiva, taxonomia, plantas hospederas y funciones ecoldgicas: los endéfitos
clavicipitaceos, que infectan pastos, y los enddéfitos no clavicipitaceos, que pueden ser recuperados de
tejidos asintomaticos de plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas (Rodriguez et al. 2009).
Las investigaciones de los efectos de los hongos endéfitos se han concentrado en los efectos que estos

tienen sobre los insectos herbivoros y algunos patdgenos (Sasan y Bidochka, 2013). Algunos enddfitos
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pertenecen a diversos géneros que incluyen a hongos entomopatégenos, los cuales han sido aislados de
diferentes tipos de plantas, asi como también, inoculados al depositar una suspensién de las esporas del
hongo en la radicula de la planta a infectar posterior a la germinacion (Vega et al, 2008). Aunque muchas
publicaciones relacionadas con este tema involucran a Beauveria bassiana como un hongo enddfito, se ha
demostrado que otros entomopatégenos como Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii,
Cladosporium sp pueden ser bifuncionales, es decir, pueden actuar como patégenos de insectos, asi como
también ser enddfitos de plantas, confiriéndoles proteccion contra diferentes tipos de estrés bidtico o

abidtico (Bonilla, 2012).

En este aspecto, el género Metarhizium es el micoinsecticida mas intensamente estudiado en la familia de
los Clavicipitaceae, el cual ha sido usado a gran escala en diferentes paises (Padilla et al, 2000). El amplio
rango de insectos que son afectados por el género Metarhizium lo hace comercialmente atractivo como
agente de control bioldgico (Garcia et al, 2013). Entre los 6rdenes afectados estan Coledptero, Hemiptera,
Lepidoptera, Ortdptera, asi como también algunas especies de arafias y camaleones (Kepler et al, 2014).
Metarhizium anisopliae, antes conocido como Entomophthora anisopliae, esta clasificado en el reino Fungi,
phylum Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae. Es capaz de
prosperar en el suelo o sobrevivir de forma latente en espera de un hospedero susceptible. Es un hongo
con reproduccidn asexual a través de conidios. Los conidios son ovalados a cilindricos, truncados en ambos
extremos, con un tamano que varia entre 3.5 y 9 p de largo, las colonias del hongo exhiben formas variadas
y matices de color verde (Kepler et al, 2014). La evidencia del ataque de M. anisopliae sobre insectos, en
condiciones naturales, ha sido descrita como “muscardina verde” en mas de 200 especies de insectos,
exhibiendo diferentes grados de especificidad, la cual estd influenciada por las caracteristicas del patégeno
y de la cuticula del hospedero. Esto es debido a que este hongo entomopatdgeno produce alrededor de 27
tipos de destruxinas, swainsonina y citocalasina C, que son compuestos con actividad bioldgica contra un
amplio rango de insectos (Garcia et al, 2013). Durante la patogénesis, M. anisopliae secreta enzimas que
pueden degradar los polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina), permitiendo el
aprovechamiento de nutrimentos para su crecimiento (Padilla et al, 2000; Behie et al, 2015). También se
ha reportado que Metarhizium spp. presenta antagonismo contra algunos microorganismos patégenos y
puede colonizar las raices de las plantas (Sasan y Bidochka, 2012). Pero M. anisopliae no solo funciona
como un agente de control bioldgico. Recientes estudios han demostrado que una caracteristica de este
hongo como organismo endoéfito es conferirles a las plantas hospederas tolerancia a condiciones de estrés

como salinidad (Khan et al, 2012), altas temperaturas y radiacién UV (Rangel et al, 2008).
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1.5.2 Bacterias endofitas

Al igual que los hongos enddfitos, las bacterias endoéfitas habitan dentro de los tejidos de las plantas al
menos durante una parte de su ciclo de vida sin causar dafio alguno a su hospedero. Desde los primeros
reportes de bacterias endodfitas, se han reportado mds de 200 géneros de 16 divisiones, los cuales incluyen
bacterias cultivables y no cultivables. Sin embargo, las bacterias enddfitas mas predominantes y estudiadas
pertenecen a tres divisiones: Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (Reinhold y Hurek, 2011). Muchos
géneros pertenecientes a estas divisiones son comunes en el suelo/rizosfera y tienen la capacidad de
colonizar diferentes tipos de tejido, como el espacio intracelular de la pared vegetal y el xilema, asi como
también 6rganos reproductores, como flores, frutos y semillas en donde producen diversos compuestos
como antibidticos y metabolitos secundarios (Reinhold y Hurek, 2011). Estos compuestos pueden
promover el crecimiento vegetal, actuar como un agente de biocontrol sobre una gran cantidad de
fitopatogenos (Chanratana et al, 2017), mejorar la eficiencia de los procesos de fitorremediacion de
compuestos toxicos en la rizosfera, mejorar la fijacion de nitrégeno y balancear el ciclo del carbono (Nairy
Padmavathy, 2014), ademas de la posibilidad de su uso como bioinoculantes, una alternativa

ambientalmente amigable al uso indiscriminado de fertilizantes quimicos y plaguicidas (Kumar et al, 2016).

Existe un grupo importante de bacterias, denominado metildtrofos, compuesto por bacterias Gram
negativas que, generalmente poseen una pigmentacidn color rosa debido a la sintesis de carotenoides.
Debido a esto, a estas bacterias se les conoce como metildtrofos facultativos rosas. Los metildtrofos estan
clasificados en tres subgrupos, en funcion del sustrato que utilizan: 1) metilétrofos que usan compuestos
de un carbono (C1), llamados obligados, 2) metilotrofos que usan un rango limitado de compuestos de mas
de un carbono, denominados facultativos, y 3) metildtrofos capaces de crecer en un amplio rango de
compuestos carbonados complejos pero que son menos restrictivos que los facultativos. Estas bacterias
son capaces de penetrar en la planta, generalmente a través de las raices y colonizar al hospedero (Omer
et al, 2004; Rekadwad et al, 2014). Debido a su gran plasticidad fenotipica, los miembros de este género
pueden establecerse en diferentes habitats como el suelo, la superficie de las hojas, ndédulos, semillas y en
el aire (Nébrega et al, 2015), sin mostrar actividad fitopatégena (Meena et al, 2012), y pueden asociarse

con diversas funciones (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de la asociacidn enddfita de bacterias metilotrofas con diversos cultivos

Cultivo Metilotrofo asociado Fuente Efecto
Produccion de acido
Trigo Methylobacterium oryzae Filosfera . L.
g y Y indolacético (AIA)
Arroz M. extorquens, M. fujisawaense Filésfera Produccidn de AIA

Produccion de AlA,
Cafia de azicar M. oryzae Rizésfera actividades promotoras de
crecimiento vegetal

Arroz M. oryzae CBMB-20, M. oryzae Rizésfera Fijacion de N;
M. suomiense Rizdsfera Colonizacién de raices
.. . o Produccion de AIA
Pimiento rojo M. oryzae Filosfera S Y
citocininas
M. oryzae Rizésfera Biofertilizante
Tomate M. suomiens Rizosfera Colonizacidn de raices
Metilotrofo facultativo pigmentado de . .,
Soya Pig Filésfera Produccion de AIA
color rosa
, Metildtrofo facultativo pigmentado de . .,
Mani Pig Filosfera Produccion de AIA
color rosa
Frijol mungo M. organophilum Suelo Biofertilizante
. Metildtrofo facultativo pigmentado de . . -
Frijol mungo Pig Filésfera Biofertilizante

color rosa

Modificada de Kumar et al, 2016.

Varios estudios han demostrado los efectos positivos en la biorremediacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y el aumento a la tolerancia de algunos metales pesados al utilizar Methylobacterium spp
(Nobrega et al, 2015). Algunos de los mecanismos por medio de los cuales Methylobacterium spp. estimula
el crecimiento vegetal, estan relacionados a la disponibilidad de nutrientes originados de procesos, como
la fijacidn bioldgica de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos, el amortiguamiento del estrés mediante la
modulacién en la expresion de ACC desaminasa, la produccién de fitohormonas, entre otros (Kumar et al,
2016), ademas de que estos mecanismos también influyen en la iniciacion floral y promueven el
establecimiento y crecimiento de frutos (NAbrega et al, 2015). Un ejemplo de esto es Methylobacterium
oryzae, la cual se ha encontrado formando asociaciones enddéfitas con mas de 70 especies de plantas,
colonizando activamente raices, tallos y hojas (Kumar et al, 2016). Presenta algunos beneficios como la
promocién del crecimiento vegetal, debido a la produccién de hormonas vegetales como auxinas y

citocininas, asi como a su capacidad para fijar nitrégeno (Patt et al, 1976; Omer et al, 2004).
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1.6 Efecto de los microorganismos endéfitos en plantas bajo estrés salino.

