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Simbiosis micorrizica arbuscular y hongos entomopatégenos endoéfitos en
maiz como bioprotectores contra el gusano cogollero

Cuauhtémoc Hernandez Hernandez

RESUMEN GENERAL
EL gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una plaga que causas graves

dafios a el cultivo del maiz. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar hongos
entomopatogenos endofitos (HEE), asi como la interaccion de estos con hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de dos genotipos de maiz y la
bioproteccidon contra la herbivoria de Spodoptera frugiperda. Para esto primero se
establecio un experimento en condiciones de invernadero con el objetivo de evaluar
el efecto de dos cepas de HMA; Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices
y sin HMA en el crecimiento de maiz variedad criolla y el desarrollo de S. frugiperda
Plantulas de maiz criollo se trasplantaron y se inocularon con HMA 80 esporas, 40
dias después se infestaron con larvas de S. frugiperda, 12 dias de la infestacion se
midieron variables de crecimientos y biocontrol. En los experiementos continuos los
HEE fueron evaluados en patogenicidad sobre S. frugiperda y en su porcentaje de
colonizacion enddfita en maiz. Para estas pruebas se trabajoé con nueve cepas, seis
cepas de Beauveria bassiana y tres cepas de Metarhizium anisopliae, evaluando
las mismas cepas evaluadas en la patogenicidad. Para el endofitismos la
inoculacién se realizo en plantas de 15 dias de crecidas en la parte aérea de la
planta con una suspensién de conidios de 1X108 conidios/ mL, el muestreo final se
realizo 15 dias después, la presencia del endofito se confirmo por la siembra de
tejido vegetal (hoja, tallo y raiz) en medio de cultivo PDA. Mientras que, para la
patogenicidad, las larvas en segundo instar de S. frugiperda fueron inoculadas por
inmersién con una suspensién de conidios de 1X107 conidios/ mL. Finalmente se
realiz6 un experimento en invernadero donde se evaludé la interaccion de
Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae y sin HMA, los HEE; Bb maiz,
Met maiz y sin HEE en el biocontrol de S. frugiperda y el crecimiento vegetativo en
maices de variedades; criollo e hibridos. Las plantas fueron inoculadas con 150
esporas de HMA al momento del trasplante, 30 dias después se inocularon al follaje

los HEE en suspension a una concentracion de 1X108 conidios mL?, y 30 dias

Xl



después se realizo la infestacion con 3 larvas de S. frugiperda en tercer instar por
planta, dejdndolas 8 dias en las plantas. A los 68 dias posteriores al trasplante se
finalizé el experimento, En el primer experimento se observd que las especies de
HMA en simbiosis con el maiz criollo pueden tener efectos diferentes en el
desarrollo de las larvas, pero no influyen el crecimiento vegetativo. En las pruebas
de patogenicidad M. anisopliae y B. bassiana mostraron ser patogénicos sobre S.
frugiperda a una concentraciéon de 1X10’ conidios/mL, llegando a causar una
mortalidad entre el 42 y el 100%, la cepa Bbp2 de B. bassiana fue la mas patogénica
al causar mortalidad del 100% al sexto dia después de la inoculacion. Mientras que
en las pruebas de endofitismo sobre el maiz hibrido, a los 15 dias de la inoculacién
todas las cepas colonizaron con porcentajes menores al 27%, las cepas que mas
colonizaron fueron: Bb maiz y Met maiz. Finalmente, en el Gltimo experimento a los
68 dias después de inoculacion de HMA se encontrd colonizacion del 80%, sin
embargo, no influy6 en el desarrollo de S. frugiperda ni en el crecimiento vegetativo
de los maices. Por su parte los HEE no establecieron simbiosis con los maices por
lo que sus efectos en plantas y larvas fueron nulos. Los resultados obtenidos abren
la posibilidad de seguir trabajan con estos microorganismos en nuevos proyectos

gue contribuyan a un biocontrol mas eficiente de S. frugiperda en estado larval.

Palabras clave: hongos micorrizicos arbusculares, ongos endofitos, maices, Spodoptera
frugiperda.
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Mycorrhizal arbuscular symbiosis and entomopathogenic endophytic fungi
in maize as bioprotectors against the cogollero worm.

Cuauhtémoc Hernandez Hernandez

ABSTRACT
The cogollero worm (Spodoptera frugiperda) is a pest that causes serious damage

to maize crops. The objective of this work was to evaluate endophyte
entomopathogenic fungi (EEF), as well as their association with arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) in growth of two maize genotypes and the bioprotection in
the herbivory of Spodoptera frugiperda. For this purpose, a greenhouse experiment
was first established to evaluate the effect of two strains of AMF; Funneliformis
mosseae, Rhizophagus intraradices and without AMF on the growth of criollo variety
maize and the development of S. frugiperda Criollo maize seedlings were
transplanted and inoculated with HMA 80 spores, 40 days later they were infested
with S. frugiperda larvae, 12 days of infestation growth and biocontrol variables were
measured. In the continuous experiments the EEF were evaluated in pathogenicity
on S. frugiperdad and in its percentage of endophyte colonization in corn. For these
tests we worked with nine strains, six strains of B. bassiana and three strains of M.
anisopliae, evaluating the same strains evaluated in pathogenicity. For endofitism,
inoculation was performed on 15-day-old plants in the aerial part of the plant with a
conidia suspension of 1X108 conidia/mL, the final sampling was performed 15 days
later, the presence of the endophyte was confirmed by sowing plant tissue (leaf,
stem and root) in PDA culture medium. Whereas, for pathogenicity, the second instar
larvae of S. frugiperdad were inoculated by immersion with a conidium suspension
of 1X107 conidia/; mL. The larvae of S. frugiperdad were inoculated by immersion
with a conidia suspension of 1X107 conidia/mL. Finally, a greenhouse experiment
was carried out to evaluate the interaction of Rhizophagus intraradices,
Funneliformis mosseae and without HMA, the EEF; Bb corn, Met corn and without
EEF in the biocontrol of S. frugiperda and vegetative growth in corn varieties; Creole
and hybrids. The plants were inoculated with 150 HMA spores at the time of

