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RESUMEN

El uso de microrganismos rizosféricos representa una alternativa frente al uso de
agroquimicos, entre estos se pueden mencionar a los hongos filamentosos
capaces de aumentar el crecimiento, desarrollo y vigor de las plantas. Con base
en lo anterior, en este trabajo se presenta la identificacion morfologica de dos
hongos filamentosos y su analisis como promotores del crecimiento vegetal
aislados de la rizosfera de Zea mays L. Anteriormente, las dos cepas empleadas
en este estudio M102.R y P85.T se habian identificado molecularmente como
Fusarium equiseti y Fusarium cf graminearum, respectivamente. Por otra parte, el
analisis de la promocién de crecimiento vegetal de ambas especies de hongos se
llevé a cabo empleando como sistema A. thaliana bajo diferentes condiciones de
cultivo e interacciones [directa (MS) e indirecta (MS y PDA)]. Observando mejores
resultados en la interaccion indirecta en MS. Ademas, se adicionaron al medio
exudados de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) generados en MS y
PDB a cultivos de plantulas de A. thaliana demostrando un efecto en la generacién
de raices secundarias y peso fresco principalmente. Posteriormente, se monitored
la respuesta en la acumulacién de auxinas utilizando la linea DR5::GUS de A.
thaliana, en donde ambas cepas mostraron un aumento en la acumulacién de
auxinas en la roseta, hojas y raices de las plantulas. Adicionalmente, se utilizé la
linea mutante Rhd6 de A. thaliana, la cual no genera raices secundarias ni pelos
radiculares, sin embargo, al estar en interaccibn con ambas cepas, lograron
recuperar el fenotipo de la linea mutante principalmente ante la interaccion
indirecta en MS y PDA. Aunado a esto se analiz6 la actividad de promocion de
crecimiento en plantas de interés econdmico como es el chile (Capsicum annuum
L.), en donde se mostr6 que ambas cepas promovieron el crecimiento, sin
embargo, la cepa de F. equiseti M102.R fue la que generd mejores resultados en

el aumento de crecimiento y desarrollo de las plantas de chile mirasol.

Palabras clave: A. thaliana, Chile, Crecimiento vegetal, Fusarium, Rizosfera.



ABSTRACT

Nowadays an alternative against the use of agrochemicals are the rhizospheric
microorganisms. Among these we can found filamentous fungi capable of
increasing the growth, development, and vigor of plants. In this study,
morphological identification and analysis of the effect as growth promoters of two
fungi strains isolated from the rhizosphere of Zea mays L. plants were carried.
Previously, the two strains were molecularly identified as Fusarium equiseti
(M102.R) and Fusarium cf graminearum (P85.T). The analysis of the effect as
growth promoters of these two fungal strains was carried out with Arabidopsis
thaliana plants, using a system that allows direct plant-fungal contact or avoids
their physical interaction (split system). The plantlets that grew in the split system
exhibited higher biomass than the ones in direct contact with Fusarium species.
Additionally, was conducted an assay where A. thaliana plantlets were grown in
Murashine Skoog medium (MS) that containing exudates from both fungal strains.
The exudates were obtained by growing both fungal strains in Potato Dextrose
Agar (PDA) potato and MS. This assay showed that the exudates of both fungal
strains have the ability to induce the growth of plants, at showing an increase in the
fresh weight of these, and induce the development of secondary roots in the plants.
Subsequently, the induction of secondary root production was analyzed with
reporter and mutant lines of A. thaliana, DR5::GUS and Rdh6 respectively. In the
DR5::GUS A. thaliana plants it was observed a greater activity of the GUS reporter
with both fungal strains, this was mostly observed in the rosette, leaves, and
seedling roots. The Rdh6 A. thaliana plants when it was interacting with both fungal
strains, showed the phenotype recover mainly in the split system. Finally, the
growth promotion activity was analyzed in chili (Capsicum annuum L.) plants,
where it was observed that both strains have this ability. However, the fungal strain
M102.R showed to be the best.

Keywords: A. thaliana, Chili, Plant growth, Fusarium, Rhizosphere.
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I. INTRODUCCION

La produccion de alimentos es esencial para el desarrollo humano, sin embargo,
para lograr abastecer a la poblacion mundial se ha generado un aumento en el
cambio de uso de suelo hacia las actividades agricolas lo que ha generado,
ademas, un aumento de fertilizantes nitrogenados, pesticidas y otros insumos
quimicos. A pesar de su popularidad, el empleo de estos trae consigo graves
consecuencias para el medio ambiente afectando severamente la perdida de la
biodiversidad, la microbiota y calidad del suelo, asi como también la salud humana
(Tilman et al., 2002; Trivedi et al., 2017).

Los principales retos de la agricultura sostenible implican altos rendimientos a bajo
costo. Ante esta necesidad se ha incrementado la busqueda de alternativas para
cumplir con la demanda en la produccién de alimentos que, ademas sean
amigables con el medio ambiente. Una forma de desarrollar un método de
produccion de cultivos sostenible es mediante la aplicacion de microorganismos
benéficos (Trivedi et al., 2017). Interacciones simbidticas como las que las plantas
mantienen con microorganismos (v. gr. hongos), favorecen el crecimiento,
desarrollo y vigor de las plantas. A su vez, éstas les confieren proteccion a sus
simbiontes contra el estrés bibtico y abiotico, y proporcionan al mismo tiempo una
mayor disponibilidad de nutrientes para las plantas con lo que se puede lograr
disminuir el uso de fertilizantes y pesticidas (Bhuvaneswari et al., 2014; Trivedi et
al., 2017).

En los entornos naturales, las plantas interactian con diferentes microorganismos
rizosféricos, entre los que se encuentran los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) vy las rizobacterias. La rizosfera provee un nicho de relaciones simbioticas
planta-microorganismo mismas que son establecidas a través del intercambio y la
percepcion de moléculas quimicas entre ambos simbiontes, las cuales ademas
pueden tener un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Contreras-
Cornejo et al., 2016; Igiehon y Babalola, 2018).



La colonizacién de la raiz por sus simbiontes ocurre a través del intercambio y la
percepcion de sefiales quimicas, lo que desencadenan una repuesta
transcriptdbmica, protedmica y metabdlica en ambos organismos (Contreras-
Cornejo et al., 2016; Mukherjee et al., 2012).

Estas interacciones microbianas con plantas altamente complejas y dindmicas
estan determinadas en gran medida por diversos factores como el tipo de suelo y
pH, elementos importantes en la configuracion del microbioma de la rizosfera.
Ademas, se hipotetiza que las plantas son capaces de reclutar microorganismos
mediante los exudados de raiz o rizodepdsitos que se componen de aminoacidos,
carbohidratos y acidos organicos que varian de acuerdo a la especie de planta, y a
las condiciones bidticas como la presencia de plantas competidoras que pueden
influir en la estructura de la comunidad microbiana y abibdticas como pH,
disponibilidad de nutrientes, que alteran las propiedades fisicoquimicas del suelo
(Mendes et al., 2013; Rasmann y Turlings, 2016; Rillig et al., 2015).

Los exudados de raiz influyen selectivamente en el crecimiento de los
microorganismos rizosféricos al alterar la composicién quimica del suelo préximo a
las raices de las plantas y al servir como sustratos de crecimiento selectivo para
estos microorganismos. Reciprocamente estos microorganismos rizosféricos
proporcionan a las plantas una mayor disponibilidad de nutrientes, ademas de
conferir resistencia sistémica inducida, también pueden producir algunas
fitohormonas como las auxinas y giberelinas que tienen caracteristicas de
promover el crecimiento vegetal, mejorando en consecuencia el proceso de
fotosintesis, aumentando el contenido de clorofila y la asimilacién de diéxido de

carbono (Canarini et al., 2019: Yang y Crowley, 2000; Igiehon y Babalola, 2018).

El potencial benéfico de los microorganismos asociados al sistema de raices
puede proporcionar soluciones sostenibles para aumentar la productividad de
cultivos agricolas ante los desafios del cambio climéatico y una mayor demanda de

alimentos para una poblacion en extension. Con base en lo anterior, en el



presente trabajo de tesis se muestra la identificacion morfologica de dos especies
de hongos filamentosos y su analisis como promotores del crecimiento vegetal
bajo diferentes condiciones de cultivo en plantas dicotiledéneas, los cuales fueron
aislados de la rizosfera de Zea mays L., con la finalidad de identificar la
variabilidad de Fusarium spp causante de la pudricion de tallo de maiz e
identificacion de fuentes de resistencia genética. Asi mismo los dos hongos
seleccionados para este estudio de un total de 35 cepas de hongos filamentosos
en un trabajo previo no mostraron efectos negativos en el crecimiento y desarrollo

cuando se inocularon en plantulas de Arabidopsis thaliana.



. ANTECEDENTES

2.1 Interacciones planta — microorganismos rizosféricos

Las interacciones entre una planta y su microbiota son altamente complejas y
dinamicas. Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo modulan estas
interacciones, como por ejemplo su composicion mineral, salinidad, pH,
disponibilidad de nutrientes, aporte organico, temperatura y humedad, influyen en
el tipo de interacciones que las plantas establecen con sus simbiontes. Las
interacciones planta-microorganismo pueden pertenecer a un gradiente de
interacciones antagonistas o mutualistas (v. gr. simbiosis) y los microorganismos
interactuantes pueden ser enddfitos o de vida libre (Schustery y Schmoll, 2010;
Turner et al., 2013; Rillig et al., 2015; Igiehon y Babalola, 2018).

El primer paso en la interaccion planta-microorganismo es el reconocimiento entre
ambos. Habitualmente, las plantas exudan moléculas que son reconocidas por los
microorganismos del suelo, que a su vez producen sefales que desencadenan la
colonizacion (Badri et al., 2009; Vargas et al.,, 2009; Sarma et al., 2015). La
composicion de los exudados de la raiz es crucial en la comunicacion planta
microorganismo, sin embargo, esta capacidad varia segun la especie de planta, la
edad, el estado nutricional y la exposicion al estrés (Figura 1) (Lareen et al., 2016).
Los exudados de la raiz influyen en la composicion del microbioma de la rizosfera,
a menudo se dividen en dos clases de compuestos. Los de bajo peso molecular
como: azucares, aminoacidos, acidos organicos, fenoles, y los compuestos de alto
peso molecular como: proteinas y mucilago (Bais et al., 2006; Pérez-Jaramillo et
al., 2016). Los tres métodos principales por los cuales las plantas secretan estas
sustancias quimicas en la rizosfera son la difusion a través de la membrana, el uso
de canales ionicos para compuestos de bajo peso molecular y el transporte

vesicular para compuestos de alto peso molecular (Badri y Vivanco, 2009).



La resistencia inducida en las
partes de la planta subterranea se
extiende a las partes aéreas y
viceversa

Los exudados de
raiz estimulan y/o
inhiben varios
microbios

Dafios ala planta a través de
la infeccion o la produccion
de compuestos toxicos
comensales sin
efectodirecto
sobre el
patégeno o la

/ planta

Promueven el crecimiento de la

La mayoria de los microbios no
afectan a la planta ni al patégeno
directamente. No obstante, todos los

planta directamente o protegen a
la planta inhibiendo los microbios
nocivos através de ISR

microbios activos afectardn a otros
microbios y a través de un complejo
de interacciones que  afectan
indirectamente a la planta o al
patégeno

Figura 1. Interacciones en la rizosfera. Las plantas pueden influir en la composicién y activacion de
su microbioma a través de la exudacién de compuestos que estimulan (flechas verdes) o inhiben
(flechas rojas bloqueadas) una amplia gama de patégenos transmitidos por el suelo (Tomado y
modificado de Berendsen et al., 2012).

2.1.1 Rizosfera

La rizosfera se definid hace mas de 100 afios por Lorenz Hilther como la zona
adyacente a la raiz donde se encuentran los microorganismos y procesos
importantes para el crecimiento y salud de las plantas (Figura 2). También es
definido como la zona de influencia de las raices y la cual alberga una gran

diversidad de microorganismos que interactian con las plantas. Algunas de estas



interacciones pueden mejorar la captacion de nutrientes por parte de las plantas y
simultdneamente la captacion de nutrientes no disponibles del suelo. Ademas, los
microorganismos que habitan en la rizosfera pueden inducir resistencia sistémica
a las enfermedades en las plantas, suprimir la colonizacion de patdégenos de la
raiz y estimular la colonizacion endofitica (Dobbelaere et al., 2003; Lugtenberg y
Kamilova, 2009).

Los organismos presentes en la rizosfera incluyen microartropodos, algas,
protozoarios, nematodos, hongos y bacterias (Johansson et al., 2004), estos
organismos son diferentes a los que circundan fuera de la rizosfera, debido a la
presencia de diferentes compuestos quimicos de alto y bajo peso molecular en la
interfaz de la raiz y el suelo de la planta, conocidos habitualmente como
rizodepdésitos o exudados de raiz que sirve como una fuente de nutricion para
estos (Bais et al., 2006; Badri y Vivanco, 2009; Doornbos et al., 2012).

Pelo
radicular

Figura 2. Esquema de una raiz que muestra la estructura de la rizosfera (Tomado y modificado de
McNear, 2013).



2.1.2 Microorganismos rizosféricos

La rizosfera alberga muchos microorganismos que tienen un efecto neutro sobre la
planta, pero también atrae a microorganismos que ejercen efectos perjudiciales o
benéficos (Raaijmakers et al., 2009). Los microorganismos que afectan
negativamente el crecimiento y la salud de las plantas son conocidos comunmente
como patdgenos e incluye una gran variedad de hongos, oomycetos, bacterias y
nematodos. Por otra parte, existen una amplia gama de microorganismos que se
consideran benéficos para las plantas e incluye bacterias fijadoras de nitrégeno,
hongos endo y ectomicorrizas, bacterias y hongos que promueven el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Somers et al., 2004; Raaijmakers et al., 2009).

Ademas, varios de los microorganismos de la rizosfera, pueden tener un efecto
directo positivo sobre el crecimiento y la salud de las plantas como fitoestimulantes
y biofertilizantes, mientras que otros pueden inducir una respuesta sistémica en la
planta, lo que resulta en la activacion de los mecanismos de defensa de la planta
(Pieterse et al., 2003; Raaijmakers et al., 2009). Ademas, los microorganismos
rizosféricos benéficos contribuyen a mejorar la disponibilidad de nutrientes. En los
ecosistemas naturales, la mayoria de los nutrientes como Nitrogeno (N), Fosforo
(P) y Azufre (S) estan unidos a moléculas organicas y, por lo tanto, estan
minimamente biodisponibles para las plantas (Bonkowski, 2004; Richardson et al.,
2009).

Para acceder a estos nutrientes, las plantas dependen de bacterias y hongos, que
poseen la maquinaria metabdlica para despolimerizar y mineralizar los
compuestos de N, P y S. Esto libera formas inorganicas de N, P y S en el suelo,
incluidas especies i6nicas como amonio, nitrato, fosfato y sulfato, que son las
formas de nutrientes preferidas para las plantas. En entornos naturales, estas
transformaciones de nutrientes microbianos son impulsores clave del crecimiento

de las plantas (Schimel y Bennett, 2004; van der Heijden et al., 2008).



2.3 Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

La coevolucion entre plantas y microorganismos ha derivado en el establecimiento

de relaciones benéficas donde ocurre una promociéon del crecimiento y desarrollo

vegetal, mejorando la disponibilidad de nutrientes y la resistencia al estrés biotico

y abiotico (Bulgarelli et al., 2013; Braga et al., 2016). Los microorganismos mas

conocidos como promotores del crecimiento vegetal incluyen a las micorrizas

(Parniske, 2008) y algunas especies del género Trichoderma (Schuster y Schmoll,

2010) y las rizobacterias (Vejan et al., 2016). En la tabla 1, se muestran algunos

hongos reportados como promotores del crecimiento vegetal.

Tabla 1. Hongos reportados como Promotores del Crecimiento Vegetal (PGPF) y su origen de
aislamiento (Tomado y modificado de Hossain et al., 2017).

Hongos
Filo promotores del Origen de aislamiento Referencias
crecimiento vegetal
(PGPF)
Raiz de Rosa rugosa, Camellia Zhou et al., 2014
Alternaria sp japonica, Delonix regia, Dianthus
caryophyllus, Rosa hybird)
Aspergillus sp Chili (Capsicum annuum) Islam et al., 2014
Suelo de origen tropical y subtropical, Chuang et al.,
rizosfera de garbanzo (Cicer arietinum) 2007
Aspergillus niger Yadav et al., 2011
Pasto bermuda (Cynodon dactylon) Islam et al., 2014
Fusarium spp
Rizosfera de Zoysia tenuifolia y Koijma et al., 2013
Fusarium equiseti Lygeum spartum Macia-Vivente et
al., 2009
Raiz de banana (Musa sp) y diversos Waweru et al.,
Ascomycota | F. oxysporum ambientes 2014

Phoma sp

T. asperellum
T. atroviride

T. hamatum

T. harzianum

T. virens Gv.29-8

Rizosfera de Z. tenuifolia, raiz de Rosa
rugosa, Camellia japonica, Delonix
regia, Dianthus caryophyllus, Rosa
hybird)

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo, rizosfera de girasol,
leguminosas y cereales

Suelo

Bitas et al., 2015

Sultana et al., 2008
Zhou et al., 2014
Yedidia et al., 2001
Contreras-Cornejo
etal., 2011

Shaw et al., 2016
Hyacumachi, 1994,
Brotman et al.,
2013, Jogaiah et
al., 2013, Akhter et
al., 2015
Contreras-Cornejo
et al., 2009




Continuacién tabla 1

Basidiomycota | Rhizoctonia solani Raiz de tomate Muslim et al., 2003
(Lycopersicon
esculetum)
Piriformospora indica Desierto Thar, India Bhuyan et al., 2015
Rhodotorula mucilaginosa Ignatova et al., 2015
Zygomycota Mucor sp Rizosfera de pasto (Z. Hyacumachi, 1994
tenuifolia)
Rhizopus Suelo contaminado con Srivastava et al.,
arsénico 2012
Oomycota Phytophthora cryptogea Tomate (L. esculentum)  Attitalla et al., 2001
Pythium oligandrum Suelo Benhamou et al.,
2012

2.4 Mecanismos de promocién del crecimiento por microorganismos

Las interacciones planta-microorganismo (hongos y bacterias) son muy diversas,
desde patdgenas hasta benéficas actuando los microorganismos como endofitos
Las especies flngicas y bacterianas son capaces de detectar el huésped e iniciar
sus estrategias de colonizacién en la rizosfera produciendo una amplia gama de
sustancias que interfieren en distintos procesos morfogenéticos de las plantas
(Ortiz-Castro et al., 2009).

Los microorganismos promueven el crecimiento de las plantas mediante
mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos se definen como
aguellos que dan como resultado la promocion del crecimiento de las plantas,
incluyen la produccion de fitohormonas, fijacion de nitrdgeno, solubilizacion de
fosfatos y secuestro de hierro por sideroforos. Los mecanismos indirectos actian
sobre otro sistema biolégico, se refieren a mecanismos de defensa que inhiben el
funcionamiento de uno o mas organismos fitopatdgenos, tanto hongos como
bacterias. Los mecanismos indirectos incluyen competencia por nutrientes,
parasitismo, antibiosis (produccion de antibioticos) y activacion de defensas
naturales propias de la planta conocidos como resistencia sistémica inducida (ISR)
(Olanrewaju et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de promocion de crecimiento vegetal por microorganismos. Mecanismos
directos) Mejoran el crecimiento y desarrollo de las plantas e incluye la produccion de
fitohormonas, fijacién de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos, produccion de sider6foros y
metabolitos secundarios. Mecanismos indirectos) Actdan sobre otro sistema biol6gico, involucra
los mecanismos de defensa que inhiben el funcionamiento de uno o més organismos fitopatégenos
(Tomado y modificado de Nazir et al., 2018).