Poco se conoce sobre el mecanismo de acciéon de los microorganismos enddfitos contra el estrés salino.
Khan et al. (2012) reportan que plantas asociadas con M. anisopliae bajo condiciones de estrés salino
contrarrestan los efectos de la salinidad, incrementando el largo del explante y area foliar, a través de la
sintesis de bajas concentraciones de acido abscisico y altas de acido jasmodnico, el cual actua como una
molécula sefializadora de la respuesta de las plantas a condiciones de estrés como la exposicién a ozono,
sequia y el ataque por patdgenos y plagas. Otro mecanismo de M. anisopliae contra el estrés salino es el
aumento de la produccion de prolina, la cual funciona como un antioxidante, estabilizando las estructuras
celulares y permitiendo un ajuste en el potencial osmoético; lo anterior mantiene niveles bajos de
malondialdehido, lo cual se traduce en una mejor integridad membranal (Turkal y Demiral, 2009; Azad y

Kaminskyj, 2016).

Estudios recientes (Giri et al, 2013; Chanratana et al, 2017) han demostrado que, aunque en general
Methylobacterium spp. no crece bien bajo condiciones de estrés salino, su desempefio varia de acuerdo
con la concentracion de NaCl a la que se expone. Chanratana et al. (2017) encontraron que en
concentraciones entre 50mM y 100 mM de NaCl, M. oryzae tiene una supervivencia significativamente alta
en comparacion con los controles (0 mM), aun en exposiciones prolongadas (mas de 72 horas). Este
resultado se atribuyé a que cuando M. oryzae es expuesta a concentraciones de hasta 100 mM de NaCl
incrementa la produccién de exopolisacdridos, acido polihidroxibutirico, AIA, ACC desaminasa y prolina, asi
como también la produccion de biopeliculas. Ademas, también se ha encontrado que puede formar

asociaciones enddfitas con algunos cultivos aun bajo condiciones salinas (Lee et al, 2015).
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2 JUSTIFICACION

La evidencia de los diversos efectos positivos que los microorganismos enddfitos tienen sobre sus
hospederos ha conducido la busqueda de vias alternas para mejorar la fertilidad del suelo, la produccion

de cosechas y la eliminacién de enfermedades de manera sostenible.

En relacidon con los microorganismos endéfitos utilizados en el presente trabajo, se ha comprobado que
diferentes especies de Metarhizium, en asociaciones enddfitas, pueden mejorar el crecimiento vegetal, la
tolerancia a condiciones de estrés salino e hidrico y la resistencia a enfermedades en plantas (Garcia et al,
2011; Khan et al, 2012; Sasan y Bidochka, 2012). En el caso del género Methylobacterium, se ha
demostrado la mejora del crecimiento vegetal por medio de la fijacién de nitrégeno (Kumar et al, 2016) y
la produccién de fitohormonas como acido indolacético y citocininas (Meena et al, 2012), asi como la
capacidad de proveer nutrientes en condiciones de estrés por medio de diferentes mecanismos (Rekadwad

et al, 2014).

Todas estas caracteristicas, juntas o por separado, hacen que M. anisopliae y Methylobacterium oryzae
puedan promover el crecimiento vegetal de Phaseolus vulgaris ante condiciones adversas, como el estrés

salino.
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3 HIPOTESIS DE TRABAJO

El crecimiento de Phaseolus vulgaris en condiciones de estrés salino, se vera favorecido a través de una

asociacion con Metarhizium anisopliae y/o Methylobacterium oryzae bajo condiciones in vitro.

4 OBIJETIVOS

4.1 General

Determinar la influencia de la asociacidn endéfita entre Phaseolus vulgaris y un hongo entomopatégeno o

una bacteria metildtrofa sobre el crecimiento vegetal, bajo condiciones de estrés salino.

4.2 Especificos

1. Definir las condiciones nutrimentales que permitan establecer la asociacidon endodfita de P. vulgaris con

M. anisopliae y con M. oryzae.

2. Determinar el tiempo del establecimiento de las asociaciones planta-hongo y planta-bacteria y evaluar

su naturaleza enddfita.

3. Determinar el nivel de colonizacién de la planta por los microorganismos, en funcion del tiempo de

contacto y de la parte de la planta.

4. Evaluar el efecto de las asociaciones P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae sobre el

crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés salino.
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5 METODOS Y MATERIALES

5.1 Estrategia experimental

El presente trabajo se llevd a cabo en dos etapas generales (Figura 4). En la primera etapa, se probaron
diferentes condiciones nutrimentales para promover el crecimiento de P. vulgaris, e inducir la asociaciéon
enddfita con M. anisopliae y M. oryzae. Esto se realizdé bajo condiciones in vitro, utilizando medios de
cultivo con diferentes concentraciones (50 y 100%) de sales Murashige-Skoog con (5 g/L) y sin sacarosa
como fuente de carbono. Con los resultados obtenidos en la primera etapa, se selecciondé el medio de
cultivo con los mejores resultados en cuanto a la produccion de biomasa y el establecimiento de la
asociacion. La segunda etapa consistié en la evaluacion del efecto de la asociacidn sobre el crecimiento in
vitro de P. vulgaris bajo condiciones de estrés salino, adicionando 30 mM de NaCl. La variable usada para

analizar diferencias de crecimiento en ambos ensayos fue la biomasa en peso seco.

| Phaseolus vulgaris |

Jr Desinfestacion de semillas
Conservacion o it s
4°C, PDA/AN Metarhizium anisopliae Ensayos. ot witre: Germinacion
) condiciones «—
Propagacién Methylobacterium nutrimentales Trasplante: Medios MSy 5MS
128;05.:NC, oryzae (sin/con sacarosa)
Ensayos in vitro: Plantas con/sin
- 22 dias inoculo (hongo/bacteria); n = 4
Desinfestacion de tejidos «— Ti p_o de
asociacion h 4

Endofiticidad (%) Cosecha

Hojas, tallo raiz

Biomasa - Crecim.
PesosecoT yR (60°C, 48 h) vegetal
¥

ANOVA -Tukey

Seleccidn de condiciones:
Crecimiento vegetal
Asociacion endoéfita

ANOVA -Tukey

Desinfestacion 27d -
Germinacion Ensayo in vitro: Crecim. m E -
Trasplante: Medio seleccionado condiciones salinas vegetal Peso seco tallos y raices

Ensayos in vitro: Plantas con/sin
inoculo en medio seleccionado + NaCl

Figura 4. Estrategia experimental general. Los cuadros en rojo muestran las etapas en que se divide

el ensayo, los cuadros en gris claro muestran las variables de respuesta.

18



5.2 Material biolégico

5.2.1 Cultivo de indculos y conservacion de las cepas

Metarhizium anisopliae. E|l hongo utilizado fue Metarhizium anisopliae cepa CP-OAX (Figura 5), que
pertenece a la coleccion de hongos del Colegio de Posgraduados, México. Este hongo se identificd por analisis
de secuencia de los genes ribosomales como Metarhizium anisopliae var. Lepidiotum (Tlecuitl-Beristain et
al, 2010). Para la propagacion de la cepa, se utilizaron cajas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA),
las cuales fueron inoculadas por puncion utilizando una aguja bacteriolégica. Posteriormente, las cajas se
incubaron a 25°C por 10 dias, hasta la esporulacidon del hongo. Después de su crecimiento por 10 dias, el

hongo se almacend en PDA a 4°C para su conservacion.

Methylobacterium oryzae. La cepa de Methylobacterium oryzae AMF14 (Figura 5), se aislo de raices de
Acacia farnesiana creciendo bajo condiciones in vitro. La cepa fue identificada (99% de similitud) como M.
oryzae mediante el analisis de secuencias de nucledtidos del gen 16S rRNA (Alcantara et al, 2018). Para la
propagacion de la cepa, se utilizaron cajas de Petri con agar nutritivo (AN), las cuales fueron inoculadas por
estria. Las cajas se incubaron a 25°C por 10 dias. Posterior a los 10 dias, la bacteria fue conservada en agar

nutritivo a 4°C.