transplant, 30 days later the suspended EEF were inoculated to the foliage at a
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concentration of 1X108 conidia mL-1, and 30 days later the infestation was carried
out with 3 larvae of S. frugiperda in the third instar per plant, leaving them 8 days in
the plants. In the first experiment it was observed that AMF species in symbiosis with
native corn can have different effects on the development of larvae, but they do not
influence vegetative growth. In the pathogenicity tests M. anisopliae and B. bassiana
showed to be pathogenic on S. frugiperda at a concentration of 1X107 conidia/mL,
causing a mortality between 42 and 100%, B. bassiana strain Bbp2 was the most
pathogenic, causing 100% mortality on the sixth day after inoculation. While in the
endofitism tests on hybrid corn, 15 days after inoculation all strains colonized with
percentages less than 27%, the strains that colonized the most were: Bb corn and
Met corn. Finally, in the last experiment 68 days after inoculation of HMA, 80%
colonization was found, however, it did not influence the development of S.
frugiperda nor the vegetative growth of corn. On the other hand, the EEF did not
establish symbiosis with the corn so their effects on plants and larvae were null. The
results obtained open the possibility to continue working with these microorganisms
in new projects that contribute to a more efficient biocontrol of S. frugiperda in larval

stage.
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1. INTRODUCCION GENERAL.

El maiz es una planta graminea originaria de México. Es el cereal de mayor
importancia en el mundo por encima del arroz y el trigo (CATIE, 2008). Por lo que
la proteccion del cultivo contra plagas y enfermedades es una actividad constante
para asegurar su productividad. En los ultimos afios, la incidencia de plagas se ha
incrementado considerablemente en el cultivo de maiz disminuyendo su
rendimiento (Méndez y Gonzales, 2014). El gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda) es una de las principales plagas. Llega a provocar pérdidas entre el 13%
y 60% del rendimiento de la produccion, cuando no se realiza un control adecuado
(Garcia y Tarango, 2009). Los productos quimicos son el principal método de
control, son eficientes y baratos, pero con efectos negativos al ambiente, ya que
reducen las poblaciones de organismos benéficos, y sus residuos quimicos
persisten en los alimentos, el aire, el suelo y el agua (Chango, 2012). El control
bioldgico es un método mas amigable con el medio ambiente, se basa en el uso de
enemigos naturales y microorganismos benéficos que actian contra diversos

organismos fitopatdgenos incluyendo a los insectos.

Los hongos micorrizicos arbusculares son microorganismos benéficos para las
plantas, su principal funcion es aportar nutrientes a la planta, también contribuyen
al control de enfermedades causadas por hongos y bacterias, proporcionan
resistencia a su anfitrion en situaciones de estrés. En los Ultimos afios se han
sugerido que algunas especies de hongos micorrizicos pueden participar en el
control de plagas, en especial en las especies herbivoras, alterando la composicién
guimica de la planta. Por otra parte, estan los hongos entomopatégenos; Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae usados principalmente para el control de plagas
(Vega, 2018). Estos hongos infectan diferentes ordenes insectiles como el
coleoOptera, ortoptera, lepiddptera entre otros, la infeccién se da por contacto entre
las esporas y el insecto, después se da la colonizacion y finalmente el hongo invade
el interior del insecto causandole la muerte. La naturaleza de estos dos géneros de
hongos entomopatdgenos es parasitar insectos, sin embargo, en los ultimos afios
han sido objeto de estudio como endofitos en diferentes plantas (Parsa et al., 2013).

La colonizacion enddfita de estos dos géneros trae consigo beneficios positivos

1



similares a los de las micorrizas. La utilizacion conjunta de estos dos
microorganismos podria tener un efecto positivo en la bio-proteccion de la planta
contra de la herbivoria del gusano cogollero. Aunque no hay trabajos donde se
evallen en asociacion por separado han resultado tener efectos benéficos y no
benéficos en el desarrollo de los insectos, principalmente las micorrizas parecen

tener una interaccion indirecta con los insectos herbivoros.

Por lo anterior, en esta investigacion se evalud el efecto individual e interacciones
de los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y
hongos micorrizicos arbusculares sobre larvas del gusano cogollero en el cultivo de
maiz. Para realizar los estudios se utilizaron las especies Rizophagus intraradices
y Funneliformis mosseae de hongos micorrizicos las cuales se evaluaron en dos
variedades de maiz una criolla y una hibrida. Las especies de hongos endofitos

utilizadas fueron los entomopatdégenos: B. bassiana y M. anisopliae.