2.4.1 Compuestos organicos volatiles producidos por los hongos

En la naturaleza, los compuestos organicos volatiles (VOCs) median la
comunicacién en las interacciones que mantienen las plantas (i.e. patégenos,
herbivoros). Estos compuestos son tipicamente pequefios (hasta C20) con masa
molecular baja (100-500 Daltons) volatiles a temperatura y presion ambiente
(Schmidt et al., 2015).

La mayoria de los volatiles microbianos se consideran productos del metabolismo
primario y secundario, formados principalmente por la oxidacion de la glucosa
(Korpi et al.,, 2009). Las rutas biosintéticas subyacentes son el metabolismo

aeroébico, heterétrofo del carbono, la fermentacion, el catabolismo de aminoacidos,
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la biosintesis de terpenoides, la degradacién de acidos grasos y la reduccion de

azufre (Pefuelas et al., 2014).

Los compuestos volatiles bacterianos suelen estar formados por alquenos,
alcoholes, cetonas, terpenos, bencenoides, pirazinas, acidos y ésteres, mientras
que los compuestos volatiles fungicos estdn dominados por alcoholes,
bencenoides, aldehidos, alquenos, &cidos, ésteres y cetonas (Kai et al., 2009;
Piechulla y Degenhardt, 2014; Schmidt et al., 2015). Los VOC’s producidos por
hongos y bacterias participan en su interaccibn con los microorganismos
patégenos de las plantas mostrando actividades antimicrobianas al igual que con
las plantas como moduladores del crecimiento vegetal (Vespermann et al., 2007).
En la tabla 2, se muestran algunos de los VOC’s producidos por hongos benéficos

y patégenos con efectos positivos en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Tabla 2. Compuestos organicos volatiles producidos por hongos con efectos benéficos

en plantas (Tomado y modificado de Kanchiswamy et al., 2015).

Hongo Efecto Molécula Referencia
Crecimiento B-cariofileno; -
vegetal e induce elemeno; germacreno Contreras-
Trichoderma virens respuesta de D o-cadineno Cornejo et al.,
defensa contra 2014

Botrytis cinerea

Trichoderma atroviride  Crecimiento 2-pentilfurano Gonzéalez-Pérez
Trichoderma virens vegetal a-bergamoteno et al., 2018
Promueve el
desarrollo y 6-pentil-2H-piran-2-
Trichoderma atroviride  regula la ona (6-PP) Garnica-Vergara

morfogénesis de
las raices en A.

etal., 2016

Trichoderma viride

thaliana
Crecimiento Alcohol de isobutilo
vegetal y Alcohol isopentilo

desarrollo de
raices laterales

Farneseno
3-metilbutanol y
Geranilacetona

Hung et al., 2013

Muscodor sp.

Crecimiento
vegetal y
actividad
antimicrobiana

Naftaleno,
Tetrahidrofurano, 2-
metilfurano, zuleno,
a-felandreno, B-
felandreno, 2-
pentilfurano,
aromadendrene, (-
cariofileno

Macias-
Rubalcava et al.,
2010

Yuan et al, 2012
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Continuacién taba 2

Fusarium oxysporum
MSA 3

Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
(F221-B)

Induce brote y
longitud de la
raiz y aumento
de peso fresco
de las plantulas

B-cariofileno

Minerdi et al.,
2011

Bitas et al., 2015
Thongkamngam y
Jaenaksorn, 2017

de lechuga
Phoma sp. GS8-3 Crecimiento Benzoato de metilo
Ampelomyces sp. (F- vegetal y (CeHsCO2CHa)
a-3) resistencia m-cresol Naznin et al.,
Cladosporium sp. (D-c-  sistémica (CH3CsH4OH) 2014
4) inducida (ISR) Acetato de isobutilo
Phomopsis sp Resistencia Sabineno, 3-
sistémica metilbutan-1-ol, 2- Singh et al., 2011
inducida (ISR) metilpropan-1-ol y
Actividad acetona
antifiingica
Los voléatiles tienen un papel importante en las interacciones entre

microorganismos, el requisito previo para la efectividad volatil es su liberacion,
emanacion, distribucidn y su percepcion por parte de un organismo objetivo. Esto
estd garantizado por las propiedades fisicoquimicas de los compuestos volatiles
como es su bajo peso molecular, alta presion de vapor, bajo punto de ebullicién, lo
que facilita la distribucién incluso a largas distancias (Farmer, 2001; Baldwin et al.,
2006; Heil y Ton, 2008; Effmert et al., 2012).

La distribucion volatil subterranea se realiza por difusion (proceso mediante el cual
las moléculas de un gas se esparcen o difunden) y adveccion (transporte de un
fluido), los cuales se pueden mover a través de la red de poros del suelo, ya que
son activos en las fases gaseosa y liquida, y pueden ser revolatizados después de
pasar por los poros saturados de agua. Sin embargo, debido a su alta presion de
vapor, los volatiles se mueven principalmente por difusion de vapor (Minnich y
1993; Effmert et al., 2012).

influenciados por las propiedades quimicas inherentes de la sustancia volatil y las

Schumacher, Todos estos procesos estan
propiedades fisicoquimicas del suelo circundante, que afectan la adsorcion, la
desorcion y la degradaciéon. La adsorcion/desorcion depende de la polaridad del
compuesto, la textura del suelo y la arquitectura espacial, y la presencia de agua.
A microescala, el aumento de la humedad reduce la adsorcién de volatiles no

polares a las superficies minerales; mientras que a macroescala, los volatiles no
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polares son absorbidos cada vez mas por la materia organica en suelos hiumedos
o mojados. A diferencia de la distribucion volatil subterranea, tradicionalmente la
emisibn de VOC’s hacia la atmosfera se ha considerado como un flujo
unidireccional del sitio de sintesis (Minnich y Schumacher, 1993; Ruiz et al., 1998;
Insam y Seewald, 2010; Effmert et al., 2012; Niinemets et al., 2014).

Al igual que los microorganismos se ha demostrado que las plantas producen y
liberan activamente VOC’s como respuesta a diferentes estimulos ambientales,
influyendo de manera significativa en la comunicacion planta-planta y planta-
microorganismo. Los VOC’s pueden ser producidos por varios érganos de la
planta (hojas, flores, frutos y raices) y se ha demostrado que son mediadores
clave en las interacciones biéticas tanto en la superficie como debajo del suelo
(Dudareva et al., 2006; Pefuelas et al., 2014). Los VOC'’s producidos por las
plantas en la superficie estan dominados por cuatro familias quimicas que se
originan a partir de las siguientes vias biosintéticas: terpenoides (&cido
mevaldnico [MVA] y fosfato de metileritritol [MEP]); derivados de acidos grasos
(via lipoxigenasa [LOX]); compuestos benzenoides y fenilpropanoides (via del
acido shikimico); y derivados de aminoacidos (Maffei, 2010; Baldwin, 2010;
Dudareva et al., 2013; Delory et al., 2016).

2.4.2 Compuestos organicos difusibles producidos por los hongos

Las plantas y los hongos son fuentes ricas de miles de metabolitos secundarios
(MS) constituyendo uno de los principales agentes bioquimicos involucrados en la
interaccién planta-hongo, algunos de estos compuestos organicos o metabolitos
son unos de los principales agentes infecciosos en las plantas, sin embargo,
existen metabolitos secundarios secretados por hongos benéficos capaces de
alterar de manera positiva el crecimiento y desarrollo de las plantas (Pusztahelyi et
al., 2015). Los metabolitos secundarios fungicos se pueden dividir en cuatro clases
quimicas principales: policétidos, terpenoides, compuestos derivados del acido
shikimico y péptidos no ribosémicos. Ademas, los metabolitos hibridos

compuestos por restos de diferentes clases son comunes, como en los
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meroterpenoides, que son fusiones entre terpenos y policétidos (Collemare et al.,
2008).

Algunas especies de hongos liberan diversos metabolitos de bajo peso molecular
qgue influyen en la acumulacion de hormonas vegetales relacionadas con la
defensa o emplean sus propios imitadores de fitohormonas para suprimir la
inmunidad de la planta y/o ayudar en el crecimiento vegetal (Patkar y Naqvi,
2017). El acido indol-3-acético (IAA) es la principal auxina en las plantas, que
regula los procesos de crecimiento y desarrollo como la divisiébn y elongacion
celular, la diferenciacion tisular, la dominancia apical y las respuestas a la luz, la
gravedad. Ademas. las raices son mas sensibles a las fluctuaciones en el nivel de
esta hormona ya que se requiere IAA para la iniciacion de la raiz primaria y lateral,
asi como estimular el aumento en la longitud de los pelos radicales derivados de la
epidermis (Fu et al., 2015).

De manera similar la sintesis de IAA producida por hongos puede inducir la
formacion de raices laterales y el desarrollo de pelos radiculares. La promocion del
crecimiento y desarrollo de las raices provoca una mayor absorcion de nutrientes
por parte de las plantas asociadas. Sin embargo, la produccién de IAA por hongos
no necesariamente ejerce efectos positivos sobre el crecimiento y desarrollo de la
raiz. El IAA sintetizado y secretado por hongos patdgenos puede actuar como un
factor de virulencia durante el desarrollo de la enfermedad. Aunque el papel
exacto del IAA producido por hongos en las interacciones planta-hongo sigue
siendo desconocido, se especula que el IAA de los hongos puede contribuir a la
patogenicidad de la planta a través de dos mecanismos distintos. Primero, el I1AA
puede tener un efecto de virulencia directo en las plantas al aflojar la pared celular,
abrir los estomas e inhibir la sefalizacion de defensa dependiente del acido
salicilico (SA). En segundo lugar, el IAA puede inducir la biosintesis de IAA
enddgeno de la planta, lo que resulta en la amplificacion del efecto de virulencia
causado por el IAA patdégeno. El resultado de la interaccion planta-hongo también

es altamente dependiente de las especies de plantas y hongos (Cohen et al.,
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2002; Fu et al., 2015). En la tabla 3, se muestra algunos hongos sintetizadores de

fitohormonas.

Tabla 3. Fitohormonas producidas por hongos filamentosos (Tomado y modificado de Shi et

al., 2017).

Hongo Molécula Referencia
G. fujikuroi Giberelinas Luetal., 1995
G. fujikuroi NRRL2284 Giberelinas Pastrana et al., 1993
G. fujikuroi CDBB H-984 Giberelinas Escamilla et al., 2000
F. moniliforme Giberelinas Meleigy et al., 2009
C. coerulescens RWD 390 Acido abscisico Jens et al., 1987
A. niger NX-53 Acido abscisico Hui et al., 2007
R. solaniRs 4. 1U To Acido abscisico Dorffling et al., 20014
F. oxysporum CBS 758.68 Acido abscisico Dorffling et al., 20014
B. cinerea TB-3 Acido abscisico Tan et al., 1998
F. oxysporum Acido indolacético (IAA)  Hasan, 2002
F. proliferatum Acido indolacético (IAA)  Tsavkelova et al., 2012
F. graminearum Acido indolacético (IAA)  Luo et al., 2016
T. virens Gv29.8 Acido indolacético (IAA)  Contreras-Cornejo et al., 2009
T. atroviride IMI1206040

2.5 Hongos promotores del crecimiento vegetal

Los hongos son un grupo heter6trofo de microorganismos que pueden tener
relaciones simbiéticas con una amplia variedad de organismos autétrofos (Dayle et
al., 2001). Generalmente, los hongos que establecen relaciones benéficas con las
raices de las plantas son cominmente denominados micorrizas, su éxito ecoldgico
refleja un alto grado de diversidad en lo genético y fisiolégico cerca de 6,000
especies que se clasifican dentro de los filos Glomeromycota, Ascomycota y
Basidiomicota, ademas, se encuentran asociados con mas del 80 % de las plantas
terrestres y representan la simbiosis mas comun y extendida en el planeta
(Schussler et al., 2001; Bonfante y Anca, 2009).

Los hongos definen los tipos de micorrizas (i. e. endomicorrizas y ectomicorrizas).
Las ectomicorrizas, por lo general forman relaciones simbidticas con especies
arboreas y arbustivas, normalmente las hifas permanecen de forma extracelular

induciendo cambios importantes en la morfogénesis de la raiz, su presencia solo
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conduce a modificaciones sutiles en células epidérmicas o corticales. Por otra
parte, las endomicorrizas, es decir, micorrizas arbusculares (AM), las hifas
penetran en las células de la raiz para establecer una simbiosis intracelular
(Bonfante y Anca, 2009).

Las micorrizas arbusculares son simbiontes obligados incapaces de completar su
ciclo de vida en ausencia de una raiz huésped. Los hongos penetran y colonizan
las raices de las plantas, donde se diferencian en estructuras altamente
ramificadas conocidas como arbdsculos, siendo los principales sitios de
intercambio de nutrientes entre los dos organismos. El desarrollo concomitante de
hifas extraradicales fuera de las raices de las plantas permite que los hongos
suministren al huésped nutrientes esenciales como fosfatos, nitratos y otros
minerales del suelo. Mientras que las micorrizas arbusculares reciben hidratos de
carbono derivados de la fotosintesis en el huésped. Ademas, esta simbiosis de AM
también confiere resistencia a la planta contra patdgenos y estrés ambiental
(Akiyama y Hayashi, 2006).

Ademas de los glomales (micorrizas), existen otros géneros fungicos con
capacidad de promover el crecimiento vegetal y conferir resistencia al estrés
biético y abidtico como lo son algunas especies del género Trichoderma, (Schuster
y Schmoll, 2010). Aunqgue el género Penicillium, es mas cominmente conocido por
la produccién de antibiéticos, también se han reportado especies de este género
como promotoras de crecimiento vegetal. En un estudio realizado por Babu et al.,
(2015) reportan la promocion de crecimiento vegetal de Penicillium menonorum en

plantas de pepino (Cucumis sativus L.).

Otro de los géneros que se tiene escasa informacibn como promotores de
crecimiento es Fusarium spp, ya que la mayoria son patégenos, sin embargo, se
ha reportado la actividad antag6nica de Fusarium oxysporum (F221-B) frente a
hongos fitopatdgenos (Thongkamngam y Jaenaksorn, 2017). Asi mismo también

se ha reportado la promocion de crecimiento vegetal de Fusarium oxysporum
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mediante la emisidbn de compuestos organicos volatiles (VOC’s) en plantas de
Arabidopsis thaliana y tabaco (Bitas et al., 2015). Ademas, en otro trabajo
realizado por Zhou et al. (2018), reportan la promocion de crecimiento vegetal de
Alternaria spp A13 en Salvia miltiorrhiza mostrando un incremento significativo en
peso fresco y seco y un aumento en el contenido de acido fendlico total, acidos
litospérmicos Ay B (LAA y LAB). En otro estudio realizado por Sisi¢ et al. (2017),
demostraron la capacidad de Fusarium equiseti como promotor de crecimiento
vegetal en plantas de guisante Pisum sativum L. en las que ademas redujo la
enfermedad de la pudricién de la raiz en plantas de guisante inoculadas con

Fusarium avenaceum y Peyronellaea pinodella.

2.6 Biologia e importancia del género Fusarium

El género Fusarium se describié por primera vez por Link (1809), pertenece al filo
Ascomycota, clase Ascomycetes, orden Hypocreales, mientras que los
teleomorfos de las especies de Fusarium se clasifican en su mayoria en el género
Gibberella, y para un numero menor de especies, los géneros Hemanectria y
Albonectria (Leslie y Summerell, 2006; Moretti, 2009).

Ademas, de la identificacion molecular, un enfoque para la clasificacion de
especies del género Fusarium es la morfologica, en base a la generacion de las
esporas asexuales y sexuales en los teleomorfos. Generalmente, algunas
especies pueden llegar a producir tres tipos de esporas asexuales: macroconidio,
microconidio y clamidiosporas, comunmente la morfologia de las macroconidias es
la principal caracteristica para la identificacién de las especies de este género
mientras que las microconidias y clamidosporas, se considera su presencia-
ausencia como un caracter morfolégico secundario (Nelson et al., 1994; Moretti,
2009). Las especies de Fusarium estan ampliamente distribuidas en el suelo y en
partes subterraneas y aéreas de las plantas, restos de plantas y otros sustratos
organicos, los cuales son comunes en regiones tropicales, templadas, desérticas e

incluso en el artico. A menudo son considerados como hongos transmitidos por el
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suelo debido a su abundancia en el mismo y su asociacion frecuente con las
raices de las plantas, ya sea como saprofitos o parésitos causando enfermedades
en varios cultivos de importancia agricola, incluyendo los cereales (Nelson et al.,
1994).

Sin embargo, existen algunos reportes de especies de este género con actividad
pasiva, que pueden llegar a interactuar con las plantas sin llegar a ocasionarles
algun dafio fisiolégico. En un estudio realizado por Thongkamngam y Jaenaksorn
(2017), evaluaron la eficacia de la cepa no patogénica de F. oxysporum F221-B,
como un posible agente de control biolégico contra hongos fitopatégenos, que
ocasionan marchitamiento y podredumbre de la raiz de lechuga, en su estudio
encontraron que la cepa F221-B reduce la incidencia y severidad de la
enfermedad en un 60 a 80 % en comparacién con el control inoculado con los
patébgenos, ademas F221-B promovié significativamente el crecimiento en 3
variedades de lechuga.

2.7 Importancia del cultivo de chile (Capsicum annuum L.) var. mirasol

México es considerado un pais con una gran diversidad vegetal, ademas también
representa el centro de origen y domesticacién de diversas plantas cultivadas.
Dentro de las primeras plantas domesticadas se encuentra el chile (Capsicum
annuum L.) perteneciente a la familia Solanaceae. El género Capsicum incluye 33
especies y 10 variedades siendo la especie Capsicum annuum la de mayor

importancia (Castellon-Martinez, 2014).

El chile se cultiva como una planta herbacea anual, posee tallos delgados,
lampifios y erguidos. Las hojas son enteras lanceoladas u ovales, mientras que las
flores son solitarias, hermafroditas e hipdginas y por lo general pentdmeras.
Particularmente el chile variedad guajillo presenta frutos (bayas huecas) delgados,
largos y puntiagudos con una longitud de 12 cm, aunque puede variar de acuerdo
con el tipo y las condiciones de cultivo (Galindo y Cabafas, 2006; Montes-
Hernandez, 2010).
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En México, las entidades de mayor produccion de chile son; Sinaloa, Chihuahua,
Guanajuato, Sonora y Zacatecas, siendo este ultimo el lider en la produccién de
chile seco (C. annuum) variedad guajillo, aportando el 35 % del valor total
generado en el sector agricola (Galindo y Cabarias, 2006). El chile mirasol y/o
guajillo es la variedad mas cultivada para la produccion de chile seco dado que es
menos susceptible al ataque de secadera, considerado como un factor limitante de

mayor importancia (Velasquez-Valle et al., 2014).