Metarhizium
anisopliae

B

Figura 5. Cepas de Methylobacterium oryzae y Metarhizium anisopliae usadas en el estudio.
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5.2.2 Phaseolus vulgaris

En el presente estudio se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris que fueron adquiridas de la zona agricola
de Cholula, Pueblay, de acuerdo con algunas de caracteristicas morfoldgicas, se identific6 como la variedad
Amarillo (color amarillo a café claro, peso de 100 semillas: 31.58 g., forma ovalada o arrifionada) (Castillo
et al, 2006) y se cultiva principalmente en los estados de Morelos, Puebla y el Estado de México. Las

semillas fueron conservadas en una bolsa de plastico a temperatura ambiente hasta su uso.

5.2.3 Prueba de viabilidad y desinfestacion de las semillas

Previo al inicio del ensayo, se corrobord la viabilidad de las semillas. Esto se realiz6 mediante una prueba
de flotacién (FAO, 1991). Se colocd un nimero determinado de semillas en un vaso de precipitados con
120 ml de agua destilada, el tiempo estimado de hidratacion se determind al exponer las semillas a
diferentes tiempos de remojo (10, 20, 40 y 60 min), ya que dejar demasiado tiempo en remojo la semilla,
el tegumento que cubre a los cotiledones y al embridn se reblandece, ocasionando el dafio del embrién al
iniciarse el proceso de desinfestacidon. Posterior al remojo de las semillas durante 10 minutos, las semillas

flotantes fueron eliminadas.

Las semillas seleccionadas mediante la prueba de flotacién fueron colocadas en un vaso de precipitados y
se desinfestaron de acuerdo con la metodologia modificada de Sasan y Bidochka (2012) y Greenfield et al,
(2016): (i) agitacion en solucion de detergente comercial marca Roma (4%), 25 min; (ii) agitacion en
solucion de etanol (70%), 2 min; (iii) agitacion en solucidn de hipoclorito de sodio (2%), 50 min. Posterior a
cada fase, las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar completamente el

detergente, el etanol o el hipoclorito de sodio.

5.2.4 Germinacion y seleccion de plantulas

Una vez finalizado el proceso de desinfestacion, la germinacion de las semillas se llevé a cabo en cajas de
Petri con agar-agua (8 g/L) y se colocaron cuatro semillas en cada caja. Las cajas de Petri con las semillas
fueron colocadas en una camara de crecimiento a 25° C con un fotoperiodo de 16 h por tres dias.
Transcurrido este periodo, se seleccionaron las semillas con una radicula mayor a 1 cm, para ser

trasplantadas al cuarto dia a los medios del ensayo. Se trasplanté una semilla por caja Magenta®.
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5.3 Ensayos in-vitro

5.3.1 Condiciones nutrimentales y asociacion enddéfita

Con el propésito de definir las condiciones nutrimentales que promovieran el crecimiento de la planta y
permitiera establecer una asociacion endoéfita entre P. wvulgaris-M. anisopliae, P. vulgaris-
Methylobacterium oryzaey P. vulgaris con ambos microorganismos, se evaluaron cuatro medios de cultivo
basados en las sales de Murashige-Skoog (MS) debido a que permite el rapido crecimiento vegetal bajo
condiciones in vitro y es apto para la mayoria de las especies. Los componentes del medio MS, se listan a

continuacion en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes del medio Murashige and Skoog adquirido en Sigma-Adrich

Componente (mg/L)
Nitrato de amonio 1650.0
Acido bérico 6.2
Cloruro de calcio (anhidro) 332.2
Cloruro de cobalto ¢ 6H,0 0.025
Sulfato cuprico ¢ 5H,0 0.025
Disodio-EDTA e 2H,0 37.26
Sulfato ferroso ¢ 7H,0 27.8
Sulfato de magnesio (anhidro) 180.7
Sulfato de manganeso ¢ H,O 16.9
Acido de molibdeno (sodio sal)  2H,0 0.25
loduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900.0
Fosfato de potasio monobdsico 170.0
Sulfato de zinc ¢ 7H,0 8.6
Glicina (base libre) 2.0
Mio-Inositol 100.0
Acido nicotinico (4cido libre) 0.5
Piridoxina e HCI 0.5
Tiamina e HCl 0.1

Son requeridos 4.4 g del medio para preparar 1 L de solucion
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sales MS 100% - sin sacarosa (MS); sales MS 50% - sin sacarosa (%MS); sales MS 100% - 5 g/L de sacarosa
(MS5); sales MS - 50% - 5 g/L de sacarosa (%2MS5). El pH de los medios se ajusté a 5.7 con NaOH 1 M antes
de su distribucion en cajas Magenta® (75 mL por caja) y su esterilizacién (121 °C, 20 psi, 20 min). Cada

tratamiento se evalud con cinco replicas.

Cada unidad experimental se colocé en una camara de crecimiento a 25° C con un fotoperiodo de 16 h por
tres dias después del trasplante. Una vez desplegadas las hojas primarias, los microorganismos en estudio
se inocularon por puncidn cerca de las raices, con una aguja microbiolégica, bajo condiciones asépticas.
Este procedimiento se realizd 2 veces en cada planta. Las plantas se incubaron bajo las mismas condiciones
durante 15 dias mds y se monitorearon cada 48 horas para observar el estado de salud. Como controles,
se usaron plantas crecidas bajo las mismas condiciones descritas, pero sin inocular. Se realizaron cinco

replicas para cada control.

5.3.2 Estrés salino

Con base en los resultados del ensayo anterior, se seleccioné el medio MS al 50% con 5 g/L (¥4 MS5) de
sacarosa para el crecimiento de las plantas y el establecimiento de las asociaciones. El ensayo de salinidad
se desarrollé de manera similar al anterior. Sin embargo, cada unidad experimental contenia el medio %

MS5 adicionado con 30 mM de cloruro de sodio (NaCl), para inducir el estrés salino.

5.4 Evaluacion del crecimiento

Después de 15 dias de incubacidn, se cuantificé el crecimiento de P. vulgaris a través de la biomasa seca
de tallos y raices cada plantula. Para lo anterior, cada planta se retird del medio de cultivo, cuidando
obtener toda la zona de la rizésfera. Se realizé un lavado con agua destilada para eliminar posibles restos
del medio de cultivo y se secé con un trozo de papel absorbente para eliminar el exceso de agua. Se separé
el tallo de la zona de las raices realizando un corte a 0.5 cm de distancia por encima de la ultima raiz lateral.
Se peso el tejido fresco de raiz y tallos, ademas de tomar la longitud total y contabilizar el nimero de hojas
de cada planta. Las plantas (tallo y raiz por separado) se colocaron en una hoja de papel aluminio a peso

constante. La biomasa se deshidraté a 60°C durante 48 h para determinar el peso seco.
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5.5 Pruebas de asociacion con P. vulgaris

Para las pruebas de asociacién con P. vulgaris, se tomaron muestras de las plantulas a los 5, 10 y 15 dias
después de la inoculacién con M. anisopliae, M. oryzae o la mezcla de ambos microorganismos. De cada
planta, se tomaron muestras de tres tejidos diferentes (hojas, raiz y tallo). Se seleccionaron de manera
aleatoria muestras de dos hojas. Con relacién al tallo, se tomaron dos fragmentos de 5 cm de largo, las
muestras se tomaron de la mitad de la planta y la segunda cerca de la base del tallo. Se obtuvieron tres

piezas de 5 cm de longitud de diversos puntos de las raices.

Los tejidos de plantulas se esterilizaron superficialmente, por separado, con base en la modificacion
propuesta por Alcantara (2013) y Greenfield et al. (2016). El proceso de desinfestacion de los tejidos de las

plantas fue especifico para cada tipo de tejido (Tabla 3).

Tabla 4. Condiciones de esterilizacién superficial para los diferentes tejidos de P. vulgaris.

Hipoclorito de sodio
T E I (CH
ween 80 tanol (C2HsO) (NaclO)
Tejido
Concentracién Tiempo Concentracién Tiempo Concentracion Tiempo
(%) (min) (%) (min) (%) (min)
Raiz 0.05 5 70 2 2 10
Tallo - 70 2 1.5 10
Hojas - 70 2 1.2 10

Al finalizar la agitacion en NaClO, se lavd cada muestra 3 veces con agua destilada estéril para eliminar
cualquier residuo. Posterior al proceso de desinfestacion, los tejidos fueron cortados en segmentos de ~1
cm, descartando las orillas, donde los endéfitos pudieron ser eliminados debido al tratamiento de

desinfestacion (Figura 6).