En el primer experimento se evalud el efecto de la inoculacion de los HMA en maiz
criollo como promotores de crecimiento vegetativo y su efecto en la herbivoria de
Spodoptera frugiperda. Se encontrdé que la colonizacion micorrizica tuvo un efecto
en la herbivoria del gusano cogollero, éste se afectd y beneficidé cuando se alimenté
de las plantas micorrizadas, los efectos variaron de acuerdo con la especie de HMA
con la cual se inoculé la planta. Los hongos entomopatégenos fueron evaluados en
dos fases. La primera evaluaciéon fue en su patogenicidad en S. frugiperda. Se
evaluaron nueve cepas de los géneros de Beauveria y Metarhizium. En los
resultados de mortalidad sobre las larvas, algunas cepas causaron una mortalidad
superior al 50%. La segunda evaluacién fue en el endofitismo de las mismas cepas
en maiz hibrido. Las plantas fueron inoculadas artificialmente en el follaje y raiz con
una suspension de conidios de los hongos entomopatdégenos, las pruebas de
endofitismo se realizaron a los 15 dias después de la inoculacién. Para verificar la
presencia de los entomopatdégenos como endoéfitos de las plantas inoculadas se
cultivé tejido vegetal en medio de cultivo. La presencia de los endoéfitos se verifico a

los 20 dias. Las nueve cepas evaluadas mostraron ser enddfitas para el maiz, de



las cuales se seleccion6 una especie de cada género, aquellas que presentaron la
colonizacion mas alta con el objeto de evaluar su endofitismo en otra variedad

vegetal asociada con hongos micorrizicos arbusculares.

En el dltimo experimento se evalud la simbiosis de B. bassiana, M. anisopliae. y
hongos micorrizicos arbusculares en dos genotipos de maiz como bio-protectores
de la herbivoria de Spodoptera frugiperda. Se disefié un experimento multifactorial
en el cual se utilizaron dos variedades de maiz. Dos especies de hongos
entomopatdgenos, dos especies de hongos micorrizicos y larvas de Spodoptera
frugiperda. Los parametros evaluados fueron la promocion de crecimiento de las
plantas, la colonizacion de los microrganismos y el efecto de estos en el desarrollo
de las larvas de S. frugiperda. Los resultados mostraron que los hongos
entomopatdégenos no se establecieron como endoéfitos en ninguna de las dos
variedades de maiz, por lo que su efecto como promotores de crecimiento y su
impacto en el desarrollo de las larvas no se pudo comprobar. Los hongos
micorrizicos si establecieron la simbiosis con las dos variedades de maiz con mas
del 70% de colonizacion, aunque sus efectos como promotores de crecimiento, asi
como en el desarrollo de los insectos fueron nulos esto a los 72 dias posteriores a
la inoculacion. Se comprob6é que los hongos micorrizicos tiene afinidad para
colonizar las plantas de maiz en porcentajes altos, pero no se encontré efecto
promotor en el crecimiento de las especies evaluadas, no se encontré efecto directo
o indirecto sobre el desarrollo de larvas de S. frugiperda. Se observé que los hongos
entomopatdégenos solo son capaces de establecer endofitismo en condiciones

controladas.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. El maiz

El maiz pertenece al género Zea de la familia Gramineae, es un cultivo de gran
importancia econémica. Es usado principalmente como alimento en humanos vy
animales, en todo el mundo (Campos, 1966; Casmuz et al., 2010). El maiz posee
diversos usos y es el Unico cereal que se utiliza como alimento en las distintas
etapas de desarrollo del cultivo. Las mazorcas tiernas de maiz dulce, son un manjar
que se consume de diferentes formas. Las mazorcas verdes de maiz blanco son
preparadas asadas, hervidas, o consumidas en el estado de pasta blanda. El grano
se emplea para elaborar diversos productos comestibles (Rodriguez, 2013). En
México es el cultivo que mas se produce, en el afio 2017 se registrd una produccion
de 27, 67624, 480.90 toneladas de maiz de grano en una superficie sembrada de
7, 540,942.12 hectareas (SIAP, 2019).

2.2 Plagas del maiz

La produccion de maiz es afectada por varios factores abioticos y bidticos que
provocan perdidas en el rendimiento del grano. Uno de los factores biéticos son las
plagas que se presentan y atacan a las plantas en cada ciclo de produccién
(Caballero, 2009). A pesar de que el maiz es un cultivo que es tolerable para algunos
artropodos, en especial insectos que son considerados plagas primarias vy
secundarias, que disminuyen la produccion o calidad, dependiendo de la incidencia
(Méndez y Gonzales, 2014). Entre las especies mas perjudiciales se encuentran el
gusano elotero (Helicoverpa zea), mosca de los estigmas (Euxesta stigmatia) y el
gusano cogollero Spodoptera frugiperda Trips, Caliothrips phaseoli, Pulgon del
cogollo, Rhopalosiphum maidis, Chinches apestosas, Nezara viridula (Garcia et al.,
2012). De todas las plagas que se destacan en el cultivo del maiz la de mayor
importancia es el gusano cogollero. Especie que cada afio produce grandes

pérdidas en los cultivos agricolas (Méndez y Gonzales, 2014).



2.3 El gusano cogollero Spodoptera frugiperda

Este gusano pertenece al orden Lepidoptera, corresponde al estado larval de una
palomilla. Se le considera una de las principales plagas en las zonas de produccién
de maiz (Zenner et al., 2007; Casmuz et al., 2010). Las larvas en ataques tempranos
causan la muerte de plantulas o retraso en el desarrollo de la planta. La incidencia
de la plaga depende de la época de produccion, variedad y el ecosistema
(Caballero, 2009; Garcia y Tarango, 2009). Las larvas tienen seis estadios, en los
dos primeros estadios se alimentan de la epidermis de las hojas, a partir del tercero
se alimentan de toda la lamina foliar haciendo perforaciones irregulares para

posteriormente trasladarse al cogollo.