Sin embargo, ademas del uso de pesticidas quimicos para el control de
enfermedades de los cultivos de chile, existen alternativas que permiten disminuir
el uso de agroquimicos. El control biolégico de conservacion a través de la
diversificacion vegetativa (cultivos trampa) es una estrategia efectiva para el
manejo de plagas. El cultivo de plantas trampa es un medio empleado como un
control biolégico de conservacién que implica cultivar otra especie en un area
seleccionada para atraer plagas del cultivo objetivo, evitando que las plagas
alcancen el cultivo y finalmente controlar esa plaga para reducir el dafio al cultivo
principal. Las diferentes especies de cultivos trampa pueden liberar diferentes
metabolitos (rizodepdsitos) o compuestos volatiles atrayendo microorganismos
benéficos o repeliendo agentes patdgenos o incluso insectos plaga (Sarkar et al.,
2018). La efectividad del cultivo intercalado de chile con maiz empleando como
cultivo trampa el maiz ha obtenido grandes resultados en donde el ataque por
microorganismos como bacterias, hongos y virus e insectos plaga se ha reducido
(Been-Issa et al., 2017).

2.8 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana ha sido el principal sistema de modelo de plantas, lo que ha
permitido grandes avances en la comprension del desarrollo de las plantas, la
sefalizacion, la biologia de las hormonas, la defensa de patdgenos, la resistencia
a las enfermedades y la respuesta al estrés abiotico, por nombrar algunos.

Ademas, también es un recurso para el estudio de otros organismos
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multicelulares. A. thaliana fue la primera planta cuyo genoma fue secuenciado
completamente, y el tercer organismo multicelular después de Caenorhabditis
elegans (Adams et al., 2000; Chang et al., 2017).

Las propiedades que conforman un sistema modelo son de tres tipos (i) el valor
econoémico o las propiedades intrinsecas que se adaptan a las especies elegidas
para su uso en el laboratorio, tales como tamafio pequefo, facilidad de cultivo,
fecundidad, tiempo de generacion corto, capacidad para manipulaciones genéticas
como cruce y mutagénesis, genoma pequefio y el potencial para manipular la
funcion del gen, (ii) procedimientos estandarizados y simples para el aislamiento
de DNA y RNA, transformacion, extraccion de proteinas y otros métodos de
laboratorio, (iii) la disponibilidad de cepas genéticas, construcciones de genes
reporteros, genomas completamente anotados, y repositorios, bases de datos y

centros de stock (Chang et al., 2017).

A. thaliana es una planta dicotiledbnea pequefia que pertenece a la familia
Brassicaceae. Se considera un modelo de estudio ya que presenta muchas
ventajas, como un ciclo de vida corto, alrededor de 5 a 6 semanas, produciendo
un gran numero de semillas que permanecen viables durante varios afios, crece
en espacios limitados, es facilmente manipulable para la polinizacién dirigida. Otra
de las ventajas, es que cuenta con uno de los genomas mas pequefios del reino
vegetal, que codifica alrededor de 29,950 genes distribuidos en 5 cromosomas,
ademas, es un organismo diploide (2n) (Adams et al., 2000; Chang et al., 2017).

Para el estudio de la biologia molecular, A. thaliana es genéticamente manipulada
a través de la transformacién mediada por A. tumefaciens. Los protocolos de
transformaciéon son sencillos y permiten generar plantas transgénicas al introducir
genes exdgenos provenientes de otras especies de plantas o bien genes
endogenos de la misma planta. Ademas, actualmente se cuenta con una gran
variedad de lineas insercionales de T-DNA con pérdida de funcion lo cual permite

estudiar funcionalmente genes de interés (Adams et al., 2000; Chang et al., 2017).
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El estudio de la sefializaciéon hormonal en plantas se ha enfatizado con mayor
detenimiento en lineas transgénicas de A. thaliana. Dentro de la gama de
hormonas producidas por las plantas, las auxinas son una de las mas estudiadas
debido a su participacién biolégica. La linea DR5::GUS se ha utilizado para
monitorear sitios de acumulacion de auxina, la cual constituye un promotor
sintético altamente activo (AuxRE) denominado DR5 el cual contiene repeticiones
directas en tandem de 11 pb del elemento TGTCTC como elementos de respuesta
a auxinas (AuxRE) fusionada al la secuencia GGGGAATTCCCCTGTCTC del gen
reportero GUS. La construccion DR5::GUS permite estudiar facilmente el patrén
de distribucién de auxinas, observando qué zonas y qué tipos celulares son
tefiidos en azul por la tincion histoquimica de la B-glucuronidasa (Ulmasov et al.,
1997).

Por otra parte, el desarrollo de pelos radiculares es esencial para el crecimiento y
desarrollo de A. thaliana, los cuales ayudan aumentar el consumo de agua,
nutrientes y mejorar el anclaje al suelo. La linea mutante Rhd6 de A. thaliana
presenta un fenotipo defectuoso en el desarrollo de pelos radiculares. Estos
defectos implican al gen Rhd6 en la iniciacién del pelo de raiz e indican que Rhd6
estd normalmente asociado con el establecimiento o la respuesta a la polaridad de
la célula epidérmica de la raiz. Generalmente los pelos radicales son extensiones
largas y tubulares de las células epidérmicas de la raiz. El inicio de un pelo de raiz
requiere que se establezca un nuevo sitio de expansion celular dentro de la célula
epidérmica. En Arabidopsis, los pelos radiculares emergen del extremo apical de
las células epidérmicas (el extremo mas cercano al meristemo de la raiz), lo que
implica que estas células estén polarizadas. Se cree que el proceso general de
iniciacion del pelo de la raiz implica el establecimiento de polaridad dentro de la
célula epidérmica, la seleccion del sitio de iniciacion y el transporte dirigido de
vesiculas de Golgi secretoras que contienen enzimas hidroliticas y componentes

de la pared celular al sitio de iniciacién (Masucci y Schiefelbein, 1994).
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El fenotipo de la mutante Rhd6 se revierte cuando se adiciona en el medio de
crecimiento auxina (&cido indolacético) o un precursor de etileno (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico). Lo que indica que Rhd6 normalmente esta
involucrado en dirigir la seleccién o ensamblaje del sitio de iniciacion del pelo de
raiz a través de un proceso que involucra auxina y etileno (Masucci y Schiefelbein,
1994; Feng et al., 2017).

2.7 Antecedentes directos

En México, el maiz es el cultivo de mayor importancia econémica y social, tanto
por el &rea cultivada como por su uso para alimentacion humana, productos
derivados y agroindustria. Actualmente en México, mas del 80 % del éarea
sembrada con maiz se encuentra en zonas de temporal, expuesto a condiciones
adversas como la sequia, calor, cambios en la distribucion de las lluvias entre
otros. Como consecuencia de estos cambios climéticos, se han creado
condiciones favorables para el desarrollo y reproduccion de diversos organismos
patdgenos del maiz, dando lugar a brotes de plagas y enfermedades, provocando
pérdidas de rendimiento del cultivo (SIAP, 2015; SMN, 2015).

El estudio de hongos del género Fusarium ha tomado importancia dado que es un
patbgeno importante del maiz. Las especies de Fusarium son parasitos
facultativos, que pueden sobrevivir largos periodos como saprofitos en restos
vegetales o en estado latente en forma de peritecios y producir esporas sexuales
gue constituyen el in6culo secundario, el cual es diseminado por el viento durante
el cultivo (Niederhauser, 1949).

Con base a lo anterior Briones-Reyes (2017; comunicacion personal) aislo a partir
de tallo y raiz diversas colonias de hongos filamentosos provenientes de cultivos
de maiz del estado de Aguascalientes, con manifestaciones de diferente grado de
desarrollo de pudricion de tallo relacionada a Fusarium spp con la finalidad de

identificar la variabilidad molecular y grado de virulencia de los posibles agentes
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causantes de la enfermedad. Ademas, de hacer una posterior evaluacion de
germoplasma de maiz que permita identificar fuentes de resistencia genética a
esta enfermedad, con las que mediante programas de mejoramiento se pueda
obtener maiz resistente y asi disminuir el riesgo de pérdidas de produccion por

efecto de esta enfermedad.

Posteriormente, Chavira-Villegas (2018) para determinar el grado de
patogenicidad de las cepas aisladas en un total de 37 hongos filamentosos, realizo
una interaccion directa in vitro en cajas Petri de cada una de las cepas con
Arabidopsis thaliana (Col-0) durante 12 dias, en su estudio encontré que de las 35
cepas aisladas 21 no mostraron ser patdgenas para A. thaliana, ademas observo
gue dichas cepas (no patégenas) promovieron el crecimiento vegetal, mostrando
mayor desarrollo de raiz secundaria asi como pilosas y un aumento en peso
fresco en comparacién con las plantulas no inoculadas. Ademas, en el mismo
estudio se realizé la identificacion molecular de las cepas aisladas, mediante la
amplificacion de los ITS (regiones interespaciadoras de los genes ribosomales), en
donde encontré que la mayoria de las cepas pertenecen a Fusarium spp. A partir
de los datos obtenidos de este estudio se seleccionaron dos cepas de hongos
P85.T y M102.R, las cuales se identificaron como Fusarium cf graminearum y
Fusarium equiseti respectivamente, mismos que mostraron ser posibles

promotores de crecimiento para A. thaliana (Chavira-Villegas, 2018).
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ll. JUSTIFICACION

La produccion de alimentos para una poblacién en crecimiento ha generado el uso
excesivo de fertilizantes quimicos para obtener mejores rendimientos,
ocasionando ademas graves dafios al medio ambiente, en base a ello se buscan

estrategias que sean ecologicamente compatibles con el medio ambiente.

El uso de microorganismos rizosféricos como agentes de control biologico y
estimuladores del crecimiento vegetal, representan una alternativa frente al uso de
fertilizantes quimicos para una agricultura sostenible. Sin embargo, aun se
desconocen muchos aspectos del mecanismo de accién de diversas moléculas
ante la interaccién planta-microorganismo relacionadas en el contexto de

promocién de crecimiento vegetal.

En base a lo anterior este estudio implantard una vision mas detallada sobre los
mecanismos de promocion de crecimiento vegetal de microorganismos (hongos)
aislados de la rizosfera de maiz Zea mays L. bajo diferentes condiciones de cultivo

en plantas dicotiledoneas.
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IV. HIPOTESIS

Las especies de Fusarium aisladas de la rizosfera de Zea mays, son capaces de
estimular el crecimiento vegetal bajo diferentes condiciones de cultivo en

Arabidopsis thaliana y Capsicum annuum var mirasol.

V. OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Evaluar la promocion de crecimiento vegetal de las especies de F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) aisladas de la rizosfera de Zea mays en

Arabidopsis thaliana y Capsicum annuum.

5.2 Objetivos especificos

1) Identificar morfolégicamente las especies de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) aisladas de las plantas de maiz.

2) Analizar la promocion de crecimiento vegetal in vitro de F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en A. thaliana bajo diferentes
condiciones de cultivo.

3) Evaluar el efecto de promocion de crecimiento vegetal en la linea RD5 y
Rhd6 de A. thaliana durante la interaccion con las especies de F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T).

4) Caracterizar el fenotipo de promocién de crecimiento vegetal de las
especies de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en chile

(Capsicum annuum) var. mirasol.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Caracterizacion morfolégica de las especies de F. equiseti y F. cf

graminearum

Para completar el estudio realizado por Chavira-Villegas (2018), se realizd la
identificacion morfoldgica de las especies de Fusarium cf graminearum (P85.T) y
Fusarium equiseti (M102.R) como posibles promotores de crecimiento vegetal. La
morfologia colonial de los hongos se determind partiendo de aislados en cultivo
puro en diferentes medios de cultivo: PDA (por sus siglas en inglés Potato
Dextrose Agar, Difco®), agar harina de maiz (CA) (Cifuentes-Romo, 1990), agar
hojas de clavel (CLA) Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) (Leslie y Summerell,
2006) de los cuales se tomaron en cuenta caracteristicas tales como: el color y
matiz de la superficie en anverso y al reverso de la colonia, textura de la superficie
colonial (algodonosa, resupinada, aterciopelada, polvosa (harinosa), crustacea,
empapada, embebida, levaduriforme, pegajosa, homogénea o heterogénea,
presencia o0 ausencia de elevacion), margen de la colonia (suave, regular,
irregular, restringido, difuso), patron (radiado, en forma de flor o aracnoide),
pigmentacién y formacion de estructuras de resistencia (esporodoquios) (Leslie y
Summerell, 2006; Watanabe, 2010).

El analisis de las caracteristicas microscopicas se realiz6 mediante la técnica de
microcultivo. Finalmente, el andlisis in situ de las estructuras de reproduccion de
los hongos, tipos de conidios y caracteristicas fenotipicas de las hifas fueron
observadas en microscopio de luz con objetivo de 100x. La observacion se llevo a
cabo tanto en microcultivos tefiidos con colorante azul de algodon, asi como sin

tefir, tomandose registro fotografico.
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6.2 Andlisis de la promocién de crecimiento vegetal in vitro de los dos

hongos de Fusarium spp en Arabidopsis thaliana

6.2.1 Esterilizacion y germinacion de las semillas de A. thaliana

Inicialmente se lavaron las semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 con una solucién
de hipoclorito de sodio al 20 % (cloro comercial) por 5 min en agitacion.
Posteriormente, se decanté el cloro y se realizaron 4 lavados con agua destilada
estéril en agitacion por 5 min. Las semillas desinfectadas se pusieron a 4 °C por
tres dias para vernalizacién (adquisicion o aceleracion de la germinacién de la

semilla con empleo de un tratamiento de frio).

Transcurrido el tiempo de vernalizacion de las semillas de A. thaliana, se
colocaron en cajas de Petri que contenian medio sales MS 0.2X (Murashige y
Skoog, 1962) (Phyto Technology Laboratories) con agar al 1 % y sacarosa al 0.6
% ajustado a un pH de 7. Las placas se colocaron verticalmente en un angulo de
65° en camaras bioclimaticas con un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad a
una temperatura de 23 °C durante siete dias, con la finalidad de permitir el
crecimiento de la parte de la raiz a lo largo de la superficie del agar y el

crecimiento de la parte aérea.

6.2.2 Inoculacién de las plantulas de A. thaliana con las especies de F.
equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T)

Para evaluar la promocion de crecimiento vegetal in vitro de los hongos de las
cepas P85.T y M102.R, se utiliz6 como modelo vegetal A. thaliana ecotipo Col-0.
Las plantulas de 7 dias de edad fueron trasplantadas a cajas divididas (5 plantulas
por caja), las cuales se desarrollaron en diferentes condiciones: 1) Control,
colocando en un lado de la caja Petri solamente las plantulas en medio MS sin el
inoculo del hongo 2) Interaccion directa (At-Mo), creciendo del mismo lado tanto

plantulas como el hongo en medio sales MS, 3) Interaccién indirecta (At/MS-Mo),
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conteniendo en ambos lados de la caja Petri medio sales MS, desarrollandose en
un lado las plantulas, y en el otro lado en el centro del extremo dividido se inocula
al microorganismo (Mo) y 4) Interaccion indirecta (At/PDA-Mo), colocando medio
sales MS en un lado de la caja Petri en donde se desarrollaron las plantulas y en
el otro lado colocando PDA en donde se inoculd el hongo (adicion de esporas
obtenidas de CA).

La densidad de inoculacién del hongo P85.T y M102.R fue de 1x108 esporas/mL.
Después de inocular cada una de las placas, estas se colocaron en las camaras
de crecimiento bajo las condiciones mencionadas anteriormente. La promocion de
crecimiento vegetal se evalué a los 7 dpi (dias post-inoculacién) transcurrido el
tiempo de inoculacién se prosiguié a realizar las mediciones de los parametros

vegetativos.

6.2.3 Analisis de los parametros de crecimiento y desarrollo de las plantas

inoculadas

El andlisis de los diferentes parametros vegetativos se realiz6 empleando tres
réplicas de A. thaliana con 5 plantulas por caja a los 7 dias post-inoculacion (dpi)
con los hongos. Los factores a evaluar fueron la interaccion directa (At-Mo),
indirecta en MS (At/MS-Mo) e interaccion indirecta en PDA (At/PDA-Mo), asi como
el control (plantulas sin el in6culo del hongo). Los parametros vegetativos
(variables de respuesta) analizados fueron: longitud de raiz (cm), numero de
raices secundarias y peso fresco (mg) (Figura 4). Ademas, se tomd registro

fotogréfico de la arquitectura de la raiz con un estereoscopio (LABOMED®).
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. Parametros
Tratamientos
l vegetativos
Control (Ctrl) l
.| Longitud de
| raiz (cm)
Hongos Interacciéon
directa MS
l (At/MS) . Raices
- secundarias
F. equiseti (M102.R) L IE
F. cf graminearum (P85.T) Interaccion
» indirecta MS Peso fresco
(At/MS-Mo) (mg)
Interaccion »| Clorofila A, B
indirecta y A+B
PDA
(At/PDA-Mo)

Figura 4. Disefio experimental de la interaccién A. thaliana-Fusarium spp.

6.2.4 Extraccion y cuantificacion de clorofila

El ensayo para la medicion de la clorofila se realiz6 en plantulas de A. thaliana que
estuvieron inoculadas con las especies de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) en la interaccion directa (At-Mo) e indirecta en MS (At/Ms-
Mo) y PDA (At/PDA-Mo) después de los 7 dpi asi como de los controles. El total
de la clorofila fue extraido de las hojas de A. thaliana usando N, N-9
dimetilformamida (DMF) por 24 h en agitacién orbital a 1,000 rpm a 4 °C en
obscuridad, las concentraciones de clorofla a y b fueron medidas
simultaneamente por espectrofotometria. Las mediciones se realizaron a 664 nmy
647 nm, respectivamente, el contenido de clorofila a 'y b, y clorofila total (a + b) se

determiné mediante las siguientes formulas (Zhang y Huang, 2013):

Clorofila A=12.7 x Asea — 2.79 X Aea7
Clorofila B=20.7 x As4a7 — 4.62 X Aesa
Clorofila total (A + B)=17.90 x Asa7 + 8.08 X Ass4

Para la extraccién y cuantificacion de la clorofila de las plantulas de A. thaliana se

tomaron de las interacciones directa (At-Mo), indirecta en MS (At/MS-Mo) e
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interaccion indirecta en PDA (At/PDA-Mo), asi como el control (plantulas sin el

in6culo del hongo).

6.4 Promocion del crecimiento vegetal mediante exudados (metabolitos) de
F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T)

6.4.1 Condiciones de cultivo de las cepas de Fusarium spp

Para analizar la promocién de crecimiento vegetal de los metabolitos (exudados),
los cuales se obtuvieron a partir de cultivos en medio liquido PDB y MS de las
cepas de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T). Inicialmente, se
prepararon inéculos por separado con 1x10° esporas/mL en 200 mL de las dos
cepas de Fusarium en medio liquido (PDB, Difco®) y medio sales MS (liquido) en

agitacion orbital a 200 rpm a 28 °C por 72 h.