Para verificar la efectividad del proceso de desinfestacidn, previo a la siembra de los tejidos en las placas
de PDA y agar nutritivo, en una caja de Petri con el mismo tipo de medio en el cual el tejido seria incubado,
se presiond cada una de las piezas de tejido sobre la superficie del medio hasta dejar la forma de ese tejido
en el medio y posterior a la impresidn fueron transferidos a las cajas donde finalmente se incubaron. Los
fragmentos de raiz, tallos y hojas se transfirieron por separado, bajo condiciones asépticas, a cajas Petri

con PDA para los tejidos inoculados con M. anisopliae y cajas con agar nutritivo en los tejidos con
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inoculados con M. oryzae y la mezcla de ambos microorganismos. Las cajas de Petri con los diferentes
tejidos se incubaron a 25°C y se monitorearon cada 24 horas por 15 dias para observar la aparicion de hifas

o crecimiento bacteriano.

Proceso de esterilizacion superficial

1cm 1cm

1cm —
f_)%

Figura 6. Cortes de los diferentes tejidos de P. vulgaris para la prueba de asociacion.

5.6 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos, se realizé un analisis de varianza seguido de la comparacién de medias usando la
prueba Tukey, asi como una prueba T para corroborar diferencias entre los tratamientos. Para analizar el
efecto de la inoculacion de M. anisopliae y M. oryzae sobre el crecimiento de P. vulgaris, la variable
analizada fue la producciéon de biomasa. Los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa

estadistico Minitab® 17.1.0 con un nivel de significancia (a) de 0.05.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn, se presentan los resultados del presente estudio, donde se definié el medio con sales MS
al 100% y 5g de sacarosa como el mejor medio de cultivo para inducir la asociacion enddfita de Metarhizium
anisopliae y Methylobacterium oryzae, juntos y por separado, con Phaseolus vulgaris. También pudo

confirmarse la naturaleza endéfita de estas asociaciones, ademds del tiempo en el que ésta puede

24



establecerse. Por ultimo, se presentan los resultados acerca de los efectos que esta asociacidn bajo una

condicién de estrés salino.

6.1 Prueba de viabilidad

Posterior al proceso de desinfestacién, las semillas de los tiempos de inmersion en agua destilada durante
40 y 60 minutos sufrieron oxidaciéon en los cotiledones, por lo que estos tiempos de remojo fueron
descartados para la prueba de viabilidad. Las semillas tratadas durante 10 y 20 min fueron germinadas en

cajas de Petri con medio agar-agua. Trascurrido el periodo de incubacidn (3 dias), algunas de las semillas

presentaron contaminacion, oxidacion e inhibicidn en la germinacion y crecimiento (Figura 7).

a) 100

75

50

25

Semillas germinadas (%)

10 min 20 min

Tiempo de inmersioén

HGerminadas ®Germinadas con problemas

Figura 7. a) Porcentaje de germinacién en semillas inmersas en agua destilada durante 10 y 20 min.
b) Dafios en semillas e hipocétilos presentados después del proceso de desinfestacidn y germinacion. El

cuadro en amarillo enmarca contaminacién por un hongo desconocido.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se seleccionaron las semillas inmersas durante 10 minutos en
agua destilada para el resto de los ensayos. Este lapso de tiempo permitié la absorcidn de agua por la semilla
sin reblandecer demasiado su tegumento (FAO, 1991) y evitar dafios severos al someterlas al proceso de

desinfestacion, permitiendo obtener un mayor nimero de plantulas sanas.
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6.2 Efecto de las condiciones nutrimentales sobre el crecimiento de P. vulgaris

El crecimiento de una planta generalmente es definido como un incremento irreversible en sus dimensiones.
Para determinarlo suelen medirse variables relacionadas al crecimiento, como la acumulacion de peso, las
variaciones en altura o didmetro, o los cambios en el drea foliar. En condiciones de turgencia plena, el peso
fresco o humedo es un buen estimador del volumen, ya que las variaciones en el peso especifico de los
tejidos vegetales son bajas. Esto es asi debido a que el agua es el principal componente en casi todos los
organos y tejidos (las semillas son una notoria excepcidén). Sin embargo, el analisis clasico del crecimiento
es un analisis de la acumulacién de peso seco, ya que es un muy buen estimador del carbono total de la

planta, lo que permite analizar importantes aspectos de su fisiologia (Di Benedetto y Tognetti, 2016).

En relacidn con el desarrollo de las plantas en diferentes concentraciones nutrimentales pudo observarse,
de manera cualitativa, un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, con hojas de mayor tamafio en

los medios con sacarosa (Figura 8).

N
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MS % MS MS5 7% MS5
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Figura 8. Biomasa fresca de plantas control de P. vulgaris 22 dias después de la siembra. MS: medio con
sales MS al 100% sin sacarosa; ¥4MS: Sales MS al 50%, sin sacarosa. MS5: Sales MS al 100% con 5 g/de

sacarosa; sMS5: Sales MS al 50%, con 5 g/L de sacarosa.
Esto se corrobord de manera cuantitativa, ya que el andlisis estadistico demostré que la produccion de
biomasa de tallos de P. vulgaris aumenté significativamente (ANOVA, P=0.001) y raices (ANOVA, P=0.02) en

los medios a los que se adiciond 5 g/L de sacarosa (Figura 9).
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Figura 9. Biomasa (peso seco) de tallos (a) y raices (b) de P. vulgaris después de 22 dias de ensayo.
Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey, n=3). MS: sales
MS 100%, sin sacarosa; %sMS: sales MS 50%, sin sacarosa; MS5: sales MS 100%, 5 g/L de sacarosa;
%MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa.

La causa de una mayor produccion de biomasa en los medios con sacarosa, puede deberse a que las
plantas, en condiciones normales, utilizan el diéxido de carbono (CO,) como fuente de carbono para la
sintesis de todos sus componentes mediante la fotosintesis. Sin embargo, se ha reportado que los tejidos
vegetales cultivados in vitro tienen una capacidad fotosintética muy reducida o nula, aunado al hecho de
que la unidad experimental y/o la iluminacion pudieran no ser las adecuadas, causando que la planta
requiera de una fuente de carbono exdgena para satisfacer sus necesidades a partir del medio de cultivo
(Troncoso et al, 1997). Ademas de la sacarosa, se han probado otras fuentes de carbono como la glucosa,
fructosa, lactosa, galactosa, rafinosa, maltosa e incluso almidén, pero con resultados casi siempre
inferiores a la sacarosa (Bharati et al, 2007). La adicidn de sacarosa en medios de cultivo para el cultivo de
plantas en condiciones in vitro, se ha reportado en varias investigaciones, demostrando que mejora el
crecimiento, siendo la concentracién dptima variable dependiendo de la composicidon del medio de cultivo

y de la planta (Troncoso et al, 1997, Bharati et al, 2007).

Con base en los resultados anteriores y, debido a que la sacarosa ademas de ser usada como fuente de

carbono por la planta, en condiciones in vitro tiene un papel importante como regulador del potencial
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osmotico y funciona también como sefial molecular para la regulacién, negativa y positiva, de algunas
enzimas clave involucradas en el metabolismo de carbohidratos, asi como también, modifica el crecimiento
y la acumulacién de biomasa de algunas plantas en condiciones in vitro (Faria et al, 2004), se seleccionaron

los medios MS5 y %:MS5 para los siguientes ensayos.

6.3 Efecto de la asociacion con M. anisopliae y M. oryzae sobre el crecimiento de P. vulgaris

Para acelerar el crecimiento y la produccidn de cultivos se ha hecho un excesivo uso de fertilizantes
quimicos y plaguicidas en la agricultura; lo anterior, ha generado un incremento en diferentes
problematicas agricolas, tales como la resistencia de pestes y patégenos a los plaguicidas, contaminacion
ambiental e impactos negativos en la salud humana (Kumar et al, 2016). En afios recientes, el interés en el
uso de microorganismos endoéfitos, nativos y no nativos, para mejorar la salud y productividad de los
cultivos se ha incrementado, ya que se ha demostrado una estimulacién del crecimiento vegetal,
cuantificado con el incremento de biomasa, la productividad del cultivo y la resistencia a condiciones de
estrés bidtico y abidtico, asi como el incremento en la absorcidon de nutrientes (Rodriguez et al, 2009;
Ndobrega et al, 2015). Lo anterior, se debe principalmente a que, para mantener una simbiosis estable, los
endéfitos producen compuestos que promueven el crecimiento vegetal, ademds de ayudar a la adaptacion

de la planta ante diversos tipos de estrés (Nair y Padmavathy, 2014).