En los ultimos estadios, las larvas consumen cerca del 80% de su biomasa total.
También a partir del tercer instar tienen tendencias canibalisticas por lo que solo
hay una larva por cogollo (Casmuz et al., 2010). Después de seis estadios larvales,
las larvas caen al suelo para iniciar su etapa de pupa y llegar a la etapa adulta. Los
adultos son palomillas de color gris oscuro que miden de 20 a 25 mm y tienen una
mancha blanca en el extremo de las alas traseras. Las hembras ponen de 100 a
150 huevecillos en forma agregada cubiertos de pelusa, normalmente son
depositados en el envés de las hojas. Las larvas emergen de los huevos casi al
mismo tiempo, su tasa de mortalidad es en extremo elevada debido a factores como

lluvia, depredadores y parasitos (Ortega, 1997).

2.4. Hongos endofitos

El término endofito hace referencia a aquellos microorganismos que se encuentran
dentro de una planta de acuerdo a su etimologia griega endo = dentro y phyton =
planta. Anteriormente se les consideraba enddfito a todos aquellos organismos que
tuvieran la capacidad de colonizar los tejidos internos de la planta en sus diferentes
partes raiz, hojas y tallos. Los endofitos se caracterizan por su capacidad de no
causar dafio alguno visible, por tanto, la planta hospedante no muestra sintomas de
enfermedad. Sin embargo, hay enddfitos en donde la planta bajo condiciones de

estrés considera al endofito como un agente patdogeno. Este comportamiento de los
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endofitos se conoce como el endoéfito continuo (Feller y Alencar, 2013). Existen
endofitos de naturaleza benéfica para una especie vegetal que resultan
perjudiciales para otras especies y viceversa (Giménez et al., 2014). Por ejemplo,
Katan (1971) reportdé la presencia de endéfitos como Fusarium oxisporum y
Fusarium lycopersici en plantas arvenses, y en planas de jitomate se comportan
como fitopatdgenos. Por otra parte, Baron y Hilton (1996), reportaron a Fusarium

moniliforme como endoéfito en maiz.

Los enddfitos tienen la capacidad de ayudar a las plantas en resistir a factores
bidticos y abioticos (Chavez, 2007). La produccidon de exoenzimas y/o metabolitos
secundarios por el endofito activan los mecanismos de defensa de la planta. La
activacion del mecanismo de defensa conduce a la produccion de moléculas de
naturaleza bioquimica y al reforzamiento de la pared celular, confiriendo mayor
resistencia y proteccion en contra enemigos naturales. La planta proporciona al
endofito proteccidon y nutrientes como resultado de la asociacion (Sanchez 2013;
Giménez et al., 2014; Wezowicz et al., 2017).

2.5. Hongos entomopatdégenos

En afios recientes, el uso de los hongos entomopatégenos como agentes de bio-
control ha venido cobrando gran importancia (Ruiz et al., 2009). Existen 2000
especies de microorganismos entomopatogenos, 750 pertenecen al reino fungi
(Téllez et al.,, 2009; Garza et al., 2011). Dentro del grupo de los hongos
entomopatdégenos los géneros de Paecilomyces, Lecanicillium, Aschersonia,
Beauveria y Metarhizium son los mas utilizados en experimentos de laboratorio y de
campo con resultados satisfactorios (Ruiz et al.,, 2009). Los hongos
entomopatdégenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tienen la capacidad
de infectar a varias especies de insectos de las 6rdenes OrtOptera, Lepiddptera y
Coledptera (Garza et al., 2011). En respuesta los insectos han desarrollado
diferentes sistemas de defensa. Barreras fisicas como grosor de la cuticula,
defensas celulares u hormonales que tienen efecto en la esclerotizacion, la

produccion de sustancias antifungicas y la sintesis de nutrientes (Téllez et al., 2009).
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En respuesta los hongos entomopatogenos han desarrollado diferentes estrategias
defensivas e inmunosupresoras para lograr evadir los sistemas de defensa de los
insectos. Como la produccion de toxinas y los cambios estructurales en su pared

celular adquiriendo mayor virulencia y resistencia (Ortiz y Keyhanit, 2013).

2.5.1. Mecanismo de accion de los hongos entomopatégenos

El proceso comienza con la adhesion de la espora a la cuticula mediante el
reconocimiento de receptores especificos de naturaleza glucoproteica en el insecto.
La espora pre-germinada se pone en contacto con la epicuticula, en donde germina
por completo formando un apresorio. Con el apresorio comienza la fase de

penetracion (Barrelli et al., 2015).

La penetracion se realiza por combinacion de mecanismos fisicos y quimicos. El
mecanismo fisico consiste en la presién ejercida por una estructura fungica llamada
haustorio, deformado la cuticula, pasando por areas esclerosadas y membranosas
de la cuticula. ElI mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica
principalmente de actividad hidrolitica como proteasas, quitinasas y lipasas (Barrelli
et al.,, 2015), ademas de acidos organicos como el acido oxalico. La accién
enzimatica degrada el tejido facilitando la entrada del hongo hasta llegar al
hemocele. Una vez dentro del insecto, el hongo se ramifica formando diferentes
estructuras en las diferentes cavidades del huésped. Durante la colonizacién
produce pueden producir toxinas que ayudan a evadir el sistema inmunol6gico del
insecto, lo que facilita la invasion del hongo a todos los tejidos. Durante el proceso
de colonizacion el insecto infectado experimenta pérdida de sensibilidad, falta de
coordinacion, letargo, inapetencia, melanizacion y paralisis. Los entomopatdgenos
adquieren los nutrientes del hemocele hasta agotarse provocando la muerte del
insecto (Malpartida et al., 2013). Muerto el insecto en estado momificado las hifas
del hongo emergen al exterior, comienza a producir esporas y comienza de nuevo
el ciclo (Barrelli et al., 2015).