6.4.2 Condiciones de cultivo vegetal con los exudados F. equiseti (M102.R) y

F. cf graminearum (P85.T)

Después del tiempo de incubacion se recuperé el sobrenadante de cada condicion
de cultivo (PDB y MS) bajo condiciones de esterilidad. Inicialmente, los indculos se
pasaron por una gasa estéril para separar el micelio del sobrenadante, después se
realizaron tres filtrados utilizando filtros de 0.22 uym (Milles-GP®) con la finalidad de
evitar la contaminacion con micelio o esporas. A partir de los filtrados recuperados
(PDB y MS) se realizaron diluciones seriadas de 1:10, 1:100, y 1:1,000, para la
dilucion 1:10 se tomaron 10 mL del filtrado y/o metabolito concentrado ([ ])
mezclandolo con 90 mL de PDB (hongo) y/o MS (liquido) durante 1 min. Para las
siguientes diluciones se llevo a cabo el mismo procedimiento, tomando 10 mL de

la dilucién anterior.

Para la preparacién de las cajas con los filtrados, se tomaron 30 mL del cultivo

concentrado (exudado) o de las diluciones de los filtrados y 30 mL de MS solido
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concentrado (preparado a una concentracion para 60 mL ajustado a un pH 7).
Posteriormente, una vez preparadas las cajas, se prosiguié a trasplantar 10
plantulas de 7 dias de crecimiento a cada caja, los ensayos se hicieron por
triplicado y como control se pusieron tres réplicas en MS sin la adiccion de los
filtrados como se indica en el cuadro de disefio experimental (Figura 5). A los 7
dias de desarrollo en los medios, se analizaron los parametros vegetativos

mencionados en la seccién 6.2.3.

Tratamientos

l Parametros
» Control (Ctrl) vegetativos
Exudado | Longitud de
concentrado > raiz (cm)
Hongos MS y/lo PDB
(R))
v R Raices
F. equiseti (M102.R) » Dilucion 1:10 7 dpi secundarias
F. cf graminearum (P85.T) MS y/o PDB L P! ]
Peso fresco
m
Dilucién (mg)
> 1:100
MS y/o PDB »| Clorofila A,
By A+B
Dilucién
> 1:1000
MS y/o PDB

Figura 5. Disefio experimental de los exudados de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum
(P85.T) en plantulas de A. thaliana.

6.5 Andlisis histoquimico de la actividad de la linea reportera DR5::GUS y
Rhd6

Las semillas de la linea reportera DR5::GUS (monitoreo de respuestas a auxinas)
se germinaron en medio MS 0.2X a pH7 y se vernalizaron 3 d a 4 °C, y a los 7
dias de crecimiento se trasplantaron bajo las diferentes condiciones de interaccion
mencionadas en la seccion 6.2.2. Después de los 5 dias de la interaccién con las

cepas de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T), se recolectaron las
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plantulas de la linea reportera y se incubaron durante 16 hrs a 37 °C en un buffer
de reaccion GUS, el cual contiene fosfato de sodio 1 M (pH 7.0), EDTA 0.5 M (pH
8), Triton-X, ferrocianuro de potasio 100 mM) y X-Gluc 100 mM (Jefferson et
al.,1987). Después del periodo de incubaciéon se retird el reactivo de GUS y se
agrego NaOH al 7 % y etanol al 60 % durante 20 min, después se retird la solucion
anterior y se procedio a realizar distintos lavados con etanol (EtOH) a diferentes
concentraciones en el siguiente orden: EtOH 70 % durante 1 h, EtOH 40 %
durante 1 h, 20 % durante 1 h, EtOH 10 % durante 1 h, glicerol al 25 % y etanol al
5 % durante 1 h y finalmente se adiciono glicerol al 50 % (Malamy y Benfey 1997).

Por otra parte, para la linea reportera Rhd6 (Masucci y Schiefelbein, 1994) se
realiz6 el mismo procedimiento de germinacion y transcurridos los 3 dias de
crecimiento se trasplantaron bajo las diferentes condiciones mencionadas en la
seccién 6.2.2. Posteriormente, después de los 5 dias de la interaccion con las dos
cepas de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) se tomd registro
fotografico de la arquitectura de la raiz para observar la generacién de pelos
radiculares en las plantulas de la linea reportera Rhd6 de cada tratamiento
utilizando un microscopio estereoscopico (LABOMED). Para cada linea reportera y

para cada tratamiento, se analizaron al menos 9 plantas.

6.6 Caracterizacion del fenotipo de promocion de crecimiento vegetal de C.

annuum inoculados con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T)

Para caracterizar el fenotipo de promocion de crecimiento vegetal de las plantas
de chile (C. annuum L.) variedad mirasol se llevé a cabo la inoculacion con F.
equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T). Inicialmente, se esterilizaron las
semillas de chile siguiendo la misma metodologia aplicada a las semillas de
Arabidopsis (seccion 6.2.1). Posteriormente, las semillas de chile se sembraron en
charolas de plastico con sustrato de Metro-Mix y Vermiculita (3:1). Una vez que las
plantulas de chile desarrollaron las primeras hojas verdaderas, se trasplantaron a

macetas con el mismo sustrato y se dejaron durante una semana para su etapa de
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adaptacion en camaras bioclimaticas con un fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de
oscuridad a una temperatura de 22 °C + 2, y transcurrido el tiempo, se prosiguio a
inocular con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T).

6.6.1 Inoculacion de las plantas de chile con F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T)

Para analizar la promocion de crecimiento en plantas de chile, se inocularon con
ambas cepas de hongos, los cuales se crecieron inicialmente en cajas Petri en
agar harina de maiz (CA) por 7 dias a 28 °C. Posteriormente, las esporas fueron
recolectadas en agua destilada estéril y se cuantificd la densidad total de estas; a
partir de las cuales se tomoO la cantidad necesaria para tener una densidad
ajustada a 1x107 esporas/mL y se aplico entre las raices de cada plantula en las
macetas. El analisis de la promocion de crecimiento vegetal se realiz6 con siete
plantas de chile mirasol inoculadas con cada uno de los hongos. Después de la
inoculaciéon con la suspension de esporas, las plantas de chile se pusieron en
camaras bioclimaticas con un fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de oscuridad a una

temperatura de 22 °C + 2.

6.8.2 Andlisis estadistico de la promocion de crecimiento vegetal de F.
equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en A. thaliana y chile mirasol

El analisis estadistico de la promocion de crecimiento vegetal de las dos especies
de hongos ante la interaccion directas en MS e indirectas en MS y PDA, asi como
de los exudados se llevo a cabo por ANOVA de un factor, las variables de
respuesta fueron: longitud de la raiz primaria, nimero de raices secundarias y
peso fresco. De igual manera el analisis estadistico se llevd a cabo para la
cuantificacion de clorofila, tomando como variables de respuesta la cuantificacién

de los niveles de clorofila a, b y clorofila total a + b.

Del mismo modo los parametros vegetativos de la promocion de crecimiento de

chile mirasol se monitorearon a distintos tiempos: 15, 30, 45 y 60 dpi (Figura 6)
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bajo el mismo procedimiento estadistico tomado como variables de respuesta,

longitud de tallo y raiz, numero de hojas, botones, flores y frutos, asi como la

generacion de peso fresco y seco (area foliar y raiz). Las letras indican diferencias

significativas entre cada condicion (p<0.05), estas diferencias fueron determinadas

mediante la prueba de Tukey en el programa GraphPad version del software 6.0.

Tratamientos

|

Planta

Control (Ctrl)
7 plantas

v

A 4

C.annuum var. miasol

F. equiseti
(M102.R)

Parametros

vegetativos

|

Longitud de
raiz (cm)

12,30,45y 60
dpi

v

F. cf
graminearum
(P85.T)

Longitud de
tallo (cm)

NUmero:
Hojas
Botones
Flores
Frutos

v

Peso fresco
y seco (foliar
y raiz)

Figura 6. Disefio experimental de la promocion de crecimiento vegetal de F. equiseti (M102.R) y F.

cf graminearum (P85.T) en chile mirasol.
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VII. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio se presentan en tres secciones: 1)
Identificacion morfolégica de los hongos filamentosos aislados a partir de la
rizosfera de maiz, 2) Andlisis de la promocion de crecimiento vegetal in vitro de las
dos cepas fungicas bajo diferentes condiciones de cultivo en Arabidopsis thaliana
y 3) Caracterizacion del fenotipo de promocién de crecimiento vegetal de F.
equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en Capsicum annuum variedad

mirasol.

7.1 Identificacion fenotipica de los hongos filamentosos aislados de la

rizosfera de maiz como promotores del crecimiento vegetal

Inicialmente las cepas M102.R y P85.T fueron identificadas molecularmente
mediante la amplificacion y secuenciacion de los ITS como F. equiseti y F. cf
graminearum respectivamente, por Chavira-Villegas (2018). Posteriormente, para
completar la identificacién de las dos cepas, se realizo la identificacion morfologica
con base en el crecimiento colonial que desarrollaron en los diferentes medios de
cultivo PDA, CA, SNAy CLA.

Después de la caracterizacion morfologica colonial se hicieron microcultivos de las
dos cepas fungicas para observar las estructuras de reproduccién in situ mediante
microscopia de luz obteniendo fotografias de las estructuras de cada cepa,
tomando imagenes en 100x. A partir de la observacion y revision bibliogréfica se
logré corroborar el género y/o especie al que pertenece cada uno de los aislados.
A continuacion, se describe la caracterizacibn macroscopica y microscopica de

cada una de las cepas de Fusarium sp.
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7.1.1 Caracterizacion macro y microscopica de M102.R (Fusarium equiseti)

El crecimiento de la cepa M102.R (Fusarium equiseti) en medio PDA (Figura 7A),
desarroll6 una colonia de color blanco con un tono ligeramente amarillo en el
centro por el lado anverso y color beige en el reverso. La textura de la superficie
colonial es algodonosa con abundante micelio aéreo (cultivo posterior a 7 dias),
presentando un patron floral de margen suave e irregular. Por otra parte, el
desarrollo de M102.R en agar harina de maiz (CA) desarroll6 una colonia de color
blanco de rapido crecimiento con elevacién desde el inicio del crecimiento
mostrando un patrén radial y de margen regular y de textura algodonosa,
presentando abundante micelio aéreo (Figura 7B). El crecimiento de M102.R en
medio SNA mostré un rapido crecimiento (5 dias) de color blanco anverso y
reverso con una textura algodonosa presentando un patrén y margen radial
(Figura 7C). En medio CLA (Figura 7D) el crecimiento es lento y de textura
ligeramente aterciopelada presenta, ademas, un margen irregular y difuso sin

desarrollo de esporodoquios.

Microscopicamente en medio CA se logré observar micelio hialino, liso, ramificado
y septado estos ultimos largos entre si, por otro lado, el micelio aéreo es
cenocitico y liso (Figura 7E). SimultAneamente en el mismo medio de cultivo fue
posible apreciar la presencia de macroconidios (después de siete dias de
incubacion a 28 °C) curvados en forma de canoa (4-5 septos transversales) los
macroconidios se identificaron con una célula apical con extremo romo y una
célula basal en forma de pie generadas a partir de una monofialide (Figura 7G). La
presencia de clamidosporas se observd en cultivos viejos después de dos
semanas de incubacion a 28 °C en medio CLA de aspecto rugoso agrupadas en
pares o en racimos (Figura 7F y H). Por otra parte, en medio SNA se observo la

presencia de microconidios globosos hialinos y lisos (Figura 71).
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Figura 7. Caracterizacién macro y microscopica de M102.R (F. equiseti). A) Morfologia colonial de
M102.R en medio PDA (Barra 1 cm). B) Morfologia colonial de M102.R en medio CA (Barra 1 cm).
C) Morfologia colonial de M102.R en medio SNA (Barra 1 cm). D) Morfologia colonial de M102.R
en medio SNA. (Barra 1 cm). E) Micelio hialino y septado en medio CA (100x en campo claro:
Barra 10 um). F y H) Clamidosporas terminales e intecalares en medio CLA (100x en azul de
algodén y campo claro: Barra 10 ym). G). Macroconidios en medio OA (100x en azul de algodén).

G). Microconidios en medio SNA (100x en campo claro: Barra 10 um).
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7.1.2 Caracterizacibn macro y microscéopica de P85.T (Fusarium cf

graminearum)

El crecimiento de la cepa P85.T (Fusarium cf graminearum) en agar PDA (Figura
8A), desarroll6 una colonia de lento crecimiento color rojo con un tono ligeramente
naranja en la periferia de la colonia por el lado anverso. La textura de la superficie
colonial es plana en cultivos jovenes y ligeramente aterciopelada, conforme
envejece el cultivo desarrolla micelio aéreo adquiriendo una textura algodonosa,
mientras que el margen es irregular. El crecimiento de P85.T, en medio agar
harina de maiz (CA) desarroll6 una colonia de color rojo y naranja de rapido
crecimiento (5 dias) de textura aterciopelada y ligeramente algodonosa (Figura
8B), el crecimiento en agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) (Figura 8C), mostro
una colonia de una tonalidad blanco y roja, planas y ligeramente aterciopeladas y
con poco micelio aéreo. En medio CLA (Figura 8D) el crecimiento es lento y de
textura ligeramente aterciopelada presenta, ademas, un margen irregular y difuso

sin desarrollar esporodoquios.

Para la caracterizacion microscopica del aislado P85.T se partié de microcultivo en
cultivo puro en medio CA logrando determinar la presencia de micelio hialino, liso
y septado (Figura 8E), ademas, se observaron macroconidios principalmente
septadas (4 septos) y curvadas en forma de canoa con una célula apical en forma
roma y con una célula basal en forma de pie (Figura 8E), los macroconidios
surgen a partir de polifialides ancladas directamente del micelio (Figura 8F y G).

Asi mismo, conforme envejece la colonia (14 dias) en medio CLA es posible
apreciar la presencia de clamidosporas, un tipo de espora asexual que funcionan
como esporas de resistencia y se encuentran localizadas de manera intercalar y
terminal, generalmente solitarias o en cadena (Figura 8H), mientras que en medio
SNA un medio de cultivo que permite determinar la presencia-ausencia de
microconidios determind que surgen principalmente del micelio aéreo, hialinos y
globosos, aunque se presentan en menor cantidad que los macroconidios

presentes mientras el cultivo es joven (Figura 8I).
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Figura 8. Caracterizacion macro y microscépica de P85.T (F. cf graminearum). A) Morfologia
colonial P85.T en medio PDA. (Barra 1 cm) B) Morfologia colonial P85.T en medio CA. (Barra 1
cm) C) Morfologia colonial P85.T en medio SNA (Barra 1 cm). D) Morfologia colonial en medio SNA
(Barra 1 cm). E) Micelio hialino y cenocitico en medio CA (100x en campo claro: Barra 10 ym). F y
G) Macroconidios en medio CA (100x en azul de algodén: Barra 10 um). H) Clamidosporas
intecalares y terminales en medio CLA (100x en azul de algodén Barra 10 ym). Microconidios en

medio SNA (100x en campo claro: Barra 10 pm).
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7.2 Promocién de crecimiento vegetal in vitro de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) en plantulas de A. thaliana

Con el fin de evaluar el efecto de la promocién de crecimiento vegetal in vitro de
los dos hongos de F. equiseti y F. cf graminearum (M102.R y P85.T,
respectivamente) en A. thaliana, se analizaron en cuatro condiciones de
crecimiento experimentales: (i) Interaccion directa (At-Mo), (ii) Interaccién indirecta
en sistema dividido cultivando de un lado el hongo en medio MS (At/MS-Mo) (iii)
Interaccion indirecta en sistema dividido cultivando de un lado el hongo en medio
PDA (At/PDA-Mo) y (iv) Plantulas de control cultivadas sin el inoculo del hongo
(Ctrl). Los pardmetros vegetativos se analizaron a los 7 dpi, con la finalidad de

evaluar el efecto los dos hongos de Fusarium spp en plantulas de A. thaliana.

7.2.1 Promocién de crecimiento vegetal in vitro de Fusarium equiseti
(M102.R) en plantulas de A. thaliana

El efecto de promocion de crecimiento vegetal de F. equiseti (M102.R) en
plantulas de A. thaliana, se evalu6 a los 7 dpi bajo las condiciones mencionadas
anteriormente. En la figura 9, se muestra el fenotipo de las plantulas de A. thaliana
que fueron inoculadas directa e indirectamente con F. equiseti, las cuales no
mostraron sintomas de marchitamiento u otros sintomas perjudiciales a pesar de
gue este hongo es considerado como un fitopatogeno. Ademas, se pudo observar
visualmente un mayor desarrollo tanto de la longitud de raiz como de las raices
secundarias (Figura 9B, C y D), comparando con las plantas no inoculadas
(Control; Figura 9A).
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Figura 9. Andlisis de la promocién de crecimiento vegetal de F. equiseti (M102.R) en A. thaliana a
los 7 dpi. A) Control, plantulas sin inocular, B) At-M102.R, Interaccién directa, C) AtMS-M102.R,
Interaccion indirecta en MS y D) At/PDA-M102.R, Interaccion indirecta en PDA.

Los resultados del andlisis de los parametros vegetativos a los 7 dpi de las plantas
de A. thaliana inoculadas, asi como las plantas control (sin inocular), se muestran
en la figura 10. En el caso de la longitud de la raiz primaria, se puede observar
qgue no hubo diferencias significativas comparando con las plantulas control
(Figura 10A), sin embargo, en las raices secundarias se gener6é en promedio un
aumento de 14.8, 15.5 y 12.4 raices en los sistemas de interaccion At-M102.R,
At/MS-M120.R y At/PDA-M102.R respectivamente, comparadas con el control
donde solo se desarrollaron 7 raices secundarias (F=79.56, p<0.0001) (Figura
10B).

En analisis del peso fresco, demostré6 que las plantas inoculadas en los tres
sistemas de interaccién At-M102.R, At/MS-M102.R y At/PDA-M102.R aumentaron
un 38.71, 80.6 y 59.22 % respectivamente, a diferencia del control (F=74.35,
p<0.0001) (Figura 10C). De esta manera, comparando cada uno de los sistemas

de interaccién, se observé que el sistema At/MS-M102.R mostré6 mayor efecto de
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promocion de crecimiento sobre las plantulas de A. thaliana, en donde el hongo
crece en medio sales MS, el cual no es un medio Optimo de crecimiento para el
hongo, sin embargo, pudiera producir diferentes compuestos difusibles y/o
compuestos volatiles, los cuales pudieran favorecer el crecimiento y desarrollo de
las plantas de A. thaliana comparado con el sistema At/PDA-M102.R en donde

crece en su medio éptimo de crecimiento.
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Figura 10. Evaluacion de los parametros vegetativos de las plantulas de A. thaliana inoculada con
F. equiseti (M102.R). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso fresco. Estos
parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Plantulas sin inocular
(control), Interaccion directa At-M102.R), Interaccion indirecta en MS (At/MS-M102.R) e Interaccion
indirecta en PDA (At/PDA-M102.R). Las barras representan el promedio de 5 plantas con su
respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicion
(Tukey, p<0.0001).

El efecto de la inoculacion de M102.R (F. equiseti) en la arquitectura de la raiz se
muestra en todos los sistemas de interaccién (Figura 11), en donde se puede
observar que en las plantas inoculadas con el hongo en los tres sistemas

mostraron un mayor numero de raices secundarias y de pelos radiculares, aunque
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visualmente este efecto fue mucho mayor en la interaccion indirecta (At/Ms-

M102.R) en comparacion del control (Figura 11C).