Con relaciéon al medio MS5, este mejord significativamente la produccion de biomasa aérea en las plantas
inoculadas con M. oryzae con respecto al control o a los demas microorganismos (Figura 10). Esto puede
atribuirse a que el género Methylobacterium se caracteriza por ser un grupo de bacterias productoras de
reguladores de crecimiento vegetal (RCV), promoviendo el crecimiento de las plantas (Kim et al, 2010;
Kumar et al, 2016). Sin embargo, los RCV pueden tener el efecto contrario dependiendo del tejido y la
concentracién (Jordan y Casareto, 2006). Methylobacterium oryzae puede producir algunas de las
fitohormonas como el acido indolacético y algunas citocininas, las cuales puede estimular el crecimiento
del tallo principal y promover la divisién y la diferenciacién celular, entre muchas otras funciones (Kumar
et al, 2016). Con respecto a las plantas control o las inoculadas con M. anisopliae y la mezcla de

microorganismos, no se encontraron diferencias significativas.

Con relacion a la biomasa aérea de las plantas en el medio 74MS5 (Figura 10) no se encontraron diferencias

significativas entre la biomasa de las plantas del control, las inoculadas con M. anisopliae y las inoculadas
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con ambos microorganismos. Esto puede ser consecuencia de las condiciones nutrimentales, ya que se ha
comprobado que la concentracidon y disponibilidad de los nutrientes en el medio pueden promover o inhibir
el crecimiento microbiano, asi como afectar las asociaciones endoéfitas (Usuki et al. 2002; Murphy et al.
2015). Tomando en cuenta los antecedentes de este género bacteriano, la pérdida de biomasa pudo

deberse a la sobreproduccién de algin RCV (Jordan y Casareto, 2006).
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Figura 10. Biomasa de tallos de P. vulgaris en medio MS5 y 4MS5, de plantas inoculadas con M.
anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. o0.) y mezcla de los enddfitos (M&M). Letras diferentes indican

diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey, n=3).

Con relacion al medio MS5, la biomasa radicular de las plantas inoculadas con M. anisopliae (Figura 11),
reflejé un aumento significativo, similar a lo reportado por Sasan y Bidochka (2012), donde la inoculacién
de plantas de frijol con M. robertsii estimulé la produccién de la biomasa radicular, aunque los mecanismos
gue originaron este resultado se desconocen hasta ese momento. No se encontraron diferencias
significativas en la biomasa de raices del control y las inoculadas con M. oryzae o la mezcla de ambos

microorganismos.

Con relacidn al medio 4MSS5, los resultados fueron similares a lo reportado en la biomasa aérea, ya que no
se encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas con M. anisopliae, el control y la
mezcla de los microorganismos (Figura 11), pero si una pérdida de biomasa significativa en las plantas
inoculadas con M. oryzae, lo cual, como se mencioné previamente, puede ser resultado de una

sobreproduccién de RCV ocasionada por efecto de M. oryzae.
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Figura 11. Biomasa de raices de P. vulgaris en medio MS5 (Anova a la izquierda, a=0.05) y %2MS5 (Anova
a la derecha, a=0.05), inoculadas con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. 0.) y mezcla de los endoéfitos

(M&M). Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey; n=3).

Ademas de la biomasa (peso seco), otra variable cuantificada para evaluar el crecimiento fue el nimero de
hojas producidas. La importancia de esta variable radica en que las hojas son unidades funcionales de la
fotosintesis y la transpiracion de las plantas vasculares por lo que son relevantes para el crecimiento de
una planta. Bajo condiciones de estrés, las plantas presentan diversas respuestas de aclimatacién que
tienen efectos sobre el crecimiento. Uno de los principales efectos del estrés salino es la disminucion de la
expansion foliar y, debido a que de ella depende la fotosintesis, esto puede causar un decremento en la

biomasa total de la planta (Moreno, 2009; Martinez et al, 2011).

En la Figura 12, se muestran las plantas obtenidas 15 dias después de la inoculacion con el hongo y la
bacteria, juntos o por separado. En las plantas del medio MS5 inoculadas con M. oryzae vy las inoculadas
con ambos microorganismos, se observaron plantas con hipocdtilos de mayor longitud en comparacién
con las plantas inoculadas con M. anisopliae o el control. Las plantas creciendo en el medio %4MS5, en
apariencia, tuvieron un color verde de mayor intensidad que las plantas creciendo en el medio MS5 ademas
de que, con excepcion de las plantas inoculadas con M. oryzae (en 2MS5), tuvieron hojas primarias mas

grandes.

De manera cuantitativa, el analisis de varianza del medio MS5 indicé que no hubo diferencias significativas
entre las plantas creciendo con o sin microorganismos. Sin embargo, el ANOVA del medio 4MS5, mostré

que las plantas inoculadas con la mezcla de los microorganismos reflejaron una pérdida significativa en la
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produccién de hojas en comparacidn con las plantas inoculadas con los microorganismos por separado y

el control (Figura 13).

10cm

M.o. M&M C M.a. M.o. M&M
Figura 12. Biomasa aérea de P. vulgaris 15 dias después de la inoculacion con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae
(M. 0.) o la co-inoculacién con ambos microorganismos (M&M). MS5: sales MS 100%, 5 g/L de sacarosa;

%MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa

La disminucién en la produccién de hojas en el medio %MS5 por efecto de la mezcla de los
microorganismos puede estar relacionada con un efecto antagdnico entre M. anisopliae y M. oryzae, ya
gue se ha reportado que algunos metabolitos producidos por bacterias afectan el crecimiento de ciertos
hongos filamentosos, lo cual, dependiendo del metabolito producido, puede modificar la asociacién entre
microorganismos (Ansari et al 2005; Frey et al, 2011). Asimismo, también se generd una prueba t-Student
para corroborar si habia diferencias entre los érganos colonizados de los tratamientos de los medios MS5
y %MS5, aunque no se encontraron diferencias significativas. Si bien se ha reportado que la aplicacién de
diversos tipos de microorganismos puede mejorar el crecimiento de las plantas a través de mecanismos
como la regulacion en la producciéon de fitohormonas, el aumento en la captura de nutrientes, asi como
mostrar antagonismo sobre algunos fitopatdgenos (Frey et al. 2011; Porras y Bayman, 2011), en el presente

estudio los microorganismos mostraron un efecto neutro sobre P. vulgaris en los medios MS5 y /4MS5.
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Figura 13. Produccién de hojas en plantas de P. vulgaris en medio MS5 y %:MS5, 15 dias después de la
inoculacidon con M. anisopliae (M. a.), M. oryzae (M. 0.) o la mezcla de los enddfitos (M&M). Letras

diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey; n=3).

En relacién con los resultados presentados hasta este momento, se determiné que debido a que el medio
%MS5 estimulé la produccion de biomasa de P. vulgaris, en algunas ocasiones de manera significativa, se

selecciond este medio para los ensayos posteriores.

6.4 Pruebas de asociacion

6.4.1 Asociacion entre P. vulgaris y M. anisopliae

Varias investigaciones coinciden en que los microorganismos endoéfitos se encuentran dentro de los tejidos
de una gran diversidad de plantas y que poseen una amplia diversidad, estilo de vida (ej. diseminacion),
especificidad con su hospedero, y colonizacion dentro de un tipo de tejido (Porras y Bayman, 2011;

Reinhold y Hurek, 2011).

Muchos hongos endéfitos pueden ser especificos de un hospedero. Ademas, la asociacidon entre diferentes
especies de un mismo endoéfito puede ser influenciada por condiciones microclimaticas, asi como debido
a adaptaciones resultantes de los diversos mecanismos de defensa del hospedero (Saikkonen et al 2004).
Sin embargo, también pueden mostrar especificidad por un érgano o tejido como resultado de su

adaptacion a diferentes condiciones fisioldgicas (Porras y Bayman, 2011).
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En el presente estudio, se registré la presencia endéfita de M. anisopliae en todos los tejidos de P. vulgaris,
siendo el tallo el érgano con mayor porcentaje de colonizacidn (MS5: 33%, %MS5: 67%), seguido por las

raices (MS5: 31%, %:MS5:44%) y en menor grado en hojas (MS5 y %4MS5: 25%) (Figura 10).

Behie, et al. (2015) encontraron a Metarhizium robertsii como enddéfito en mas de 82 especies de plantas
analizadas, colonizando principalmente las raices, con una muy baja presencia en tallos y nula en hojas,
atribuyendo la presencia de Metarhizium en estos érganos a que los insectos que afectan las plantas
asociadas con esta especie de Metarhizium atacan principalmente la zona radicular. Parsa et al. (2016),
determiné que era posible establecer una asociacién enddfita entre M. anisopliae y una especie de
mandioca Manihot esculenta, sugiriendo que este entomopatdgeno tiene el potencial para colonizar, de
manera enddfita, diferentes especies de plantas y que tiene una alta preferencia por el sistema radicular

de su hospedero.