2.5.2.  Hongos entomopatdgenos como endofitos

En los ultimos afios se ha descubierto que todas las plantas hasta el momento
estudiadas presentan colonizacion de diferentes microorganismos endofitos (Dibut
et al., 2004). Entre esto microrganismos se han detectado algunos hongos
entomopatégenos como endofitos como Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. El endofitismo de los hongos entomopatégenos se ha documentado en
los dltimos afios. Beauveria bassiana ha logrado establecer relacion endéfita en
maiz y al mismo tiempo aumenta la tasa de mortalidad de larvas de barrenador
europeo (Stefan et al., 2015). Clifton et al., (2018) comprobaron el endofitismo de
Beauveria y Metarhizium en soja en tallo y hojas. Estos dos géneros se han
documentado como endéfitos en diferentes especies vegetales como café, chile,
jitomate, uva, haba, etc. (Basmisile et al., 2018). El tejido vegetal colonizado
depende del tipo de hongo. El género Beauveria tiene preferencia por la
colonizacion en el follaje, mientras que Metarhizium se asocia mas en el sistema
radicular (Bamisile et al., 2018; Clifton et al., 2018).

2.6. Hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos arbusculares pertenecen al Phyllum Glomeromycota y se
caracterizan por establecer una relacién simbi6tica mutualista con el 90 % de las
familias de plantas vasculares, y con el 85% de las especies de interés agronémico
(Berruti et al., 2016). La micorriza puede generarse a partir de propagulos presentes
en el suelo, como esporas, restos de raices micorrizadas y/o micorrizas de plantas
vecinas. La colonizacién comienza con la germinacion de esporas con humedad y
temperaturas adecuada y/o el crecimiento de hifas presentes en los propagulos. Al
contacto con la raiz se forma un haustorio por donde penetra y entra la hifa hacia
los tejidos del cortex en donde comienza a desarrollarse de forma intercelular e
intracelular. Dentro de la raiz se forman dos tipos de estructuras arbusculos y
vesiculas. El arbusculo formado mediante ramificaciones dicotomicas de las hifas,
en estas estructuras sucede el intercambio de nutrientes entre el hongo y planta.

Las vesiculas son estructuras de reserva en donde se almacenan lipidos
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(Fernandez et al., 2004,). El micelio se desarrolla en el interior y exterior de la raiz,
formando una red que sirve para buscar y transportar nutrientes y agua a la planta
(Fernandez et al., 2004; Gomez et a.l, 2007).

En la simbiosis una de las funciones de la micorriza es la de aportar nutrientes
minerales a la planta como Nitrégeno, Potasio, Calcio, Magnesio, Silicio, Cobre,
Zinc, Boro, Hierro y principalmente Fosforo (Barrier, 2009). Otros beneficios de la
micorriza son conferir a la planta mayor resistencia o tolerancia ante condiciones de
estrés bidtico y abidtico mejorando el estado nutricional de la planta. Modifica la
produccion de exudados de la raiz, aumentando la poblacién de microorganismos
benéficos (Reyes et al., 2016). Mejora las propiedades fisicas del suelo y las
defensas contra diversos patdgenos vegetales, activando los mecanismos de
defensa (Barrier, 2009). La funcion de la planta en la simbiosis es aportar fuentes
energéticas carbonadas para el metabolismo del hongo, necesario para completar

su ciclo de vida (Gomez et al., 2007)

2.6.1. Hongos micorrizicos arbusculares e insectos

La simbiosis por HMA pueden beneficiar a las plantas ante la herbivoria estimulando
el crecimiento vegetativo compensatorio después de la herbivoria, y los herbivoros
a su vez son capaces de estimular el desarrollo de la simbiosis planta - hongo. Por
otro lado, la herbivoria de los insectos puede afectar la colonizacion radicular por
los HMA. Ghering et al. (1997) y Gange et al. (2002), observaron que la colonizacién
micorrizica en plantas se veia afectada en un 50 y 40 % después de la herbivoria
causada por insectos foliares con respecto a plantas que no sufrieron herbivoria.
Wamberg et al. (2003) observaron también en plantas de Pisum sativum sometidas
a herbivoria que después de un incremento inicial observado a los 25 dias, la
colonizacion disminuye en un 26% después de 36 dias, en comparacion con plantas
gue no sufrieron herbivoria (Gange, 2009). Se ha propuesto la hipétesis de la
estimulacién por los herbivoros de la colonizacién, en algunos casos se ha
observado un grado alto de herbivoria y una alta colonizacion, sin embargo existen

casos donde un grado alto la herbivoria disminuye la produccion y/o distribucién de
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asimilados por las plantas, llegando a un punto tal que pocos HMA sobreviven
(Gange, 2009; Gehring y Bennett, 2009), un grado bajo de herbivoria promueve una
respuesta compensatoria en el desarrollo vegetativo y una mayor tasa fotosintética,

lo que incrementa la disponibilidad de asimilados para el crecimiento del HMA.

Por otro lado, las micorrizas pueden estimular las respuestas compensatorias de la
planta ante la herbivoria. Por ejemplo, Kula y Wilson (2014), encontraron que la
simbiosis micorrizica estimulo el rebrote de la planta después de la defoliacion.
Algunas especies de plantas micotroficas mostraron una sobrecompensacion en

respuesta a herbivoria cuando eran micorrizadas.

2.6.2. Asociaciones de los HMA con otros microorganismos

Las plantas, en su ambiente natural, interactdan con varios microrganismos, entre
los cuales se encuentran diferentes tipos de hongos, bacterias, levaduras, algas e
invertebrados. Existe entre estos todos estos organismos una red compleja de
interacciones y algunos de ellos se pueden comportar como patégenos, parasitos o

mutualistas (Wezowicz et al., 2017).