Figura 11. Arquitectura de la raiz de A. thaliana inoculada con F. equiseti (M102.R) a los 7 dpi. A)
Control, B) At-M102.R, Interaccion directa en MS, C) At/Ms-M102.R, Interaccion indirecta en MS y
D) At/PDA-M102.R, Interaccion indirecta en PDA. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los
7 dpi.

Ademas, otro dato el cual indicaria que hay algun efecto dafiino o benéfico por
parte del hongo hacia la planta es la produccion de la clorofila. Después de los 7
dpi se realiz6 la extraccion y cuantificacion de la clorofila A, B y total A + B, en los
tres sistemas de interaccion At-M102.R, At/MS-M102.R y AtY/PDA-M102.R, asi
como en el control. En la figura 12A, By C, se observa que en los tres sistemas de
inoculacién la produccién de clorofila aumenta respecto al control (F=14274,
p<0.0001).
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Figura 12. Cuantificacién de clorofila de las plantulas de A. thaliana inoculadas con F. equiseti
(M102.R). A) Clorofila A, B) Clorofila B y C) Clorofila total A + B. Las diferentes condiciones de
crecimiento: Plantulas sin inocular (control), Interaccién directa At-M102.R), Interaccién indirecta en
MS (At/MS-M102.R) e Interaccién indirecta en PDA (At/PDA-M102.R). Las barras representan el
promedio de 5 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias

significativas entre cada condicion. (Tukey, p<0.0001).

7.2.2 Promocion de crecimiento vegetal in vitro de Fusarium cf graminearum

(P85.T) en plantulas de A. thaliana

Del mismo modo se analizé la promocién de crecimiento vegetal de F. cf
graminearum (P85.T) en A. thaliana bajo las diferentes interacciones mencionadas
anteriormente a los 7 dpi. La respuesta de Arabidopsis inoculada con la cepa de F.
cf graminearum mostraron un efecto promotor en el desarrollo de las plantas. En la
figura 13, se muestra el fenotipo de las plantas control, asi como el de las plantas
inoculadas con el hongo P85.T. En el sistema de interaccion At-P85.T, se observo
un efecto en la disminucion en la longitud de la raiz primaria, sin mostrar efecto
negativo en el desarrollo de raices secundarias (Figura 13B). En lo que respecta a

la longitud de la raiz durante esta interaccion, se observd que las cofias de la raiz
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de las plantas se doblaron, tratando de evitar el contacto con el micelio del hongo,
lo cual pudiera deberse a algun compuesto difusible producido por el hongo, el
cual hace que la planta evite el contacto con el hongo. Respecto, a los sistemas
de interaccion indirecta en medio MS o PDA, se puede observar el fenotipo de las
plantas un aumento tanto en la longitud de la raiz como en las raices secundarias
(Figura 13C y D).

Figura 13. Andlisis de la promocién de crecimiento vegetal de F. cf graminarum (P85.T) en A.
thaliana a los 7dpi. A) Control, plantulas sin inocular, B) At-P85.T, Interaccion directa C) At/MS-
P85.T, Interaccion directa en MS y D) At/PDA-P85.T, Interaccion indirecta en PDA.

En la figura 14A, se muestra los resultados del analisis de la longitud de raiz, en
donde no hay diferencias entre la longitud de la raiz de las plantas control con las
plantas en los tres sistemas de interaccion, incluso en el sistema At-P85.T se
mostré una disminucién de la longitud de la raiz del 44.72 %. Sin embargo, en el
namero de las raices secundarias aumento en los tres sistemas de interaccion At-
P85.T, At/MS-P85.T y A/PDA-P85.T en un promedio de 14.2, 14 y 12 raices

respectivamente, comparada con el control donde solo se desarrollaron en
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promedio 7 raices secundarias (F=30.84, p<0.0001) (Figura 14B). Los resultados
del peso fresco de las plantas de A. thaliana inoculadas con la cepa de F. cf
gramineraum bajo las diferentes interacciones, mostraron que en las interacciones
indirectas At/MS-P85.T y At/PDA-P85.T hubo un aumento del 70.7 y 42.1 %,
respectivamente, comparadas con las plantulas del control (F=114.1, p<0.0001)

(Figura 14C).
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Figura 14. Evaluacion de los parametros vegetativos de las plantulas de A. thaliana inoculada con
F. cf graminarum (P85.T). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso fresco. Estos
parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Plantulas sin inocular
(control), Interaccion directa At-P85.T), Interaccién indirecta en MS (At/MS-P85.T) e Interaccion
indirecta en PDA (At/PDA-P85.T). Las barras representan el promedio de 5 plantas con su
respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada
condicién. (Tukey, p<0.0001).

La arquitectura de la raiz de las plantas de A. thaliana durante la interaccion con F.
cf graminearum, se muestra en la figura 15, en donde se puede observar
claramente que, en los tres sistemas de interaccion con el hongo, hay mas
desarrollo de raices secundarias y de pelos radiculares y, mayormente en el
sistema de interaccion AtYMS-P85.T (Figura 15C).
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Figura 15. Arquitectura de la raiz de A. thaliana inoculada con F. cf graminarum (P85.T) a los 7 dpi.
A) Control, B) At-P85.T, Interaccion directa en MS, C) At/Ms-P85.T, Interaccién indirecta en MS y
D) At/PDA-P85.T, Interaccion indirecta en PDA. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los 7

dpi.

Ademas, en el analisis de la cuantificacion de la clorofila A, B y total A + B, se
observé una mayor produccion de clorofila en los tres sistemas de interaccion At-
P85.T, At/MS-P85.T y At/PDA-P85.T, comparada con el control (Ctrl) (F=6554,
p<0.0001), indicando que, durante la interaccion de la planta con el hongo no hay

un efecto negativo producido por este (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de clorofila de las plantulas de A. thaliana inoculadas con F. cf
graminarum (P85.T). A) Clorofila A, B) Clorofila B y C) Clorofila total A + B. Las diferentes
condiciones de crecimiento: Plantulas sin inocular (control), Interaccion directa At-P85.T),
Interaccion indirecta en MS (At/MS-P85.T) e Interaccion indirecta en PDA (At/PDA-P85.T). Las
barras representan el promedio de 5 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras
indican diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.0001).

7.3 Promocion del crecimiento vegetal in vitro en los exudados de los dos
hongos de Fusarium spp en plantulas de A. thaliana

Después de analizar el efecto de promocion de crecimiento vegetal in vitro ante la
interaccién directa e indirecta con las cepas de Fusarium, se prosiguié a analizar
el mismo efecto de promocion mediante la adicion de los metabolitos (exudados)

de ambas cepas en A. thaliana obtenidos en medio liquido (MS y PDB).
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7.3.1 Promocién del crecimiento vegetal con los exudados de Fusarium
equiseti (M102.R)

Inicialmente, la cepa M102.R (F. equiseti) se crecié en medio sales MS liquido, a
partir del cual se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1,000), a partir de
los metabolitos concentrados ([ ]) con la finalidad de evaluar el efecto de los
metabolitos producidos por el hongo en el desarrollo y crecimiento de las plantulas
de Arabidopsis. En la figura 17, se puede observar un efecto positivo en el fenotipo
de las plantas bajo los metabolitos producidos por F. equiseti (M102.R), en donde
el desarrollo de la longitud de la raiz, nimero de raices y pelos radiculares, asi
como la parte area de las plantulas, se observdé en todos los tratamientos

probados tomando como base las plantulas control.

Figura 17. Promocién del crecimiento vegetal de los exudados de F. equiseti (M102.R) en A.
thaliana a los 7 dias de desarrollo. A) Control (Ctrl), B) Concentrado ([ ]) C) Dilucién 1:10 en medio
MS, D) Dilucién 1:100 en medio MS y E) Dilucion 1:1,000 en medio MS.
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El efecto de la prolongacion de la raiz primaria, la generacidon de raices
secundarias y el peso fresco de las plantulas (Figura 18A, B y C) tuvo un efecto
positivo en todos los tratamientos con los exudados de la cepa de F. equiseti,
aunque este efecto se mostr6 con mayor claridad en la generacién de raices
secundarias conforme se probaron las diluciones [ ], 1:10, 1:100 y 1:1000
aumentando el numero de raices secundarias en promedio de 14, 17.4, 18.4 y
21.6 respectivamente, mientras que en las plantulas control solo se generaron en
promedio 6 raices (F=54.22, p<0.0001) (Figura 18B). Del mismo modo el efecto de
los exudados producidos por M102.R en sales MS también se mostré en la
acumulacion de peso fresco favoreciendo un aumento progresivo en promedio de
71.8, 128.5, 136.11 y 146.9 mg en el tratamiento concentrado, diluciones 1:10,
1:100 y 1:1,000, respectivamente, comparado con el control donde se obtuvo un
promedio de 35.8 mg (F=1699, p<0.001) (Figura 18C).
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Figura 18. Evaluacién de los pardmetros vegetativos de las plantulas de A. thaliana con los
exudados de F. equiseti (M102.R). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso fresco.
Estos parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Control (Citrl),
Concentrado ([ ]), Dilucién 1:10 en medio MS, Dilucién 1:100 en medio MS y Dilucién 1:1,000 en
medio MS. Las barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error
estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicion. Las letras indican

diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, P<0.0001).
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El efecto de los exudados de M102.R (F. equiseti) también se observd en la
arquitectura de la raiz de las plantas de A. thaliana, aumentando el desarrollo de
las raices secundarias y pelos radiculares de las plantas que estuvieron creciendo
en los exudados del hongo, este efecto es mas notable en las diluciones seriadas
(1:10, 1:100 y 1:1,000; Figura 19C, D y E, respectivamente), comparado con el
control y el extracto concentrado (Figura 19A y B, respectivamente). Estos
resultados sugieren la existencia de algunos metabolitos presentes en los
exudados de F. equiseti en medio MS que influyeron significativamente en la

generacion de raices secundarias y pelos radiculares.

Figura 19. Arquitectura de la raiz de A. thaliana con los exudados de F. equiseti (M102.R). A)
Control. B) Concentrado MS. C) Diluciéon 1:10 en medio MS. D) Dilucién 1:100 en medio MS. E)

Dilucion 1:1000 en medio MS. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los 7 dpi.
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Ademas, también se realiz0 el andlisis de la cuantificacion de los niveles de
clorofila A, B y total A + B de las plantulas expuestas a los exudados, asi como del
control, observando un aumento progresivo de los niveles de clorofila conforme se
adicionaron los exudados a los cultivos de las plantulas de Arabidopsis, indicando
gue no hay efecto dafino de los exudados producidos por la cepa de F. equiseti
(M102.R), en el aparato fotosintético de las plantas (F=607.1, p<0.001) (Figura
20).
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Figura 20. Cuantificacion de clorofila de A. thaliana con los exudados de F. equiseti (M102.R). A)
Clorofila A. B) Clorofila B y C) Clorofila total. Estos parametros se evaluaron en las diferentes
condiciones de crecimiento: Control (Ctrl), Concentrado ([ ]), Dilucién 1:10 en medio MS, Dilucion
1:100 en medio MS y Dilucién 1:1,000 en medio MS. Las barras representan el promedio de 10
plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre

cada condicion. Las letras indican diferencias significativas entre cada condicion (Tukey, P<0.001).

Del mismo modo se analizé el efecto de los compuestos (metabolitos) producidos
por F. equiseti (M102.R) en medio PDB (Figura 21). Notablemente el fenotipo de

crecimiento y desarrollo de las plantulas de A. thaliana mostraron signos de
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clorosis, sobre todo cuando se cultivaron con los metabolitos concentrados de
PDB, singularmente el efecto de los metabolitos también mostré un secuela en el
desarrollo de la longitud de la raiz primaria en todos los tratamientos probados a
diferencia del control, sin embargo, a pesar de que las plantulas mostraron signos
de clorosis, el efecto en la generacion de raices secundarias, pelos radiculares y

aumento en el desarrollo de la parte &rea mostré6 un efecto contrario,

principalmente a partir de la dilucién 1:10 (Figura 21C).

Figura 21. Promocidn del crecimiento vegetal mediante los exudados de F. equiseti (M102.R) a los
7 dias de desarrollo. A) Control. B) Concentrado. C) Dilucién 1:10 en medio PDB. D) Dilucién 1:100
en medio PDB. E) Dilucién 1:1000 en medio PDB.

Los parametros vegetativos analizados como la longitud de la raiz primaria en las
condiciones de PDB, disminuyeron principalmente a partir del tratamiento
concentrado y la dilucion 1:10 con un 4851 y 47.31 %, respectivamente, a
comparacién del control (Figura 22A). Mientras que en las raices secundarias el

efecto de los compuestos producidos en medio PDB, generaron un aumento del
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namero de raices en promedio de 39.5, 25.9 y 26.2 en las diluciones de 1:10,
1:100 y 1:1,00, respectivamente, a comparacion del control (F=107.7, p<0.0001)
(Figura 22B). Por otra parte, en analisis del peso fresco también mostro
diferencias entre los tratamientos (Figura 22C). El resultado demostré que
considerablemente hubo una disminucion del 45.2 % en tratamiento concentrado
comparandolo con el control, mientras que en las diluciones seriadas (1:10, 1:100
y 1:1,00) mostraron un aumento del peso fresco de 94, 101.9 y 106.9 mg
respectivamente (F=2843, p<0.0001) (Figura 22C).
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exudados de F. equiseti (M102.R). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso fresco.
Estos parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Control (Ctrl),
Concentrado ([ ]), Dilucién 1:10 en medio PDB, Dilucién 1:100 en medio PDB y Dilucién 1:1,000 en
medio PDB. Las barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error
estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicién. Las letras indican

diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.0001).

En lo que respecta a la arquitectura de la raiz de las plantas de Arabidopsis
expuestas con los exudados en las diferentes condiciones. En la figura 23, se

muestra que el desarrollo de las raices secundarias y pelos radiculares es mas
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evidente en las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1,00 (Figura 23C, D y E,
respectivamente). Estos datos sugieren la existencia de algun metabolito(s)
presente en los exudados de F. equiseti (M102.R) en medio PDB que influyen en

la generacion de raices secundarias y pelos radiculares.

Figura 23. Arquitectura de la raiz de A. thaliana inoculada con los exudados de F. equiseti
(M102.R). A) Control. B) Concentrado PDB. C) Dilucién 1:10 en medio PDB. D) Dilucién 1:100 en
medio PDB. E) Dilucién 1:1000 en medio PDB. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los 7

dpi.

Después de analizar el desarrollo de las plantulas de A. thaliana en las diferentes
condiciones, se persiguié a cuantificar los niveles de clorofila A, B y total A + B. En
la figura 24, se observa que algunos de los compuestos que produce la cepa
M102.R, altera el aparato fotosintético haciendo algun dafio, el cual se puede

observar con la disminucién en la produccion de la clorofila, y en el fenotipo de
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clorosis que mostraron las plantas en crecimiento bajo los exudados producidos

por la cepa en medio PDB.
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Figura 24. Cuantificacion de clorofila de A. thaliana con los exudados de F. equiseti (M102.R). A)
Clorofila A. B) Clorofila B y C) Clorofila total. Estos parametros se evaluaron en las diferentes
condiciones de crecimiento: Control (Ctrl), Concentrado ([ ]), Dilucion 1:10 en medio PDB, Dilucion
1:100 en medio PDB y Dilucion 1:1,000 en medio PDB. Las barras representan el promedio de 10
plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre
cada condicién. Las letras indican diferencias significativas entre cada condicion (Tukey,
p<0.0001).

7.3.2 Promocioén del crecimiento vegetal con los exudados de Fusarium cf

graminearum (P85.T)

La actividad de promocién de crecimiento vegetal de los metabolitos y/o exudados
de F. cf graminearum (P85.T) generados en medio sales MS también se probo en

plantulas de Arabidopsis, empleando el mismo procedimiento para F. equiseti
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M102.R. En la figura 25, se puede observar el fenotipo de crecimiento y desarrollo
de las plantulas de A. thaliana, particularmente en la condicién del exudado
concentrado, se observa que las plantulas se desarrollaron con signos de clorosis,
ademas de la inhibicion del crecimiento y desarrollo tanto de la parte area como de
la raiz (Figura 25B). Sin embargo, el fenotipo de las plantulas desarrolladas en el
resto de las diluciones (1:10, 1:100 y 1:1,000; Figura 25C, D y E,
respectivamente), mostré un efecto positivo, en donde el desarrollo de la longitud
de la raiz primaria y niamero de raices secundarias asi como la generacién de

pelos radiculares es mayor a diferencia del control y el tratamiento concentrado,

ademas, también se observd un aumento del area foliar en las diluciones 1:100 y
1:1,000.

Figura 25. Promocion del crecimiento vegetal en los exudados de F. cf graminearum (P85.T) en A.
thaliana a los 7 dias de desarrollo. A) Control (Ctrl), B) Concentrado ([ ]) C) Dilucién 1:10 en medio
MS, D) Dilucién 1:100 en medio MS y E) Dilucién 1:1,000 en medio MS.
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En cuanto a los parametros vegetativos, la longitud de la raiz primaria disminuyo
un 37.18 % cuando las plantulas de A. thaliana se desarrollaron en los metabolitos
concentrados de F. cf graminearum (P85.T) (Figura 26A), mientras que en el resto
de las diluciones no hubo mucha diferencia en la longitud de la raiz. Respecto, a la
generacion de raices secundarias disminuyd casi en su totalidad en la condicion
concentrado en un 24 %, mientras que no hubo diferencia entre el control y la
dilucién 1:10. Sin embargo este efecto se mejoré en las subsiguientes diluciones
(Figura 26B) (F=43.22, p<0.0001). ElI mismo efecto se observd en el peso fresco,
en donde disminuy6 un 48 % en el concentrado y sin cambio en la dilucion 1:10 en
comparacién con el control, mientras que en las diluciones 1:100 y 1:1,000
aumentd un 55y 76 %, respectivamente (F=63.34, p<0.0001) (Figura 26C).
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Figura 26. Evaluacién de los parametros vegetativos de las plantulas de A. thaliana con los
exudados de F. cf graminearum (P85.T). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso
fresco. Estos parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Control (Ctrl),
Concentrado ([ ]), Diluciéon 1:10 en medio MS, Dilucién 1:100 en medio MS y Dilucién 1:1,000 en
medio MS. Las barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error
estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicion. Las letras indican

diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.0001).
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El efecto de los exudados también se vio reflejado en la arquitectura de la raiz de
las plantulas de A. thaliana evidenciando la existencia de un metabolito(s) que
generaron un cambio en la estructura general de las plantulas y el desarrollo de
las raices secundarias y pelos radiculares. Sin embargo, se observé un efecto
negativo en el tratamiento concentrado, mientras que en el resto de las diluciones
se generod un efecto positivo con mayor desarrollo de raices secundarias y pelos
radiculares (Figura 27).

Figura 27. Arquitectura de la raiz de A. thaliana con los exudados de F. cf graminerum (P85.T).
A) Control. B) Concentrado MS. C) Dilucién 1:10 en medio MS. D) Dilucién 1:100 en medio MS. E)

Dilucién 1:1000 en medio MS. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los 7 dpi.