Figura 10. Organos de P. vulgaris colonizados por M. anisopliae después de 15 dias de contacto en

medio MS. a) raiz, b) tallo y c) hoja.

En comparacién con la bibliografia hallada hasta el momento, el presente trabajo es el segundo reporte en
el que se encuentra a M. anisopliae, de manera endéfita en las hojas de su hospedero. Una de las causas
qgue puede explicar la presencia del hongo en hojas y tallos de P. vulgaris, podria estar relacionado a lo
concluido por Win et al. (2017) donde se encontrd que diversos hongos endoéfitos presentes en plantas de
Camellia sinensis tenian una alta preferencia en tejidos con una mayor cantidad de nutrientes. Tomando
en cuenta que P. vulgaris presenta una germinacion epigea, es decir, las reservas de energia utilizadas en
la germinacion son transportadas a los tejidos aéreos (FAO, 1991), M. anisopliae podria estar presente en

estos tejidos por la acumulacion de nutrientes en estas zonas. Ademads, tomando en cuenta lo expuesto
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por Behie et al. (2015) en comparaciéon con M. robertsii, esta cepa de M. anisopliae (CP-Oax) ha sido
reportada como un entomopatégeno chapulines, grillos y otros insectos que afectan los tallos y hojas de
algunos cultivos (Tlecuitl-Beristain et al., 2010), por lo que esto esta cepa podria afectar insectos sobre el

nivel del suelo.

6.4.2 Asociacion entre P. vulgaris y M. oryzae

Asi como los hongos, también existen bacterias capaces de colonizar plantas de manera endéfita. Diversos
estudios han demostrado que alrededor de 300,000 especies de plantas estdn asociadas con uno o varios
tipos de bacterias. Estas colonizan diferentes compartimentos de la planta, como el apoplasto, los espacios

intercelulares de las paredes de las células y los vasos del xilema (Patt et al, 1976; Reinhold y Hurek, 2011).

El género Methylobacterium ha sido reportado como endéfito, encontrandose en raices, tallos, hojas, flores
y frutos de muchos cultivos de interés alimenticio, resaltando ser uno de los géneros microbianos
reportados en hojas, principalmente alrededor de los estomas, tricomas o espacios intracelulares (Iguchi et
al, 2015). Lo anterior, es poco frecuente, ya que puede ser un ambiente desafiante debido principalmente
a la radiacion UV, el rapido cambio de temperatura y el estrés hidrico (Kumar et al, 2016). Varias especies
de Methylobacterium han sido halladas como endéfitos de plantas. Por ejemplo, Lépez et al. (2010)
encontraron a M. adhaesivum, M. gregas y M. platani como endoéfitos nativos en raices de tres variedades
de P. vulgaris; Oliveira et al. (2012) encontraron a M. populi en las hojas de P. vulgaris. Kim et al. (2010)
demostraron que es posible inducir la asociacién endéfita de M. oryzae con plantas Capsicum annuum L.
(pimiento rojo) y que la bacteria se presentd principalmente en las hojas de la planta a los 45 dias del
ensayo. En el presente estudio, M. oryzae no se encontrd en hojas, pero si colonizando principalmente los
tallos (MS5: 83%, %:MS5: 100%) y en menor presencia en las raices (MS5: 22%, %MS5: 33%), de P. vulgaris
(Figura 11).

En el caso del presente estudio, es probable que M. oryzae no se haya encontrado en las hojas de P. vulgaris
debido a que el tiempo de exposicidon fue muy corto, asi como también el método utilizado para inocular a
la bacteria, ya que en el presente trabajo la inoculacién solo se realizé una sola vez en el dia 4 después de
la germinacidn y directamente en las raices, evaluando la presencia de la bacteria 15 dias después de su

inoculacién. En comparacion con Kim et al. (2010), la planta fue inoculada con Methylobacterium oryzae
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los dias 0, 15 y 45 después de la germinacién, directamente a hojas (por aspersiéon) y a las raices (con una

suspension en la que se encontraba la bacteria) en los 63 dias que duro el ensayo.

Figura 11. Organos de P. vulgaris colonizados por M. anisopliae después de 15 dias de contacto en

medio MS. a) raiz y b) tallo.

En el caso de los ensayos en los que Methylobacterium spp. se encontré en tres variedades de P. vulgaris
(Oliveira et al, 2012), ninguna de las especies de la bacteria se encontré en las hojas, lo que podria indicar
que, en el caso particular de la asociacidén con P. vulgaris, M. oryzae no tiene preferencia por las hojas de

su hospedero.

6.4.3 Asociacion entre P. vulgaris y ambos microorganismos

Los beneficios que los microorganismos endéfitos pueden ofrecer a sus hospederos han sido ampliamente
citados en diversas investigaciones. Sin embargo, solo en recientes afios se han investigado los efectos
benéficos que la inoculacién conjunta de estos microorganismos puede proporcionar a su hospedero (Frey
et al, 2011, lguchi et al, 2015). Cuando se inocularon juntos M. anisopliae y M. oryzae alrededor de las
raices de P. vulgaris, ambos microorganismos penetraron los tejidos de la planta y las pruebas de
endofiticidad mostraron que ambos pueden infectar un mismo tejido al mismo tiempo. Para ambos
microorganismos, los tallos fueron el drgano con mayor porcentaje de colonizacién (MS5: 83%, %:MS5: 92%),
seguido por las raices (MS5: 28%, %MS5: 17%). No obstante, no se hallé presencia de la mezcla de los
endofitos en las hojas. Los resultados de estas pruebas demostraron que el tipo de asociacion entre P.
vulgaris y M. anisopliae o M. oryzae es de naturaleza enddfita y que el tejido con mayor porcentaje de

colonizacidn fueron los tallos, en ambos casos. A la fecha, se desconocen los mecanismos precisos por los
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cuales los endéfitos tienen preferencia por un tejido especifico. Sin embargo, Win et al. (2017) ha sugerido
gue esto puede estar relacionado con el tipo de nutrientes en el mismo, la anatomia del érgano, el estado

fisioldgico de la planta y el tipo de microorganismo enddfito.
6.4.4 Pruebas de asociacion en funcion del tiempo y las condiciones nutrimentales

Como se menciond anteriormente, se ha comprobado que las asociaciones entre plantas y enddfitos sean
de origen fungico o bacteriano, pueden ser influenciadas por el genotipo, el desarrollo y el estado
fisiolégico del hospedero, la concentracién y disponibilidad de nutrientes del sustrato en el que se

desarrolla (Usuki et al, 2002; Frey et al, 2011), asi como también por el origen del enddfito (ej. Raiz, hojas,

flores, etc.) (Hardoim et al, 2015).

Ademas de corroborar el tipo de asociacién entre los microorganismos usados en el presentes estudio,
también se observaron los efectos de dos concentraciones de sales del medio MS, al que se le adicioné 5
g/L de sacarosa como fuente de carbono sobre la asociacién. En el caso de M. anisopliae, los resultados
indicaron que la colonizacidon enddfita del hongo con P. vulgaris, ocurre en raices y tallos entre los 5 y los

10 dias después de la inoculacion y, en hojas, después del décimo dia (Figura 12).
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Figura 12. indice de colonizacién de hojas, tallos y raices de P. vulgaris por M. anisopliae en medio

Murashige-Skoog (MS) al 100% con 5g/L de sacarosa (a) y MS al 50% con 5g/L de sacarosa (b).
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Esto es similar a lo reportado por Greenfield et al. (2016), quienes reportan un nivel de colonizacién en las
raices de Manihot esculenta (yuca) por M. anisopliae a partir del dia 7 después de la inoculacién. Con
respecto a la biomasa aérea (tallos y hojas), Garcia et al. (2011) reportan la presencia de M. anisopliae al
en tallos y en hojas de Lycopersicom esculentum (tomate) a los 28 después de la inoculacién.

Con relacién a las condiciones nutrimentales, las pruebas t-Student (a=0.05; n=2) no reflejaron diferencias

significativas en los niveles de colonizacion de los érganos (tallos: P=0.3, raiz: P=0.7, hojas: mismos valores)

de P. vulgaris entre los dos medios de cultivo.