Varios hongos y bacterias pueden asociarse con las micorrizas para formar
asociaciones benéficas para su huésped. Sobre la interaccién entre micorrizas y
bacterias, por ejemplo, Panneerselvam y Thamizhiniyan (2011) reportaron que la
aplicacion de Glomus fasiculatum y Azospirillum sp. en plantas de Vigna radiata
aumentd la longitud de la raiz y numero de hojas, mientras que en cebollas la
aplicacion conjunta de Glomus mosseae y A. brasilense increment6 el rendimiento
de los bulbos y su tamafio. Wahid et al. (2016), citado por Bhople et al. (2014),
reportaron que la inoculacion de HMA y bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV) como Bacillus, Cocus y Estreptococus promueven el crecimiento
vegetal de plantas de maiz bajo condiciones de suelos calcareo donde se
encuentran deficiencias de nutrientes, principalmente fosforo. Jaizme et al. (2005)
reportaron que la aplicacion de un consorcio de Bacillus spp. en plantas de papaya

micorrizadas con Glomus mosseae potencializa los efectos promotores de
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crecimiento del hongo, ademas de reducir la presencia del nematodo Meloidogyne,

en las raices.

En el caso de hongos, Santos et al. (2018) estudiaron el pasto Chrysopogon
zizanioides, que presenta una colonizacion natural por unos hongos enddfitos
septados oscuros, y evaluaron el efecto de esta colonizacion sobre la micorrizacion
obtenida después de inocular Rhizophagus clarum, Gigaspora albida,
Claroideoglomus etunicatum, Acaulospora morrowiae: de acuerdo a sus resultados
la presencia enddfita tiene un impacto positivo sobre la colonizacién micorrizica

sobre todo con Claroideoglomus etunicatum.

A pesar de estos ejemplos de interacciones benéficas, no se puede en general
predecir el comportamiento de las asociaciones o0 interacciones entre los
microorganismos involucrados, las cuales pueden tener un efecto sinérgico,

antagonico o nulo (Jaime, 2005).

2.7. Mecanismos de defensa de las plantas

Las plantas estan expuestas a una gran variedad de microorganismos y herbivoros
como: insectos herbivoros, acaros, nematodos, vertebrados, hongos, bacterias y
virus (Dick et al., 2002). Las plantas responden a estos ataques produciendo
compuestos que reducen o inhiben el atague o disminuyen el dafio causado. La
respuesta puede ser local, cuando se produce solo en el érgano atacado, o
sistémica cuando se difunde al resto de la planta principalmente (Heil y Bostock,
2002).

Muchos cambios quimicos ocurren en una planta después de la infeccién y algunos
de ellos se han asociado con la expresion de mecanismos de defensa (Garcia y
Pérez, 2003). Un mecanismo de defensa puede ser el fortalecimiento de la pared
celular, sin embargo, los principales mecanismos de resistencia consisten en la
biosintesis de metabolitos secundarios como inhibidores de enzimas liticas y

antioxidantes (Sepulveda, 2004).
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La respuesta de defensa puede iniciarse por un reconocimiento gen-gen cuando un
patégeno con un gen dominante de virulencia es reconocido por una planta con un
gen dominante de resistencia. En el caso de interacciones incompatibles el
hospedero es resistente, pero en el caso de una interaccibn compatible no hay
reconocimiento gen-gen vy, si el patégeno es virulento, el hospedero es susceptible.
Las respuestas de resistencia gen-gen, son mediadas por hormonas como acido

salicilico, acido jasmoénico y etileno (Gémez et al., 2007).

Existen dos mecanismos de defensa conocidos: el sistema de defensa adquirido y
el sistema de defensa inducido. Ambos sistemas estan regidos por el &cido

salicilico, etileno y jasmonatos (Gary et al., 2004).

2.7.1. Resistencia sistémica inducida (RSI)

La resistencia inducida es un estado fisiolégico en el que, frente a estimulos
ambientales especificos, las defensas innatas de la planta se potencian para
enfrentar ataques. Este estado mejorado de resistencia es efectivo contra una
amplia gama de patégenos y parasitos, incluyendo hongos, bacterias, virus,
nematodos, plantas parasitarias e incluso insectos herbivoros (Gary et al., 2004;
Devendra et al., 2007). Las interacciones incompatibles con virus, bacterias u
hongos provocan un conjunto de respuestas localizadas alrededor de las células
huésped infectadas. Estas respuestas incluyen: 1) un estallido oxidativo que
conduce a la muerte celular, lo cual impide al invasor el acceso a nutrientes y agua,
2) cambios en la composicion de la pared celular que inhiben la penetracion por el
patdgeno y 3) la sintesis de compuestos antimicrobianos tales como proteinas y
fitoalexinas. Las fitoalexinas son caracteristicas de la respuesta local mientras que

las proteinas actuan a nivel local y sistematico (Heil y Bodtock, 2002).
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2.7.2. Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Si la planta sobrevive a un ataque por patégenos u organismos invasores, las
plantas pueden protegerse contra ataque posteriores de ellos. De esta manera, un
primer patdégeno infectante o algin dafio pueden inmunizar a la planta contra
infecciones posteriores por patdbgenos homélogos, aun cuando la planta no porte

los genes determinantes de la resistencia especifica (Conrath, 2006).