Ademas de observar el crecimiento y desarrollo de las plantulas de Arabidopsis en
los exudados del hongo de F. cf graminearum (P85.T) en medio MS, se cuantifico

la clorofila en cada condicion. En la figura 28, se puede observar que la
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produccion de clorofila presenta el mismo patrén comparado con los parametros
de la longitud de raiz, raices secundarias y peso fresco. En donde hubo una
disminucion del contenido de clorofila en la condicion del concentrado, mientras en
las condiciones de 1:100 y 1:1,000 hubo un aumento en la produccion de clorofila
(a, by atb) (F=407.9, p<0.0001).
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Figura 28. Cuantificacion de clorofila de A. thaliana con los exudados de F. cf graminearum
(P85.T). A) Clorofila A, B) Clorofila B y C) Clorofila total. Estos parametros se evaluaron en las
diferentes condiciones de crecimiento: Control (Ctrl), Concentrado ([ ]), Dilucion 1:10 en medio MS,
Dilucién 1:100 en medio MS y Dilucién 1:1,000 en medio MS. Las barras representan el promedio
de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas

entre cada condicion. Las letras indican diferencias significativas entre cada condicién (Tukey,
p<0.0001).

Del mismo modo se prosiguié a realizar el mismo procedimiento con los exudados
de F. cf graminearum (P85.T) generados en medio PDB. EIl fenotipo de las
plantulas a partir de las diluciones de los exudados (1:10, 1:100 y 1:1,000),

mostraron un efecto mayor en el desarrollo de raices secundarias y pelos
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radiculares, a diferencia de las plantulas control. El efecto de los exudados de
P85.T generados en PDB sobre las plantulas de A. thaliana también mostraron
tener un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de la fisiologia de las plantulas.
Después de la exposicion con los exudados a los 7 dpi, las plantulas mostraron
signos de clorosis y disminucion de la prolongacién de las raices en todos los

tratamientos probados (Figura 29).

Figura 29. Promocién del crecimiento vegetal de los exudados de F. cf graminearum (P85.T) en A.
thaliana a los 7 dias de desarrollo. A) Control (Ctrl), B) Concentrado ([ ]) C) Dilucién 1:10 en medio
PDB, D) Dilucién 1:100 en medio PDB y E) Dilucién 1:1,000 en medio PDB.

El efecto de los exudados mostré una inhibicion del 65.4, 61, 50 y 45 % en la
longitud de la raiz de A. thaliana en los tratamientos [ ], 1:10, 1:100 y 1:1,000,
respectivamente, comparadas con las plantulas del control (F=108.2 p<0.0001)
(Figura 30A), sin embargo, a partir de la dilucion 1:100 y 1:1,000 las plantulas
aumentaron un 89 y 115 % en raices secundarias asi como el desarrollo de pelos

radiculares respectivamente, comparado en las condiciones control y concentrado
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(F=89.46, p<0.0001) (Figura 30B) Por otra parte el peso fresco de las plantulas de
Arabidopsis desarrolladas en la dilucion concentrado disminuyé en un 51.9 %,
mientras que en las diluciones posteriores 1:10, 1:100 y 1:1,000 se generd un
aumento del 21.5, 54.5 y 75 %, respectivamente comparado con el control y el
concentrado (F=133.5, p<0.0001) (Figura 30C).
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Figura 30. Evaluacién de los parametros vegetativos de las plantulas de A. thaliana con los
exudados de F. cf graminearun (P85.T). A) Longitud de raiz, B) Raices secundarias y C) Peso
fresco. Estos parametros se evaluaron en las diferentes condiciones de crecimiento: Control (Ctrl),
Concentrado ([ ]), Dilucién 1:10 en medio PDB, Dilucién 1:100 en medio PDB y Dilucién 1:1,000 en
medio PDB. Las barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error
estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicion. Las letras indican

diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.0001).

En la figura 31, se muestra con mas detalle el efecto de los exudados en la
arquitectura de la raiz evidenciando la existencia de un metabolito (S) que generan
un cambio en el desarrollo de las raices secundarias y de pelos radiculares

particularmente en las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1,000 (Figura 31C, D y E,
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respectivamente), observando que en las condiciones control y en el concentrado
es casi nula el desarrollo de las raices secundarias y pelos radiculares (Figura 31A
y B, respectivamente).

Figura 31. Arquitectura de la raiz de A. thaliana con los exudados de F. cf graminearum (P85.T).
A) Control. B) Concentrado PDB. C) Dilucién 1:10 en medio PDB. D) Dilucién 1:100 en medio PDB.

E) Dilucién 1:1000 en medio PDB. Fotografias tomadas con un estereoscopio a los 7 dpi.

Después de los 7 dias de estar en contacto con los tratamientos de los exudados
de F. cf graminearum (P85.T) en medio PDB, se extrajo y se cuantificd la
produccion de clorofila a, b y total de cada tratamiento (Figura 32), asi como de las
plantulas control. A pesar de que las plantulas mostraron signos de clorosis
mostraron un ligero aumento en la produccion de clorofila a excepcion del
tratamiento con los exudados concentrados en donde se mostré una disminucion

en la produccion de clorofila a, b y total, lo que sugiere que el concentrado del
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metabolito (s) es responsables de la clorosis afectando considerablemente el

aparato fotosintético de las plantulas de A. thaliana (F=39.32, p<0.0001).
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Figura 32. Cuantificacion de clorofila de A. thaliana con los exudados de F. cf graminearum
(P85.T). A) Clorofila A, B) Clorofila B y C) Clorofila total. Estos parametros se evaluaron en las
diferentes condiciones de crecimiento: Control (Ctrl), Concentrado en medio PDB ([ ]), Dilucion 1:10
en medio PDB, Dilucion 1:100 en medio PDB y Dilucién 1:1,000 en medio PDB. Las barras
representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estdndar y las letras
indican diferencias significativas entre cada condicion. Las letras indican diferencias significativas

entre cada condicién (Tukey, p<0.0001).
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7.4 Andlisis de la actividad DR5::GUS y Rdh6 de A. thaliana en su interaccién
con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T)

7.4.1 Monitoreo de respuesta auxinas mediante la actividad GUS de A.
thaliana en su interaccion con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum
(P85.7).

El analisis de la actividad B-glucoronidasa (GUS) en plantulas transgénicas de A.
thaliana de la linea DR5::GUS en la ruta de respuesta auxinas se analiz6 por
separado en las plantulas que estuvieron en interaccion durante 5 dias con ambas
cepas de Fusarium spp asi como de las plantas control (sin el in6culo de los
hongos). En la figura 33A, se muestra visualmente la expresion basal de la fusiéon
del gen DR5::GUS en las plantulas control, principalmente se observé en las
hojas, raices secundarias y en la cofia de la raiz primaria, mientras que en la

roseta no se observo la actividad de GUS.

Por otra parte, las plantulas que estuvieron bajo los diferentes tratamientos de
inoculacién con la cepa M102.R de F. equiseti mostraron actividad de GUS en
todos los tratamientos, en la interaccion directa At-M102.R (Figura 33B) la
actividad de GUS se observd con mas intensidad en la parte apical y sobre la
periferia de las hojas, asi como también en las zona de crecimiento de las raices
secundarias y la cofia de la raiz primaria, ademas también se observo la actividad
de GUS en la zona de la roseta lo que sugiere que durante este mecanismo de
interaccidn el hongo produce auxinas promoviendo el crecimiento y desarrollo de

las plantulas.
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Del mismo modo la actividad de GUS también se observo en las interacciones en
sistema dividido At/MS-M102.R y At/PDA-M102.R, figura 33C y D
respectivamente. Principalmente en las mismas zonas de crecimiento
mencionadas anteriormente en la interaccion At-M102.R. Sin embrago la
expresion de la fusién del gen DR5::GUS en la interaccion AtMS-M102.R en las
hojas fue muy similar al control, mientras que en la interaccion At/PDA-M102.R la

expresion se extendio en gran parte de las hojas.

El analisis de la actividad de GUS también se evalud en las plantulas inoculadas
con la cepa P85.T de F. cf graminearum, visualmente se observé la actividad de
GUS mayormente en las hojas en todos los sistemas de interacciéon; At-P85.T,
At/MS-P85.T y At/PDA-P85.T, figuras 33E, F y G, respectivamente, del mismo
modo la expresion de GUS también se observé en las zona de crecimiento de las
raices primarias y secundarias, aunque dicha actividad fue menor en la roseta a

comparacion de las plantas inoculadas con F. equiseti (M102.R).
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Figura 33. Expresion del gen de fusién DR5::GUS en plantulas de A. thaliana inoculadas con F.
equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) a los 5 dpi. A) Control B) At-M102.R Interaccién
directa en MS C) At/MS-M102.R, Interaccion indirecta en MD D) At-PDA-M102.R, Interaccién
indirecta en PDA E) At-P85.T Interaccién directa en MS F) At/MS-P85.T interaccién indirecta en MS
G) At/PDA-P85.T Interaccion indirecta en PDA.
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7.4.2 Analisis de la generacion de pelos radiculares en linea Rhd6 de A.
thaliana en su interaccion con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum
(P85.T)

El analisis de la generacion de pelos radiculares también se evalué en plantulas
de la linea transgénica Rhd6 de A. thaliana después de los 5 dias de interaccion
con las cepas de Fusarium spp. El andlisis demostré el desarrollo de pelos
radiculares en las plantas que estuvieron en interaccion directa At-M102.R e
indirecta AtYMS-M102.R y At/PDA-M102.R con F. equiseti, figura 34B, C y D
respectivamente, denotando mayor desarrollo en la interaccion indirecta en medio
PDA, el cual es el medio habitual para el desarrollo del hongo, mientras que en el
control (plantulas sin el in6culo del hongo) no se observé desarrollo de pelos

radiculares (Figura 34A).

El mismo efecto se denot6 en las plantulas que se expusieron con la interaccion
de F. cf graminearum (P85.T) después de los 5 dpi. Sin embargo, el desarrollo de
pelos radiculares fue menor en las interacciones directa en MS (At-P85.T) e
indirecta en MS (At/MS-P85.T), figuras 34E y F respectivamente. Del mismo modo
se observo la misma tendencia como ocurrié en la cepa M102.R en la interaccién
indirecta en PDA para P85.T en donde las plantulas generaron mas pelos
radiculares (Figura 34G). Lo anterior sugiere la generacién y emision de
compuestos volatiles como los posibles responsables de la generacion de pelos
radiculares en los sistemas de interaccion dividida para ambas cepas de

Fusarium, dado que fue donde se observé mas claramente este efecto.
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Figura 34. Analisis de la linea Rdh6 de A. thaliana en su interacciéon con F. equiseti (M102.R) y F.
cf graminearum (P85.T). A) control B) At-M102.R Interaccién directa en MS C) At/MS-M102.R
Interaccion indirecta en MS D) At/PDA-M102.R. E) At-P85.T Interaccion directa en MS F) At/-MS-
P85.T Interaccion indirecta en MS G) At/PDA-P85.T Interaccién indirecta en PDA.
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7.5 Caracterizacion del fenotipo de promocion de crecimiento vegetal de
Fusarium equiseti (M102.R) y Fusarium cf graminearum (P85.T) en plantas de

Capsicumm annum L (var. mirasol)

La caracterizacion del fenotipo de promocién de crecimiento vegetal de F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en chile mirasol se evalu6 a distintos
tiempos de inoculacién (15, 30 y 45 dpi) mediante la cuantificacién de diferentes
parametros vegetativos. En la figura 35, se muestra el fenotipo de crecimiento y
desarrollo vegetal de las plantas inoculadas con los dos hongos de Fusarium a los
15, 30 y 45 dpi (Figura 35A, B y C, respectivamente). Concretamente las plantas
de chile mirasol inoculadas con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T),
mostraron un mayor crecimiento y desarrollo comparadas con las plantas control

(sin el inoculo del hongo).
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Control M102.R P85.T

Figura 35. Fenotipo de crecimiento vegetal de Capsicum annuum inoculadas con F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T). A) Fenotipo de crecimiento vegetal a los 15 dpi. B) Fenotipo
de crecimiento vegetal a los 30 dpi. C) Fenotipo de crecimiento vegetal a los 45 dpi. Crtl) Control,

M102.R) Fusarium equiseti, P85.T) Fusarium cf graminearum.
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El analisis de los parametros vegetativos analizados a los 15, 30 y 45 dpi (altura
de tallo, nimero de hojas, botones y flores) mostraron efectos positivos, similares
en el crecimiento de las plantas inoculadas con F. equiseti y F. cf graminearum
generando un aumento en la longitud del tallo en un 33 y 21.6 % respectivamente,
respecto al control (F=26.17, p<0.0001) (Figura 36A). Ademas, dentro de los
primeros 15 dpi las plantas inoculadas con ambas cepas de Fusarium

desarrollaron mas hojas (Figura 36B).

Después de los 30 dpi se realiz6 el segundo analisis de los parametros
vegetativos. Singularmente conforme progreso el cultivo de los chiles inoculados
con Fusarium spp, el efecto en la promocion de crecimiento vegetal fue mas
evidente y muy similar entre F. equiseti y F. cf graminearum aumentando la
longitud del tallo en un 245 y 16.5 % respectivamente (F=10.18, p<0.0011)
(Figura 36A). Del mismo modo a los 30 dpi el desarrollo de hojas aument6
considerablemente en las plantas inoculadas con F. equiseti (M102.R) en un 67.8
% mientras que en F. cf graminearum (P85.T) solo se gener6é un aumento del 23.6

% respecto a las plantas no inoculadas (F=35.87, p<0.0001) (Figura 36B).

Ademas, es importante sefialar que a partir de los 30 dpi las plantas mostraron el
desarrollo de los primeros botones florales. Particularmente las plantas de chile
mirasol que fueron inoculadas con la cepa de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) presentaron el mayor nimero de botones florales 8 y 6 en
promedio respectivamente, mientras que en el control solo se presentaron en
promedio 4 botones florales (F=17.04, p<0.0001) (Figura 36C).

Transcurridos los 45 dpi se tomo el tercer registro de los parametros vegetativos,
durante este tiempo de inoculacion las diferencias en el fenotipo de las plantas
inoculadas con las cepas de los hongos, generaron un aumento de la longitud del
tallo, hojas y botones en un 18.49, 33.8 y 61.67 %, respectivamente para F.
equiseti (M102.R), mientras que este efecto se observo en un aumento del 10.95,
19 y 38.9 %, respectivamente para F. cf graminearum (P85.T) a diferencia de las
plantas no inoculadas (Figura 36A, B y C) (F=5.131, p<0.0172) (F=7.855,
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p<0.0035) (F=8.350, p<0.0027). Ademas, durante este tiempo de inoculacion las
plantas presentaron la apertura de las primeras flores, aunque los resultados no

presentaron diferencias entre los tratamientos probados y el control.
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Figura 36. Cuantificacién de los pardmetros vegetativos de las plantas de chile mirasol inoculadas
con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) a los 15, 30 y 45 dpi. A) Longitud del tallo, B)

Numero de hojas, C) Numero de botones y D) Numero de flores. Las barras representan el
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promedio de 6 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias
significativas entre cada condicién. Las barras representan el promedio de 7 plantas con su
respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada

condicidn. Las letras indican diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.05).

La caracterizacion del fenotipo de promocion de crecimiento vegetal de ambas
cepas de Fusarium en chile mirasol se evalu6 totalmente a los 60 dpi mediante la
cuantificacion de diferentes parametros vegetativos. En la figura 34, se muestra el
fenotipo de crecimiento y desarrollo vegetal de la parte area y de raiz de las
plantas inoculadas con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) a los 60

dpi, siendo que las plantas inoculadas con F. equiseti (M102.R) y F. cf
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graminearum (P85.T), mostraron un mayor crecimiento y desarrollo del area foliar

y de raiz comparadas con el control.

Control M102.R P85.T

Figura 37. Fenotipo de crecimiento vegetal de Capsicum annuum inoculadas con F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T). A) Fenotipo de crecimiento vegetal a los 60 dpi. B) Fenotipo
de crecimiento vegetal de la parte aérea y de raiz a los 60 dpi. Crtl) Control, M102.R) Fusarium

equiseti, P85.T) Fusarium cf graminearum.
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El analisis de los pardmetros vegetativos después de los 60 dpi demostroé que la
cepa M102.R de F. equiseti fue la que generé mayor desarrollo y crecimiento en
las plantas de chile mirasol. El efecto en la promocién de crecimiento vegetal fue
mas evidente y muy similar entre F. equiseti y F. cf graminearum aumentando la
longitud del tallo en un 23.55 y 17.10 % respectivamente (F=10.68, p<0.0009)
(Figura 38A). Ademas, al cabo de los 60 dpi se analiz6 el desarrollo del sistema de
raiz de las plantas inoculadas y las no inoculadas. Particularmente las plantas
inoculadas con F. equiseti y F. cf graminearum desarrollaron mas raices respecto
al control, aumentando un 17.34 y 5.6 %, respectivamente a diferencia del control
(F=1.860, p<0.1844) (Figura 38A).

Del mismo modo a los 60 dpi el desarrollo de hojas, botones y flores aumento
considerablemente en las plantas inoculadas con F. equiseti (M102.R) en un
40.99, 70.06 y 100 %, respectivamente, mientras que en F. cf graminearum
(P85.T) solo se gener6 un aumento del 29.19, 43.3 y 80 %, respectivamente a
diferencia de las plantas no inoculadas. F=8.123, p<0.0031 (hojas) F=7.224,
p<0.0050 (botones) F=9.262, p<0.0017 (flores) (Figura 38B).

Ademas, es importante mencionar que a partir de los 60 dpi se empezaron a
observar los primeros frutos, aunque el numero de estos no muy elevado, en las
plantas inoculadas se presentd el mayor nimero de frutos. (Figura 38B). Del
mismo modo se observdé una mayor acumulacibn de biomasa en las plantas
inoculadas con los hongos. La biomasa total (area foliar y raiz) de las plantas
inoculadas con F. equiseti demostr6 un aumento del 42.6 %, mientras que las
plantas inoculadas con F. cf graminearum generaron un aumento del 24.48 %
(F=12.17, P<0.0005) (Figura 38C). La misma tendencia se observo cuando se
cuantifico el peso seco total (area foliar y raiz), generandose el mayor aumento por
F. equiseti (M102.R) en un 43.10 % y un 27.5 % por F. cf graminearum (P85.T)
(F=5.729, 'p<0.0119) (Figura 38D).
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Figura 38. Cuantificacién de los pardmetros vegetativos de las plantas de chile guajillo inoculadas
con F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) a los 60 dpi. A) Longitud del tallo, raiz y total
B) Numero de hojas, botones, flores y frutos C) Peso fresco area foliar, raiz y total D) Peso seco
area foliar, raiz y total. Las barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra
de error estandar y las letras indican diferencias significativas entre cada condicién. Las letras

indican diferencias significativas entre cada condicién (Tukey, p<0.05).
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VIII. DISCUSION

La agricultura es una de las actividades humanas mas importantes para el
desarrollo de las civilizaciones, el abastecimiento de alimentos para una poblacién
en aumento ha generado el uso intensivo de las tierras de cultivo para lograr dicho
fin, por lo que, ademas, también se ha intensificado el uso excesivo de fertilizantes
y pesticidas quimicos para lograr mayores rendimientos agricolas, sin embargo,
esto trae graves consecuencias para el medio ambiente, contribuyendo a la
degradacion del suelo y la pérdida de la biodiversidad con riesgos para la salud
humana (Tilman et al., 2002; Bhardwaj et al., 2014; Vejan et al., 2016).