Con respecto a la asociacién entre M. oryzae y P. vulgaris, se encontrd que ésta también es de cardcter

enddfito y que puede establecerse después de cinco dias de contacto con las raices y en los tallos a partir
de los 10 dias.
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Figura 13. indice de colonizacién de hojas, tallos y raices de P. vulgaris por M. oryzae en medio

Murashige-Skoog al 100% con 5g/L de sacarosa (a) y Murashige-Skoog al 50% con 5g/L de sacarosa (b).

Existen antecedentes de que el género Methylobacterium puede ser inoculado como endéfito en
diferentes cultivos. Como ejemplo, Poonguzhali et al. 2008 inocularon M. suomiense en plantas de Oryza
sativa (arroz) var. Dongjin y Lycopersicon esculentum L. (tomate) var. Mairoku encontrdndolos de manera
enddfita en hojas y raices entre los 7 y 10 dias después de la inoculacion. Las pruebas t-Student no

reflejaron diferencias significativas en los niveles de colonizacién de los d6rganos de P. vulgaris (tallos:

P<0.2, raiz: P<0.1) entre los dos medios de cultivo.
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En las pruebas de la co-inoculacidn de P. vulgaris con el hongo y la bacteria pudo observarse el crecimiento
de ambos microorganismos a partir de tallos y raices a los 15 dias después de la co-inoculacion,
nuevamente observandose una preferencia por los tallos (Figura 14). En relacién con las condiciones
nutrimentales, las pruebas t-Student (a=0.05; n=2) no reflejaron diferencias significativas en los niveles de

colonizacidn de los diferentes érganos de P. vulgaris entre los dos medios de cultivo.

120
_ 90
x
S
5 60
8
‘c
2 30
o
o : ' ]:
\ ?
0 L
MS %BMS5 MS %MS5 MS %MS5

Hoja Tallo Raiz

Organo colonizado/ medio de cultivo

Figura 14. Colonizacidn endéfita de los érganos de P. vulgaris por la mezcla de ambos microorganismos
(M. anisopliae y M. oryzae) 15 dias después de la inoculacién. (t-Student, a=0.05; n=2). MS5: sales MS
100%, 5 g/L de sacarosa; 4MS5: sales MS 50%, 5 g/L de sacarosa

Muchos factores inciden sobre el establecimiento de la asociacion entre un enddfito y su hospedero, por
lo que la importancia de conocer el tiempo en el que ésta se establece radica en que los endéfitos pueden
cambiar las condiciones fisiolégicas y morfoldgicas del hospedero, asi como también, pueden afectar las
poblaciones de otros microorganismos presentes en la planta (Reinhold y Hurek, 2011; Porras y Bayman,
2011; Hardoim et al, 2015). Esto permite, una vez que se conoce el tiempo en el que se establece la
asociacion, probar diferentes condiciones, bidticas y abidticas, para mejorar dicha asociacién. En el
presente ensayo, la composicion del medio de cultivo no mostré efectos significativos sobre el

establecimiento de la asociacidn entre P. vulgaris y los microorganismos endofitos, juntos o por separado.

6.5 Influencia de asociaciones endodfitas en el crecimiento de P. vulgaris bajo estrés salino

La salinidad es uno de los principales tipos de estrés abidtico que limita la productividad de muchos cultivos
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de interés alimenticio (Pasternak, 1987). La salinizacidn de las tierras de uso agricola va en aumento a nivel
mundial, restringiendo cada vez mas el rendimiento de los cultivos (Garzén y Garcia 2001). No obstante,
aunque muchas plantas tienen mecanismos de respuesta al estrés salino (Strogonov, 1964), no todos los
cultivos agricolas poseen estos mecanismos (Azad y Kaminskyj, 2016). El uso de microorganismos endéfitos
es un método innovador que se ha ido desarrollando en décadas recientes, ya que puede promover el
crecimiento vegetal y mejorar la tolerancia de las plantas a ciertos tipos de estrés (Frey et al, 2011). En el
presente estudio, se indujo estrés salino utilizando NaCl en una concentracién 30mM adicionado al medio.
Esta concentracion de NaCl fue seleccionada en base con los antecedentes, ya que se ha observado que
los efectos negativos sobre el crecimiento o germinacion de P. vulgaris ante condiciones salinas inician en
concentraciones superiores a 20 mM de NaCl (Quintana et al, 2016), aunque los efectos de esta
concentracién de NaCl pueden variar dependiendo de la variedad o especie de frijol (Franca et al, 2007,

Chulim et al, 2014).

Al finalizar el ensayo (15 dias después de la inoculacién), se observdé una menor cantidad de hojas y de

menor tamafio en las plantas sometidas a estrés salino (Figura 15).

¥% MS5 Sin NacCl ¥% MS5 con NaCl

C M&M M&M

Figura 15. Biomasa aérea de plantas de P. vulgaris, con y sin estrés salino, 15 dias después de la

inoculacidon con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) o la mezcla de ambos microorganismos (M&M).

Solo el tratamiento con M. oryzae estimuld significativamente la produccion de hojas por efecto de la
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asociacion con la bacteria. No se encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas con M.
anisopliae, la mezcla de microorganismos o el control sometidos a estrés salino con respecto a las plantas
con los mismos tratamientos, o con el control sin estrés salino (Figura 16). Las sefiales mas comunes de
una planta bajo estrés salino se reflejan en la baja produccién de biomasa y la pérdida de hojas, ya que la
capacidad de absorcién de agua por la planta se encuentra reducida (Porras y Bayman, 2011), lo cual

conduce a la activacién de mecanismos para hacer frente a las condiciones salinas.
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Figura 16. Produccion de hojas en plantas de P. vulgaris en medio 4MS5 sin NaCl y con NaCl, 15 dias
después de la inoculacidn con M. anisopliae (Ma.), M. oryzae (Mo) y mezcla de los endéfitos (M&M).

Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey; n=3).

En algunas plantas del tratamiento control se observaron tricomas (Figura 17) en la superficie de las hojas,
similares a los reportados por Garzén y Garcia (2011) en dos especies del frijol Vigna unguiculata L., no

obstante, no se encontraron en ningln otro tratamiento. Algunas dicotileddneas, presentan dos tipos de
adaptaciones anatdmicas a condiciones de estrés salino: (i) incremento en el tamafo de las células debido
al aumento del volumen vacuolar (suculencia); (ii) excrecién de Na* y Cl- mediante glandulas modificadas
(tricomas) o vesiculas vejiga (células epidérmicas modificadas). Estas células, localizadas en la superficie de
las hojas y de los tallos, son células modificadas (tricomas) que se desarrollan durante el crecimiento de la
planta y permanecen deprimidas en ausencia de sal, pero su crecimiento se ve estimulado por la presencia
de ésta (Munns y Tester, 2008). Se ha propuesto que los tricomas pueden jugar algin papel en la secrecidn
del exceso de sales (Garzén y Garcia, 2011). La aparicion de los tricomas, solo en el control con NaCl y no
en los demas tratamientos, puede deberse a que los microorganismos estén amortiguando los efectos del

estrés salino.
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Con respecto a la biomasa de tallos en el medio %2MS5 con NaCl, la inoculacién con M. anisopliae, M. oryzae
no mostro diferencias significativas en comparacion con el control, reflejando un efecto neutro de estos
microorganismos sobre el crecimiento de P. vulgaris bajo condiciones salinas. Sin embargo, si se encontré
una disminucion significativa (40%) en la produccidn de biomasa aérea en el tratamiento de la mezcla de

los endéfitos (M&M), en comparacion con el control bajo estrés salino (Figura 18, a).

b e bl

Figura 17. Efectos causados por estrés salino en plantas de frijol, 15 dias después de la inoculacién con los

endofitos: a) enrollamiento de hojas, b) necrosis, c) clorosis, d) tricomas, e) perdida de turgencia.

En relacién con el estrés salino en las raices, solo M. oryzae mostré un efecto neutro en la produccién de
biomasa de las raices de P. vulgaris, ya que los tratamientos con M. anisopliae y la mezcla de ambos
microorganismos (M&M) causaron una disminucidn significativa (20 y 17%, respectivamente) en dicha

variable, con respecto a las plantas control (Figura 18).
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Figura 18. Biomasa de tallos (a) y raices (b) de P. vulgaris crecidas en medio %4MS5 bajo condiciones

salinas, 15 dias después de la inoculacion con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) y mezcla de los
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endodfitos (M&M). Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, a=0.05; prueba de Tukey;
n=3).