La resistencia sistémica adquirida (RSA) se caracteriza por una activacion de un
amplio espectro de la defensa del huésped, no solo localmente en el sitio inicial del
ataque del patégeno, sino también sistematicamente, en tejidos no afectados por el
patdgeno. La induccion de resistencia sistémica en el sitio de la infeccidén implica la
produccion de una sefial primaria sistémica que es translocada a otras partes de la
planta, donde induce mecanismos de defensa. El tiempo necesario para establecer
RSA varia de horas hasta semanas y, dependiendo de la planta y del patégeno, la

duracion de RSA se puede extender por periodos largos. (Conrath, 2006).

Los mecanismos inducidos por la RSA incluyen la respuesta hipersensible que
conduce a la muerte celular rapida, la induccion de un nimero de compuestos de
bajo peso molecular con actividad antimicrobiana llamados fitoalexinas, la
produccion en la pared celular de barreras estructurales como la lignina, o quimicas
como la acumulacién de hidroxiprolina, enzimas hidroliticas, enzimas de la via
fenilpropanoide inhibidores de proteinasas, asi como péptidos antimicrobianos y
proteinas ( Schneider et al., 1996).
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3. JUSTIFICACION

El dafio causado por el herbivoro Spodoptera frugiperda en su estado larval en
maiz, genera grandes pérdidas econdémicas a los pequefos y grandes productores

cada ciclo productivo, principalmente cuando no se ejerce algun tipo de control.

Para la produccion agricola de maiz el control quimico es uno de los principales
meétodos de control para disminuir las poblaciones de Spodoptera frugiperda. Sin
embargo, los usos de estos productos de sintesis quimica con el tiempo generan
resistencia en los insectos, por lo que es necesario aumentar las dosis y reducir los
intervalos de aplicacion, aumentando los gastos de produccion. Ademas, los
agroquimicos tienen efectos en el medio ambiente y la salud de los consumidores.
El uso de agentes biolégicos como los hongos entomopatdégenos como enddfitos y
hongos micorrizicos puede ser una alternativa para el control de S. frugiperda. Cada
uno de estos microorganismos influye de diferente manera en las plantas, dando
como resultado diferentes beneficios para la planta. La utilizacibn de estos
microorganismos conjuntamente puede formar una asociacion que potencialicen las
defensas de las plantas en contra de Spodoptera frugiperda. Estos
microorganismos ademas de aportar beneficios a las plantas, se encuentran en
diferentes suelos y agroecosistemas. En algunos casos, la producciéon masiva de
los agentes de control biolégico y hongos micorrizicos arbusculares son
econdmicamente viables. Por estas razones en el presente trabajo se evaluaron
nueve diferentes cepas de hongos entomopatégenos con potencial endéfito y dos
cepas de hongos micorrizicos arbusculares como una alternativa del manejo de las
poblaciones de Spodoptera frugiperda, realizando diferentes evaluaciones en

laboratorio e invernadero.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad enddfita de los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae por separado y en asociacion con hongos micorrizicos
arbusculares en dos genotipos de maiz como bioprotectores contra la herbivoria de

Spodoptera frugiperda.

4.2. Objetivos especificos

. Determinar el nivel de colonizacion enddfita de los hongos entomopatdégenos
y la colonizacion de los hongos micorrizicos arbusculares sobre maices criollos y

mejorados bajo invernadero.

. Determinar la compatibilidad de los hongos entomopatdégenos endofitos y los

hongos micorrizicos arbusculares en maices criollos y mejorados bajo invernadero.

. Evaluar la promocion de crecimiento en maices criollos y mejorados por los
hongos entomopatdégenos endofitos y hongos micorrizicos arbusculares bajo

invernadero.

. Evaluar el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares y hongos
entomopatdégenos endofitos sobre el desarrollo del gusano cogollero en maiz criollo

y mejorado bajo invernadero.

15



5. HIPOTESIS

La asociacion en las plantas de maiz de los hongos micorrizicos arbusculares y los
hongos entomopatégenos endofitos promoveran el crecimiento y bioproteccion

contra el gusano cogollero.
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6. RESULTADOS

6.1. Capitulo 1: Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en el

crecimiento de maices criollos y en el desarrollo del gusano cogollero

6.1.1 Resumen.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inoculacion con hongos
micorrizicos arbusculares (HMA); Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae
y un control sin HMA en plantas de maiz criollo, sobre el desarrollo del gusano
cogollero (Spodoptera frugiperda) y la promocion del crecimiento vegetativo. Se
realiz6 un experimento en condiciones de invernadero. Plantulas de maiz se
trasplantaron en un sustrato estéril que contenia arena, suelo y agrolita (6:3:1 v/v),
al trasplante se inocularon con 80 esporas de los HMA. A los 40 dias después del
trasplante, se colocaron tres larvas de gusano cogollero en tercer instar por planta.
Las larvas se dejaron alimentar por 12 dias. Se registro el peso al inicio y a; final de
las larvas. En las plantas de maiz se evalu6 el crecimiento de la planta y la
colonizacion micorrizica. Los datos obtenidos se analizaron mediante el analisis de
varianza y comparacion de medias de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05). Se
encontré que no hubo diferencia significativa en la altura y diametro de la planta
entre plantas inoculadas y no inoculadas con los HMA, porcentajes de colonizacion
micorrizica del 50% en ambas especies de HMA. La especie de HMA influy6 en la
herbivoria de las larvas; en maices inoculados con R. intraradices las larvas
aumentaron su peso Yy larvas alimentadas con plantas colonizadas con
Funneliformis mosseae presentaron menor peso, ambas en relacion a larvas
alimentadas con maices sin HMA. Estos resultados muestran que la especie de
hongo de HMA que micorriza la planta afecta la herbivoria y el crecimiento de las
especies de HMA.