En este sentido, los esfuerzos se han canalizado en la busqueda de estrategias
mas amigables con el medio ambiente. Una forma de desarrollar un método de
produccién de cultivos sostenible es mejorar el microbioma benéfico asociado con
las plantas (Trivedi et al.,, 2017). Los microorganismos benéficos tienen la
capacidad de aumentar el crecimiento y vigor de las plantas, la eficiencia en la
absorcién de nutrientes, tolerancia al estrés biético y abidtico y la resistencia a
enfermedades. Dentro de esta gama de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal se encuentran las rizobacterias y los hongos (Glick, 2012:
Vejan et al., 2016).

Los hongos promotores de crecimiento vegetal mas conocidos son las micorrizas
gue incluye a los Glomales, ademas, también se ha informado la actividad de otros
géneros como promotores del crecimiento vegetal como lo son algunas especies
de Trichoderma (Schuster y Schmoll, 2010). Por otra parte, los hongos del género
Fusarium se caracterizan por ser un grupo importante de patégenos de una gran
diversidad de plantas y generadores de micotoxinas. Sin embargo, existen algunas
cepas no patdgenas con actividad benéfica, aunque el estilo de vida de estas

especies se conoce muy poco (Summerell et al., 2010).
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En el presente trabajo se logré identificar morfoldgicamente dos cepas de hongos
filamentosos M102.R y P85.T que previamente se habian aislado de la rizosfera
de Zea mays. Ademas, también se analizo la capacidad de ambas cepas como
promotores de crecimiento vegetal bajo diferentes sistemas de interaccion en A.

thaliana y C. annuum var. mirasol.

El andlisis de la identificacibon molecular previamente realizado por Chavira-
Villegas (2018) mediante la amplificacion y secuenciacion de los ITS revel6 que
las cepas pertenecen a Fusarium equiseti (M102.R) y Fusarium cf graminearum
(P85.T), ademés, también encontr6 que ambas cepas mostraron actividad
benéfica en Arabidopsis thaliana. Por lo que en el presente trabajo se analizé con

mayor profundidad esta actividad.

A manera de complementacion, con el fin de identificar taxonébmicamente los
hongos filamentosos aislados a partir de la rizosfera de maiz se empled el
concepto de especie morfolégico propuesto por Cain en 1954, el cual define a la
especie como el conjunto de individuos morfolégicamente similares, generalmente
asociados entre si por una distribucion geografica definida y separados de otros
conjuntos por discontinuidades morfolégicas. (Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson
et al., 1983; Bousquets y Aguirre, 2000; Sumeerell et al., 2010).

En lo que respecta, a la caracterizacion morfolégica de la cepa M102.R se
emplearon distintos medios de cultivo que permitieron distinguir el patrén de
crecimiento de la colonia y la generacion de estructuras de reproduccion.
Principalmente, en medio PDA se logré observar abundante micelio de color
blanco y flocoso, tornandose posteriormente a marron o durazno en cultivos viejos,
estas caracteristicas coloniales fueron muy similares en agar harina de maiz
mismas que permitieron identificar a la cepa M102.R dentro del género Fusarium.
Leslie y Summerell (2006) y Martinez-Fernandez y col (2015), describen estas
caracteristicas coloniales para Fusarium equiseti (Corda) Sacc (Teleomorfo

Gibberella intricans) Wollenweber. Sin embargo, la generacién de macroconidios
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de M102.R en CA difiere morfolégicamente a las reportadas para F. equiseti,
normalmente esta especie se caracteriza por desarrollar macroconidios largos a
muy largos y delgadas con una curvatura muy pronunciada, tipico de las especies
de Fusarium de la seccion Gibbosum como lo describe Leslie y Summerell (2006).
Ademas, los mismos autores describen la presencia de clamidosporas verrugosas
y de color marron pélido en cultivos viejos con presencia de cultivos de una
apariencia dorada o marron en medio CLA, estas -caracteristicas fueron

observadas en la cepa de este estudio.

Por otra parte, cabe destacar que el medio SNA se emplea con frecuencia para
cultivos de Fusarium con la finalidad de observar la presencia-ausencia de
microconidios. Generalmente, este rasgo estd ausente en F. equiseti, sin
embargo, Nelson y col. (1983) sefialan que algunos aislamientos de F. equiseti
producen microconidios, pero, ademas, estos autores también incluyen a F. scirpi
en su definicion de F. equiseti cuando se presentan microconidios. Por otra parte,
Gerlach y Nirenberg (1982) al igual que Leslie y Summerell (2006) aceptan a la
especie de F. equiseti afirmando que solo forma macroconidios.

La cepa M102.R descrita en este estudio como F. equiseti y corroborada
molecularmente por Chavira-Villegas (2018) genera abundantes microconidios en
medio SNA como ocurre con la especie de F. scirpi. Es importante mencionar que
con frecuencia F. equiseti se confunde con F. scirpi descrito por Wollenweber y
sinonimizado por el mismo autor como F. equiseti var bullatum. Por otra parte,
Nelson y col. (1983) y Gerlach y Nirenberg (1982) reconocen a F. scirpi como una
especie separada, pero Gerlach y Nirenberg (1982) lo diferenciaron en una
variedad dentro del complejo de especies de F. equiseti. Ademas, puede

confundirse con otras especies como: F. compactum y F. semitectum.

De acuerdo, a las caracteristicas coloniales y microscépicas que se observaron en

la cepa M102.R es posible que pertenezca al complejo de especies de F. equiseti
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var bullatum debido a la presencia de microconidios, sin embargo, se necesita

realizar un estudio morfométrico para corroborar la variedad bullatum.

Por otra parte, la caracterizacion morfologica de la cepa P85.T en medio PDA y
CA mostraron caracteristicas muy similares con colonias de color rojo a naranja.
Los cultivos producen pigmentos rojos que se difunden en los medios de cultivo,
sensibles al pH, cambiando de rojo a amarillo. Estas caracteristicas permitieron
identificar a la cepa P85.T dentro del género Fusarium en base a lo reportado por
Gordon (1960) y Leslie y Summerell (2006), quienes ademas agrupan a las

especies de Fusarium con estas caracteristicas dentro de la seccion Discolor.

Por otra parte, la generacion de macroconidios en medio CA, mostraron
claramente una célula basal en forma de pie bien desarrollada, con septos de 5 a
6, moderadamente curvados o rectos. Mientras que en CLA las clamidosporas son
intercalares y en cadena principalmente. Consecuentemente, esto permitid
identificar a la cepa P85.T como Fusarium graminearum (Schwabe), Gibberella
zeae (Schwein) Petch que con anterioridad habia sido identificada molecularmente

como Fusarium cf gramineraum por Chavira-Villegas (2018).

Ademas, es importante mencionar que el cultivo de la cepa P85.T en medio SNA
desarroll6 microconidos que generalmente estan ausentes en F. graminearum. Sin
embargo, el dato obtenido por la identificacion molecular indica que es una

especie com ferendum (con forma a) de gramineraum.

Normalmente F. graminearum se ha clasificado en dos taxones conocidos como F.
graminearum Grupo 1 y Grupo 2. Morfol6égicamente es muy dificil distinguir a los
dos grupos, sin embargo, existen diferencias ecologicas (distribucion) vy
patoldgicas (quimiotipo) que permiten diferenciar a los dos grupos. Aoki y O’
Donnell (1999a) y Leslie y Summerell (2006), describen a la poblacién del Grupo 1
como F. pseudograminearum asociado con la pudricion de la corona del trigo. Las

especies de este grupo son heterotalicas con un teleomorfo distintivo, Gibberella
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coronicola (Aoki y O’ Donnell, 1999b). Mientras que el Grupo 2 conserva el
nombre original de F. graminearum y el teleomorfo de Gibberella zeae asociado

con el tizén de trigo y pudricion de maiz ademas de ser homotalicas.

Una forma de distinguir a los dos grupos es en funcién de su fertilidad en agar
zanahoria, los miembros del Grupo 1 al ser heterotdlicos en monocultivos no
pueden formar peritecios, en cambio los del Grupo 2 al ser homotalicos con mucha
facilidad desarrollan los peritecios (Leslie y Summerell, 2006; Leslie et al., 2007).
Lo anterior podria ayudar a agrupar a la cepa P85.T dentro del Grupo 1, dado que
en cultivos monospdéricos en agar zanahoria no mostré desarrollo de peritecios
(datos no mostrados) denotando ser una especie heterotalica como ocurre con los

miembros del Grupo 1.

Es importante mencionar que la cepa de este estudio (P85.T) desarrolld
microconidias en medio SNA que generalmente estdn ausentes para F.
pseudograminearum (Grupo 1) y F. graminearum (Grupo 2), sin embargo, aun asi,
comparte mas rasgos microscopicos Yy fisiolégicos del Grupo 1. Por lo que
posiblemente podria calificarse taxonémicamete como F. cf pseudograminearum.
Generalmente, las especies de ambos grupos suelen confundirse con mucha
facilidad con F. crookwellense y F. culmorum y con especies de la seccion
Sporotrichiella como F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. poae y F.

chlamydosporum.

El género Fusarium tiene distribucion mundial, y varias de sus especies son
fitopatdbgenos e infectan a una amplia gama de cultivos, incluido el maiz (Zea
mays L.) trigo (Triticum spp), avena (Avena sativa L.) y cebada (Hordeum vulgare
L.). La presencia de Fusarium representa un problema agricola importante debido
a que reduce la calidad y el rendimiento de los cultivos y, mas importante, por

producir micotoxinas (Nicolaisen et al., 2009).
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En México, se ha reportado el aislamiento de Fusarium de diversas plantas de la
familia Poaceae. Gilchrist-Saavedra y col (2005), reportaron el aislamiento de F.
graminearum, F. avenaceum y F. equiseti como las especies asociadas a
sintomas de pudricién de raiz y tizon de la espiga en algunas zonas trigueras de
México, mientras que Leyva-Mir y col (2017), reportan el aislamiento de F.
proliferatum y F. graminearum como las principales especies causantes de la

pudricion de raiz en trigo cultivado en el Bajio de México.

En otro estudio realizado por Figueroa-Rivera y col (2010), reportan la presencia
de F. subglutinans, F. verticillioides, F. heterosporum, F. esquiseti, F. reticulatum,
en la raiz de maiz en el estado de Guanajuato donde F. subglutinans fue la
especie con mas prevalencia y en cuanto a patogenicidad, F. verticillioides y F.
subglutinans fueron las especies mas patogénicas. Félix y col (2018), aislaron
Fusarium spp a partir de tallo y raiz de maiz de plantas jovenes y adultas, asi
como de granos de mazorcas enfermas en los municipios de Ahome, Culiacén y
Elota en el estado de Sinaloa, en su estudio identificaron F. verticillioides, F.
oxysporum, F. subglutinans, F. equiseti, F. nygamai, F. cf bullatum y F. andiyazi,

en donde F. verticilloides fue la especie mas predominante.

El aislamiento y la identificacion de las especies de F. equiseti (posiblemente F.
var bullatum) y F. cf graminearum (posiblemente F. cf pseudograminearum) de
este estudio a partir de la rizosfera de maiz del estado de Aguascalientes
concuerda con las especies aisladas a partir de plantas de la familia Poaceae.

En la naturaleza, las plantas interacttan con una extensa diversidad de
microorganismos tanto benéficos como patdégenos, se ha demostrado que algunos
de estos microorganismos benéficos desempeian algunas funciones biologicas

cruciales mejorando el desarrollo de los cultivos vegetales.

La promocion de crecimiento vegetal de hongos del género Fusarium

caracterizados principalmente por ser patdgenos no estd ampliamente descrita
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como ocurre con algunas cepas del género Trichoderma (Benitez et al., 2004). Sin
embargo, en este estudio se analizé la capacidad de promocion de crecimiento
vegetal in vitro de F. equiseti (M120.R) y F. cf graminearum (P85.T) en A. thaliana
(Col-0) bajo diferentes métodos de interacciéon (At-Mo, At/MS-Mo y At/PDB-Mo).
Fue notable que la inoculacibn de ambas especies de Fusarium afectd
positivamente el crecimiento y desarrollo de las plantulas bajo todos los sistemas

de interaccion.

Ademas, se mostré6 un aumento en el desarrollo de raices secundarias y pelos
radiculares, este efecto se denotd con mayor detenimiento en la interaccion directa
(At-Mo) e indirecta (At/MS-Mo) en MS para ambas cepas, de tal manera que se
sugiere que los efectos estan mediados por auxinas, la mas abundante en plantas
es el IAA (4cido indol-3-acético) que controla la regulacion transcripcional de
multiples procesos incluidos el desarrollo y brote de raices (Jiyoung et al., 2017).
Ademas, esta hormona no solo se encuentra en el reino vegetal, sino que también
es sintetizada por microorganismos como bacterias y hongos (Tian-Qiong et al.,
2017).

El efecto de promocion de ambas cepas de Fusarium también se evalu6é en
sistema dividido cultivando los hongos en medio sales MS y PDA, el desarrollo de
las plantulas bajo este sistema de inoculacién fue muy similar, sin embargo, el
efecto de promocién de crecimiento vegetal se observé con mayor precision en la
interaccion indirecta en MS para ambas cepas. Las diferencias observadas en la
promocién de crecimiento vegetal tanto en la interaccion directo como indirecta se
pueden atribuir a la generacion y emisién de diferentes compuestos difusibles y
volatiles en medio MS y PDA, los cuales pueden ejercer un efecto en el

crecimiento y desarrollo de las plantulas de A. thaliana.

Algunos estudios han informado que los hongos pueden promover el crecimiento
vegetal sin establecer un contacto fisico con la planta mediante la emision de

compuestos organicos volatiles (VOC’s) con diversas funciones en las plantas
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como por ejemplo modulando la arquitectura de la raiz y la comunicacion entre
plantas y microorganismos. En Trichoderma atroviride, se ha informado que la
emision de 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) promueve el crecimiento de las plantas,
inhibiendo el crecimiento primario de la raiz e induciendo la formacion lateral de la

raiz (Garnica-Vergara et al., 2015).

Recientemente Gonzélez-Pérez y col (2018) informaron la identificacion de VOC'’s
emitidos por T. atroviride y T. virens ante la interaccion indirecta con A. thaliana
cuando los hongos se cultivaron en medio sales MS y PDA encontrando es su
mayoria sesquiterpenos. En su estudio, sugieren que las cepas de Trichoderma
emiten diferentes tipos de compuestos organicos volatiles en relacién con el medio
de cultivo en el que crecié el hongo, lo que resulta en efectos positivos en el
crecimiento de las plantas. De tal manera que la forma en cdmo se nutre el hongo
determina e influye en los tipos de compuestos volatiles que estos pudieran emitir,
dado que muchos de los compuestos volétiles se generan de la oxidacién de la

glucosa, ademas de la temperatura, la humedad y el pH.

Lo anterior podria ayudar a entender las diferencias que fueron observadas en las
cepas de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) cuando se inocularon
con Arabidopsis en sistema dividido determinando que los VOC emitidos cuando

se cultivaron en MS y PDA influyeron en el crecimiento de las plantulas.

Sin embargo, se sabe poco sobre como los VOC’s de los patdégenos de plantas
transmitidos por el suelo afectan el crecimiento y la resistencia de las plantas.
Minerdi y col (2011), informan una cepa de biocontrol de Fusarium oxysporum
capaz de mejorar el crecimiento vegetal de lechuga mediante la emision de -
cariofileno, un sesquiterpeno volatil. En otro estudio Bitas y col (2015), encontraron
el mismo compuesto volatil en cepas de F. oxysporum con efectos similares en A.

thaliana.
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De manera similar Thongkamngam y Jaenaksorn (2017), evaluaron la promocion
de crecimiento vegetal de una cepa de Fusarium oxysporum (F221-B) en plantas
de lechuga en un sistema hidroponico, ademas, también observaron la actividad
antagonica de esta cepa frente a hongos fitopatdgenos del mismo género. El
efecto de los compuestos volatiles de otros hongos fitopatégenos con actividad
promotora también se ha informado en Phoma sp, Alternaria alternata y
Rhizoctonia solani sobre el crecimiento del tabaco y A. thaliana (Nazinin et al.,
2013; Sanchez-Lo6pez et al 2016; Cordovez et al., 2017).

La promocion de crecimiento vegetal mediante la adicion de los metabolitos a
traves de los exudados de F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) en
medio liquidos MS y PDB, fueron evaluados en plantulas de A. thaliana.
Evidentemente, los efectos de los exudados de ambas cepas de Fusarium
mostraron tener efectos positivos sobre el crecimiento de las plantulas generando
un aumento de biomasa, raices secundarias y pelos radiculares, asi como de
clorofila. Sin embargo, las plantulas expuestas a los exudados de PDB de ambas
cepas de Fusarium provocaron signos de clorosis en las plantulas, aun asi, se

gener6 un aumento en el desarrollo de raices secundarias.

Los hongos son productores eficaces de una extensa variedad de metabolitos
secundarios, que generalmente no son esenciales para su ciclo de vida, sin
embargo, su papel o actividad biolégica es bastante versatil (Pérez-Nadales et al.,
2014; Scharf et al.,, 2014). La capacidad de producir fitohormonas varia
significativamente entre las especies de Fusarium generalmente todas las
especies de este género pueden sintetizar auxinas por mdultiples vias y es
probable que tales diferencias afecten la especificidad del huésped induciendo
respuestas unicas en las plantas (Vrabka et al., 2018).

La deteccion de fitohormonas en cultivos o exudados de Fusarium se detectd por
primera vez en Fusarium fujikuroi (Gibberella fujikuroi) a partir del cual se aislaron

e identificaron las giberelinas (AG) (Tudzynski y Hoélter, 1998). La produccion de
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otras hormonas como las citoquininas (CK) y las auxinas por Fusarium se sugirié
por primera vez hace mas de 35 afios basandose en su deteccion en exudados en
cultivos liquidos (Manka, 1980; Van Staden y Nicholson, 1989; Thakur y Vyas,
1983).

Sin embargo, es importante sefalar que la produccién de &cido giberilico (GAs)
esta restringida hasta ahora al complejo de especies de G. fujikuroi conformado
por las nueve especies sexuales y las especies anamorficas, generalmente este
complejo de especies contiene todo el grupo de genes para la sintesis de GA.
Sorprendentemente ninguna otra especie de los 20 complejos de Fusarium es

capaz de sintetizar giberelinas (Malonek et al., 2005a: Malonek et al., 2005b).

Por el contario Luo y col (2016) han informado que F. graminearum bajo
condiciones de cultivo liquido puede usar triptamina (TAM) e indol-3-acetonitrilo
(IAN) como intermedios biosintéticos para producir I1AA, como vias dependientes
de L-triptéfano en lugar de las vias de &cido indol-3-acetamida o indol-3-piravico.
Lo anterior pudiera sugerir que los exudados de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) empleados en los cultivos de A. thaliana pudieran contener
fitohormonas como auxinas y citoquininas a excepcion de las giberelinas que solo
estan presentes en el complejo de F. fujikuroi y ser los responsables del cambio
en el desarrollo de las mismas, ademas también se sugiere que al igual que los
volétiles, el contenido de nutrientes y las condiciones del cultivo influye en la
sintesis de metabolitos como posibles reguladores de crecimiento vegetal.