Estos resultados fueron comparados con los resultados de las condiciones no salinas mediante una prueba
t-Student (Figura 19). Los resultados mostraron diferencias significativas en los tratamientos con los
enddfitos, juntos o por separado, para los tallos y para la zona radicular en el tratamiento con M. oryzae y

ambos microorganismos.
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Figura 19. Biomasa de tallos (a) y raices (b) de P. vulgaris crecidas en medio ¥%MS5, con y sin NaCl, 15
dias después de la inoculacion con M. anisopliae (Ma), M. oryzae (Mo) y mezcla de los endéfitos
(M&M). Diferencias significativas entre los tratamientos con NaCl y sin NaCl se marcan con un asterisco

(t-Student, a=0.05; n=3)

El efecto neutro de la asociacion de P. vulgaris - M. anisopliae y P. vulgaris - M. oryzae en tallos se observo
al comparar los resultados con y sin NaCl. Se encontré una reduccion (22 y 20.4%, respectivamente) en la
produccién de biomasa vegetal de plantas asociadas con M. anisopliae y con M. oryzae (Figura 19, a). Este

mismo efecto se observd en el tratamiento donde M. oryzae y M. anisopliae fueron co-inoculados, donde
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la pérdida de biomasa fue mayor al 50% en comparacidn con los enddfitos por separado. En relacién con
los efectos de los enddfitos en la zona radicular, la co-inoculaciéon de M. anisopliae y M. oryzae bajo
condiciones salinas, redujo significativamente la produccién de biomasa en comparacion con el tratamiento
sin NaCl.

La prueba t-Student demostré que M. oryzae es capaz de promover la produccién de biomasa de P. vulgaris,
de manera significativa, bajo condiciones salinas en comparacidon con la biomasa de las plantas de P.
vulgaris en asociacién con M. oryzae, sin el estrés salino (Figura 19, b). Sin embargo, al comparar los
resultados de la biomasa de P. vulgaris asociada con M. oryzae, bajo estrés salino con el control (sin

asociacion) bajo condiciones salinas este efecto no fue significativo (Figura 18, b).

Aunque se ha demostrado el efecto benéfico de diversos microorganismos enddfitos en la tolerancia de sus
hospederos ante diversos tipos de estrés (Kim et al, 2010; Khan et al, 2012 Azad y Kaminskyj, 2016), los
efectos potencialmente benéficos o perjudiciales para una planta varian dependiendo del ambiente, el
estado fisiolégico del hospedero y las condiciones en que se desarrolla, afectando asi también la asociacién
(Uzuki et al 2002; Rangel et al, 2008; Frey et al, 2011). El género Methylobacterium ha mostrado efectos
sinérgicos sobre el crecimiento vegetal al ser co-inoculado con hongos micorrizicos arbusculares en plantas
de pimiento (Capsicum annuum L.), (Kim et al, 2010; Lee et al, 2015). En relacién con Metarhizium,
particularmente M. anisopliae, también existen antecedentes de que puede hallarse en condiciones
endodfitas interactuando con algunas bacterias entomopatdgenas. Sin embargo, los efectos de la co-
inoculacién puede tener efectos sinérgicos o antagoénicos dependiendo de cantidad del inoculo utilizado
(Ansari et al, 2005). En este caso, la disminucidn de la biomasa de P. vulgaris por efecto de la co-inoculacion
de los enddfitos pudo haber sido causada por efecto de los metabolitos secundarios que los
microorganismos producen bajo condiciones de estrés o de los exudados de la planta frente al estrés salino

(Meena et al, 2012; Frey et al, 2011).

De acuerdo con los resultados obtenidos bajo condiciones de estrés salino, la asociacién entre M. anisopliae
y M. oryzae, por separado, con P. vulgaris es de caracter neutro; mientras que la asociacién con la mezcla

de los enddfitos es antagonista.

6.6 Asociacion entre P. vulgaris y ambos microorganismos bajo condiciones salinas

Como se menciond, las asociaciones entre endéfitos y sus hospederos pueden verse afectados por diversos
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factores como el estado fisioldgico del hospedero, la concentracidn y disponibilidad de nutrientes del

sustrato en el que se desarrolla, asi como el origen del endéfito (Reinhold y Hurek, 2011; Hardoim et al,

2015; Win et al, 2017).

Las pruebas de endofiticidad mostraron que el estrés salino afectd la asociaciéon de M. anisopliae en las
hojas de P. vulgaris, ya que bajo condiciones salinas no pudo encontrarse la asociacidn y si bien se observé
un marcado descenso en el porcentaje de colonizacién en los tallos, este no fue significativo (t-Student,
0=0.05, P=0.1). En relacion con M. oryzae y la mezcla de ambos endéfitos, no se encontraron diferencias
significativas entre el porcentaje de colonizacién en las plantas bajo condiciones salinas y no salinas,

independientemente del érgano colonizado (t-Student, a=0.05, n=2) (Figura 20).
100%
75%

50%

Colonizacion (%)

25%

0%
Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NacCl

Hoja Tallo Raiz Tallo Raiz Tallo Raiz

M.anisopliae M.oryzae M&M

Microorganismo/ érgano colonizado / con o sin NaCl
Figura 20. indice de colonizacién endéfita de los érganos de P. vulgaris por los microorganismos (M.
anisopliae y M. oryzae y la mezcla de ambos), 15 dias después de la inoculacién. Sin NaCl: Medio %4MS5
sin NaCl; con NaCl: Medio ¥%4MS5 con NaCl. Diferencias significativas entre los tratamientos con NaCl y

sin NaCl se marcan con un asterisco (t-, =0.05; n=2).

Metarhizium anisopliae y M. oryzae, juntos o por separado, proporcionan beneficios a otras plantas bajo
condiciones salinas (Khan et al 2012; Lee et al, 2015). Sin embargo, este efecto no se observé en el presente
estudio, por lo que la importancia de saber si la asociacidn se afecté por las condiciones salinas radica en
conocer el comportamiento de la asociacién bajo esta condicidn, en un érgano o en toda la planta, y esto

a su vez puede afectar el crecimiento de P. vulgaris, ya que se ha corroborado que la asociacién entre
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hospederos y enddfitos puede afectarse por diversas condiciones ambientales y los beneficios que los
enddfitos pueden conferirle a su hospedero pueden variar, modificando la relacién endéfita de mutualista

a neutra o inclusive antagonista (Reinhold y Hurek, 2011; Hardoim et al, 2015; Win et al 2017).
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CONCLUSIONES

La composicion del medio de cultivo modificé significativamente el crecimiento de P. vulgaris bajo
condiciones in vitro, encontrando que particularmente la adicién de sacarosa (5 g/L) lo estimula y su

ausencia lo reprime.

El medio con sales de Murashige-Skoog al 50% adicionado con 5 g/L de sacarosa (2MS5), permite
establecer una asociacion de tipo endéfita entre P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae, bajo

condiciones in vitro.

Es posible establecer las asociaciones enddfitas P. vulgaris-M. anisopliae y P. vulgaris-M. oryzae en
medio %MS5, a partir de los 10 dias dias de contacto, encontrando indices decrecientes de

colonizacidn en el siguiente orden: tallo > raiz > hojas.

Bajo condiciones de no estrés salino, M. oryzae mejora el crecimiento de P. vulgaris después de 15
dias de cultivo en el medio con sales de Murashige-Skoog al 100%, adicionado con 5 g/L de sacarosa

(MS5).

El estrés salino afectdé negativamente el crecimiento de P. vulgaris, encontrando que la asociaciéon

enddfita con M. anisopliae y M. oryzae tienen un efecto neutro sobre el crecimiento.
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8 RECOMENDACIONES

Con base en el trabajo realizado y los resultados obtenidos, se recomiendan los siguientes estudios:

e Para mejorar el entendimiento de la asociacidn entre P. vulgaris - M. anisopliae /| M. oryzae, es
conveniente ampliar el nimero de muestras, asi como probar nuevas concentraciones de sales MSy

sacarosa.

e Paradeterminar el momento propicio de la asociacidn de cada endéfito con P. vulgaris hacer pruebas

cada 24 horas alrededor del dia estimado para cada 6rgano colonizado.

e Para mejorar la tolerancia de las plantas de P. vulgaris en asociacidon endéfita con aumentar las
concentraciones de NaCl, asi como nuevos métodos de inoculacion de los microorganismos

(aspersidn, suspensiones, riegos, etc.).

e Para discernir si los efectos de tolerancia a la salinidad son producidos por los mecanismos naturales

de la planta o mejorados por los endoéfitos, realizar andlisis de fitohormonas (prolina, ABA, AlA), asi

como otros compuestos relacionados al estrés oxidativo (Malondialdehido, superéxido dismutasa).
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