La acumulacion de auxinas o el aumento de respuesta a auxinas pueden conducir
a diversos resultados en la planta, desde la patogénesis hasta la promocion del
crecimiento. Para evaluar mas a fondo el efecto de la acumulacion de auxinas de
F. equiseti (M102.R) y F. cf graminearum (P85.T), se analizé la linea transgénica
DR5::GUS de A. thaliana bajo todos los sistemas de interaccion (directa e indirecta
en MS y PDA).
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En las interacciones directas ambas cepas de Fusarium aumentaron la expresion
de GUS en la zona meristemética de las hojas y en la punta de las raices
primarias y secundarias, asi como en la roseta de las plantulas a diferencia del
control donde no se observo esta expresion. A partir de estos resultados se puede
sugerir que los compuestos difusibles son los responsables de la acumulacién de
auxinas. Por otra parte, en el sistema dividido, cuando ambos hongos se cultivaron
en MS y PDA, se observo una mayor expresion de GUS en las hojas, roseta, en
las puntas de las raices primarias y secundarias. Sin embargo, la expresion de
GUS fue mas evidente con F. equiseti (M102.R) en medio PDB. En este sentido es
posible que los VOC’s emitidos por los hongos actuen como precursores de
auxina o participar en alguna via de sefalizacion. Salas-Marina y col (2011),
sugieren gue estos efectos son el resultado de la participacion de un mecanismo
dependiente de auxina en el crecimiento de las plantas y los cambios en la
arquitectura de la raiz, ademas observaron este mismo efecto en las plantulas de

Arabidopsis empleando Aspergillus ustus.

Ademas, también se analizé el fenotipo de la linea mutante Rhd6 de A. thaliana
que carece de la generacion de pelos radiculares y cuyo fenotipo de la raiz
defectuosa puede recuperarse mediante la adicion de IAA o por el precursor ET
del &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Masucci y Schiefelbein, 1994).
En las interacciones a las que fueron sometidas las plantulas tanto directas en MS
como indirectas en MS y PDA los dos hongos pudieron revertir el efecto de la
mutante generando pelos radiculares. Particularmente cuando F. equiseti
(M102.R) y F. cf graminearum (P85.T) se cultivaron en medio PDA mostraron la

mayor densidad de pelos radiculares.

Gonzalez-Pérez y col (2018), observaron efectos similares cuando inocularon la
mutante Rhd6 con cepas de Trichoderma, en sus resultados también demostraron
gue ante la interaccion indirecta en PDA las plantulas generaron mayor desarrollo
de pelos radiculares. En un estudio realizado por Contreras-Cornejo y col (2009),

demostraron que, el fenotipo de la linea mutante Rhd6 puede restaurarse
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mediante la adicion exdgena de derivados de auxina como IAAld e IEt aislados de
T. virens. De manera similar Salas-Marina y col (2011), pudieron recuperar el
fenotipo de la raiz de Rhd6 cuando inocularon las plantulas con Aspergillus ustus.

Por otra parte, se ha sugerido que ademas de la produccién de auxinas en
hongos, la liberacion de etileno puede activar la via de sintesis de auxinas en
plantas, la produccion de estas dos hormonas es esencial para promover el
crecimiento de pelos radiculares como se ha demostrado en especies de
Trichoderma y Lacaria bicolor (Contreras-Cornejo et al.,, 2009; Splivallo et al.,
2009). En comparacion estas observaciones sugieren que F. equiseti (M102.R) y
F. cf graminerum (P85.T) pudieran estar sintetizando y liberando ambas hormonas

denotando un efecto en el desarrollo de A. thaliana.

Lo anterior refuerzan el hecho de que la composicion del medio de cultivo en el
que crece el hongo es un factor determinante en la produccion de compuestos
difusibles y volatiles y, por lo tanto, puede estar involucrada en la biosintesis,

redistribucién y transporte de auxinas y etileno.

Finalmente, en este estudio se demostré la capacidad de promocién de
crecimiento vegetal de ambas cepas de Fusarium en un cultivo de importancia
econ6mica Capsicum annuum var mirasol. El andlisis se realiz6 a diferentes
tiempos de inoculacion (15, 30, 45 y 60 dpi). Los efectos en el crecimiento vegetal
se empezaron a notar a partir de los 15 dpi, sin embargo, este efecto fue mas
evidente a partir de los 45 dpi. Las dos cepas de Fusarium mostraron importantes
efectos de promocion del crecimiento en las plantas de chile a los 60 dpi, en
donde hubo un aumento de biomasa, longitud de tallo, raiz, nUmero de hojas,

botones, flores y frutos.

Actualmente, se desconocen muchos aspectos del estilo de vida de las especies
de Fusarium no patogénicas y/o asintomaticas que ejercen de alguna manera
efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, sin embargo, existe

evidencia de que algunas cepas de Fusarium actian como colonizadores
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asintomaticos de gramineas silvestres como ha ocurrido con algunas especies del

complejo de Fusarium graminearum (Lofgren et al., 2018).

De igual manera se ha reportado la efectividad como promotor de crecimiento
vegetal de Fusarium equiseti en diversas plantas. Saldajeno y Hyakumachi (2011),
informaron un mejoramiento en el crecimiento de las plantas de pepino (Cucumis
sativus L.), después de la inoculacién con F. equiseti. Por otra parte, Sisi¢ y col
(2016), evaluaron la promocion de esta especie en plantas de guisante (Pisum
sativum L.) y también observaron su actividad como agente de biocontrol frente a

Fusarium avenaceum y Peyronellaea pinodella.

Se ha propuesto que las especies no patogénicas de Fusarium ejercen su efecto
como promotores del crecimiento vegetal mediante la sintesis de reguladores de
crecimiento mediante la produccion de fitohormonas como el 4cido indol acético
(IAA) y el 4cido abscisico (ABA), que pueden acelerar y modular el crecimiento de
las plantas. Ademas, de la produccion de otros metabolitos como la fumonisina por
algunos Fusarium spp, pueden actuar como una potente micotoxina, aunque por
otro lado se ha demostrado que mejora el desarrollo de la raiz de maiz (Yates et
al., 1997).

La inoculacion de especies de Fusarium en chile no se ha reportado hasta el
momento, sin embargo, en este estudio al igual que los reportes previos con F.
equiseti demostraron aumentar el vigor de las plantas de chile al igual que la cepa

de F. cf graminearum (P85.T).
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VIIl. CONCLUSIONES

La identificacibn morfolégica de cada una de las cepas fangicas permitio
corroborar el género y la especie al que previamente se habian identificado
molecularmente como Fusarium equiseti (M102.R) y Fusarium cf graminearum
(P85.T). Ademas, ambas cepas de Fusarium mostraron actividad como
promotores del crecimiento y desarrollo vegetal in vitro cuando se inocularon en
plantas de A. thaliana (Col-0) bajo diferentes sistemas de interaccion directa e
indirecta, mostrando mas este efecto ante la interaccion indirecta en MS (At/MS-
Mo), ademas la actividad de promocion de crecimiento vegetal también se
complementé mediante la extraccidén y cuantificacion de clorofila observando un

aumento en la acumulacion de esta (clorofila) en todos los tratamientos probados.

Por otra parte, el analisis de la actividad de los exudados y/o metabolitos como
promotores de crecimiento vegetal mostraron un efecto en la fisiologia de las
plantulas de A. thaliana principalmente cuando se adicionaron los metabolitos
concentrados, consecuentemente el desarrollo de las plantulas mejoré cuando se
realizaron diluciones seriadas de los exudados. Los metabolitos producidos por F.
equiseti (M102.R) en MS manifestaron mejores efectos en la generacion de raices
secundarias, pelos radiculares y acumulacién de clorofila, mientras que los
exudados en PDB generaron clorosis en las plantulas en todas las diluciones

probadas.

De mismo modo los exudados de F. cf graminearum (P85.T) generados en MS
mostraron tener un efecto promotor en las plantulas de A. thaliana principalmente
en las diluciones. Ademas, los signos de clorosis en las plantulas también se
observaron cuando se agregaron los exudados generados en PDB a los cultivos
vegetales, sin embargo, aun asi, se mostro un ligero aumento en la produccion de

clorofila.
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Ademas de la promocion de crecimiento vegetal de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum (P85.T) también se analiz6 la respuesta a auxinas bajo los sistemas
de interaccion directa en MS e indirecta en MS y PDA, mediante la linea
transgénicas DR5::GUS, mostrando una mayor acumulacion de auxinas en las
puntas de las raices primarias y secundarias, las hojas y la roseta de A. thaliana
en los sistemas de inoculacion directa, el mismo efecto se observo en las
interacciones indirectas sugiriendo la existencia de compuestos volatiles como los
responsables de la acumulacion enddgena de auxinas. Por otra parte, el fenotipo
defectuoso en la generacion de pelos radiculares de la linea mutante Rhd6 de A.
thaliana se revirti6 con ambas cepas de Fusarium tanto en la interaccion directa e

indirecta.

La inoculacién de las cepas de M102.R y P85.T en plantas de C. annuum tuvo un
efecto positivo estimulando el crecimiento y desarrollo vegetal, particularmente la
cepa M102.R de Fusarium equiseti mostr6 mayor actividad como promotor de

crecimiento vegetal.

IX. PERSPECTIVAS

Corroborar la identificacion molecular de las cepas de F. equiseti (M102.R) y F. cf
graminearum empleando otros marcadores moleculares como el factor uno alfa de

la elongacion (EF-1a) y Fgl6 para el linaje de F. cf graminearum (P85.T).

Evaluar la solubilizacién de fosfatos y produccion de sideréforos de ambas cepas

fungicas.

Analizar los VOC (compuestos organicos volatiles) de las cepas fungicas ante la
interaccion indirecta en MS (At-/MS-Mo) y PDA (At/PDA-Mo).

Identificar los compuestos difusibles (auxinas) de los exudados de ambas cepas
en medio MS y PDB por HPLC.
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XI' ANEXOS

Agar Hojas de Clavel (CLA)

El medio de cultivo CLA se prepara a partir de trozos de hojas de clavel libres de
fungicida o insecticida. Después de la recoleccion, las hojas se cortan en piezas
de 1.5 cm aproximadamente (se encogen cuando se secan). Posteriormente se
realiza un lavado con cloro al 20 % en agitacion constante por 5 min., seguido de 5
lavados con agua destilada estéril para remover los restos de cloro, después los
trozos de clavel se deshidratan (secado) en un horno (~ 50 ° C) durante 3-4 horas
hasta que queden completamente secas, o en un horno de microondas. Las hojas
secas se envuelven en papel aluminio y se esterilizan por autoclave o por luz UV

por media hora.

El CLA es un medio de sustrato natural preparado al colocar asépticamente trozos
de hojas de clavel estériles, en una caja de Petri con agar agua al 1.5 %. Por lo
general, se agregan de 4 a 6 trozos de clavel por caja antes de que gelifique para

que queden adheridos al sustrato.

Una vez preparado el medio CLA se procede a inocular con la cepa de Fusarium

de interés, ademas, para obtener mejores resultados se recomienda poner el
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cultivo bajo fotoperiodos de luz/obscuridad a temperatura ambiente a un angulo de
45 °,

La mayoria de las especies de Fusarium esporulan en CLA en 6-10 dias. Los
cultivos que crecen en CLA producen macroconidia que son mas uniformes en
tamafio y forma, que los cultivos que crecen en medios ricos en carbohidratos
como el PDA. Los macroconidios se forman principalmente en esporodoquios
(estructura de resistencia) que suelen desarrollarse sobre las piezas foliares. Los
macroconidios formados en esporodoquios son preferidos para la identificacion ya
que son mas consistentes en forma y longitud que los macroconidios formados a
partir de fialides mas aislados. El modo de la formacién de las microconidias, es
decir, monofialidas o polifialidas, la presencia de cabezas o cadenas de
microconidios falsas y la presencia de clamidiosporas se puede determinar

mediante examen directo con un microscopio compuesto (100X).

Agar Harina de Maiz (CA)

El agar harina de maiz es un medio de cultivo empleado para preservar cepas de
Fusarium, ademdas permite el desarrollo apropiado de microconidias y

macroconidias, generalmente son mas estables que en PDA.
Preparacion

80 gr Maiz------- 1000mL
Agar 15 gr------- 1000mL

1. Colocar el maiz molido en agua y dejar reposar durante una noche (de
acuerdo al volumen que se dese preparar), transcurrido el tiempo de
reposo, se recupera Unicamente la fase acuosa (lechosa) sin llevarse maiz.
(ejemplo para 100 mL: 60 mL de maiz y 40 mL de agar al 1.5%).

2. Después el sobrenadante recuperado se pone en una plancha caliente
hasta el punto de ebullicion y retirar los grumos formados, hacer este

procedimiento hasta que no se formen grumos, si se pierde volumen se
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afora con agua destilada estéril de tal manera que se obtenga un volumen
de 60 mL.

3. Ajustar el pH del maiza 5.5+ .2

4. Preparar por separado el agar al 1.5 % (40 mL a una concentracion para
100 mL) y esterilizar por autoclave maiz y agar

5. Después de la esterilizacién por autoclave se mezclan el agar y el maiz y se

vacia en cajas Petri.

Es recomendable poner los cultivos bajo fotoperiodos de luz/obscuridad a
temperatura ambiente para fomentar la esporulacién (colocar las cajas en un

angulo de 45°).

Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA)

El agar SNA es un medio mineral utilizado para la identificacion y mantenimiento

de cepas de Fusarium. Ademas, permite el desarrollo de microconidias.

Preparacion para 1 L

KH2PO4--------------- lor
KNO3------------------ logr
MgSOa4+7H20-------- 0.5¢9r
O 0.5¢gr
Glucosa--------------- 0.2 gr
Sacarosa------------- 0.2 gr
Agar-------=-se=cseee-- 15 gr

Después del vaciado del medio en las cajas Petri, colocar de 1-2 piezas de papel
filtro estéril (Whatman Ne 1), aproximadamente 1 cm? (opcional), sobre la
superficie de agar después de que el medio haya gelificado (aumenta la
esporulacién). El medio promueve la esporulaciéon y el buen desarrollo de esporas;
sin embargo, debido a que la formacion de esporodoquios es limitada, la
morfologia macroconidial no es tan uniforme ni tan confiable como se ve con el
CLA. Los cultivos que crecen en SNA a menudo son valiosos para examinar
microconidias, ya que este medio apoya la formacién de una gama de diferentes

microconidias. En algunos casos, las microconidias desarrolladas en SNA difieren
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morfologicamente de los observados en el CLA o CA. Muchas cepas también
forman clamidosporas mas facilmente en SNA que en CLA. El medio SNA es
transparente, por lo que los cultivos se pueden ver directamente con un

microscopio compuesto (hasta 100X).

Es recomendable poner los cultivos de SNA bajo fotoperiodos de luz/obscuridad a
temperatura ambiente para fomentar la esporulacion (colocar las cajas en un

angulo de 45°).

110



Universidad Autéonoma del Estado de

Morelos
Centro de Investigacion en Biotecnologia

CINTRO DEWVESTIGACION
N WOTCONOUOGIA. CALM

Posgrado

Cuernavaca, Morelos a 2,2/ dc, ¢ &\‘b e de_ 2019

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. José Augusto Ramirez Trujillo (Tutor)
Dra. Silvia Salas Mufioz (Co Tutor)

Dr. Ramon Suérez Rodriguez

Dra. Susana Valencia Diaz

Dr. Edgar Martinez Fernandez

Tesis: “Analisis de la promocion de crecimiento vegetal de Fusarium spp aislados de la
rizosfera de Zea mays L.

Alumno que la presenta a revisién: CANDELARIO RODRIGUEZ SERRANO

Programa: MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

VOTO

El documento ha sido revisado y retne los requisitos para editarse

como TESIS por lo que es APROBADO

ATENTAMENTE

DR. JOSE AUGU RAMIREZ TRUJILLO

111



Universidad Auténoma del Estado de

Morelos
Centro de Investigacién en Biotecnologia

CENIRD DEIVISTIGACION
EN BOTICNOLOGIA UALM

Posgrado

Cuernavaca, Morelos a 22, de. o cfohve de 2019

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. José Augusto Ramirez Trujillo (Tutor)
Dra. Silvia Salas Mufioz (Co Tutor)

Dr. Ramén Suérez Rodriguez

Dra. Susana Valencia Diaz

Dr. Edgar Martinez Fernandez

Tesis: “Analisis de la promocién de crecimiento vegetal de Fusarium spp aislados de la
rizosfera de Zea mays L.

Alumno que la presenta a revisisn: CANDELARIO RODRIGUEZ SERRANO

Programa: MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

VOTO

El documento ha sido revisado y retne los requisitos para editarse

como TESIS por lo que es APROBADO

ATENTAMENTE

DRA. guém ALAS MUNOZ

112



Universidad Autonoma del Estado de

Morelos
Centro de Investigacion en Biotecnologia

nnnnnnnnnnnnnn

Posgrado

Cuernavaca, Morelos a 2.5 de_ cedybre de 2019

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. José Augusto Ramirez Trujillo (Tutor)
Dra. Silvia Salas Mufioz (Co Tutor)

Dr. Ramén Suérez Rodriguez

Dra. Susana Valencia Diaz

Dr. Edgar Martinez Ferndndez

Tesis: “Anélisis de la promocién de crecimiento vegetal de Fusarium spp aislados de la
rizosfera de Zea mays L.

Alumno que la presenta a revisién: CANDELARIO RODRIGUEZ SERRANO

Programa: MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

VOTO

El documento ha sido revisado y retne los requisitos para editarse

como TESIS por lo que es APROBADO

ATENTAMENTE

o jﬁ

DR. RAMON SUAREZ RODRIGUEZ

113



Universidad Auténoma del Estado de

Morelos
Centro de Investigacion en Biotecnologia

Cuernavaca, Morelosa 295 de oclobie de 2019

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. José Augusto Ramirez Trujillo (Tutor)
Dra. Silvia Salas Mufioz (Co Tutor)

Dr. Ramén Suérez Rodriguez

Dra. Susana Valencia Diaz

Dr. Edgar Martinez Fernandez

Tesis: “Andlisis de la promocién de crecimiento vegetal de Fusarium spp aislados de la
rizosfera de Zea mays L.

Alumno que la presenta a revisién: CANDELARIO RODRIGUEZ SERRANO

Programa: MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

VOTO

El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse

como TESIS por lo que es APROBADO

ATENTAMENTE

N
A%A(A—La Zﬂ[/ﬁ/{/{/f %
\_DRA. SUSANA VALENCIA DIAZ

114



Universidad Auténoma del Estado de

Morelos
Centro de Investigacion en Biotecnologia

CEIB

VTR0 DERVSTICACION

Posgrad o

Cuernavaca, Morelos a 24l de o clohie de 20

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. José Augusto Ramirez Trujillo (Tutor)
Dra. Silvia Salas Mufioz (Co Tutor)

Dr. Ramén Suérez Rodriguez

Dra. Susana Valencia Diaz

Dr. Edgar Martinez Fernandez

Tesis: “Anlisis de la promocién de crecimiento vegetal de Fusarium spp aislados de la
rizosfera de Zea mays L.

Alumno que la presenta a revisién: CANDELARIO RODRIGUEZ SERRANO

Programa: MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

VOTO

El documento ha sido revisado y retine los requisitos para editarse

como TESIS por lo que es APROBADO

ATENTAMENTE

«r A /‘//M

DR. EDG MARTI FERNA

115