6.1.2. Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of inoculation with arbuscular

mycorrhizal fungi (AMF); Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae and an
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AMF-free control in native corn plants, on the development of the cogollero worm
(Spodoptera frugiperda) and the promotion of vegetative growth. An experiment was
carried out under greenhouse conditions. Corn seedlings were transplanted in a
sterile substrate containing sand, soil and agrolite (6:3:1 v/v), at transplant they were
inoculated with 80 spores of the AMF. 40 days after the transplant, three worm larvae
were placed in third instar per plant. The larvae were left to feed for 12 days. The
weight was recorded at the beginning and end of the larvae. In corn plants, plant
growth and mycorrhizal colonization were evaluated. The data obtained were
analyzed by analysis of variance and comparison of means according to Tukey's test
(P=<0. 05). It was found that there was no significant difference in plant height and
diameter between plants inoculated and not inoculated with AMF, mycorrhizal
colonization percentages of 50% in both AMF species. The AMF species influenced
the herbivory of larvae; in maize inoculated with R. intraradices the larvae increased
their weight and larvae fed with plants colonized with Funneliformis mosseae
presented lower weight, both in relation to larvae fed with maize without AMF. These
results show that the species of AMF fungus that mycorrhizes the plant affects the

herbivory and growth of AMF species.

6.1.3. Introduccién

El maiz es una planta graminea originaria del continente Americano. Es uno de los
cereales de mayor importancia en todo el mundo (Fernandez et al., 2003). En la
actualidad a pesar de la disponibilidad de mejores practicas agrondémicas para la
proteccion de cultivos. En maiz se estiman pérdidas promedio del 31 % a nivel
mundial debido a plagas y enfermedades (Valdez et al., 2009). Las pérdidas por

plagas en México pueden llegar hasta el 60% de la produccién.

En los dltimos afos, la incidencia de insectos se ha incrementado
considerablemente, una de las plagas de mayor importancia econdmica es el
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) (Méndez y Gonzéalez, 2014). Es una plaga
polifaga que puede alimentarse de 28 especies vegetales de importancia agricola

como maiz, sorgo, algodon, arroz entre otras (Zenner et al., 2007). Sin embargo,
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tiene preferencia alimenticia por las gramineas. En estado larval S. frugiperda se

alimentan de las hojas, cogollos, espigas, estigmas y granos (Cazmuz et al., 2009).

El control quimico es un método econédmico que comunmente se utiliza para el
control de esta plaga, desafortunadamente tiene efectos negativos como la
reduccion de especies benéficas, la presencia de residuos en alimentos, el aire, el
suelo y el agua, ademas de que los insectos han adquirido resistencia (Lizarazo et
al., 2008; Chango, 2012); por lo que es necesario implementar alternativas que sean
menos agresivas para el ambiente y el hombre (Garcia y Tarango, 2009). El uso de
microorganismos benéficos para el control biol6gico ha adquirido gran importancia
en los ultimos afios, como una alternativa para reducir el uso de productos quimicos
(Bandii, 2006). Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), son microorganismos
benéficos de gran importancia para el desarrollo de las plantas. Participan en el
suministro de nutrientes (Barrier, 2009), ademas proporcionan tolerancia a la planta
ante condiciones de estrés y promover la microfauna de la rizésfera (Reyes et al.,
2016). Los beneficios que proporcionan los HMA a la planta favorecen un mayor
crecimiento vegetativo para la planta. Por ejemplo, Yooyongwech et al. (2017)
observaron que plantas micorrizadas tuvieron un mayor crecimiento bajo
condiciones de estrés hidrico. Por otra parte, Wu et al. (2005) reportaron que la
inoculacién de Glomus mosseae y Glomus intraradices combinados con bacterias
fijadoras de nitr6geno, promovieron un mayor crecimiento de plantulas en maiz,

principalmente por una mayor solubilidad y absorcion de nutrientes.

Las plantas colonizadas por HMA pueden mitigar los dafios por insectos herbivoros
(Wamberg et al., 2003; Kula y Wilson, 2014). La reduccion de la herbivoria por los
insectos es debido a que las plantas activan varios genes cuando son colonizadas
por los HMA (Vannette y Hunter, 2009). Por ejemplo, la produccion del jasmonato
en tejidos, activando los mecanismos de defensa de la planta incrementando la
tolerancia y/o resistencia a un grupo importante de organismos plaga. El acido
jasmonico es producido por la planta y da como resultado un incremento de la
produccion de compuestos de resistencia, como el acido salicilico y etileno asi la

colonizacion micorrizica favorece la respuesta de la planta ante la herbivoria de
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insectos (Gange et al., 2002, Wamberg et al., 2003). En algunos cultivos se ha visto
que la simbiosis micorrizica puede disminuir la herbivoria, como observaron
Wamberg et al. (2003) en plantas de Pisium sativum donde la simbiosis micorrizica
disminuyo la herbivoria de afidos. Otro beneficio de la simbiosis es la recuperacion
de la planta como lo observaron Kula y Wilson (2014) en pastos, donde el
incremento en brotes vegetativos fue mayor para los pastos que estaban en
simbiosis micorrizica. En el presente trabajo se busc6 comprobar el efecto de la
inoculaciéon de hongos micorrizicos arbusculares en el crecimiento vegetativo y la

bio-proteccion en plantas de maiz criollo afectadas por Spodoptera frugiperda.

6.1.4. Materiales y métodos

El experimento se desarrollé en el centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco AC. (CIATEJ), en condiciones de
invernadero. El experimento se establecié durante el periodo invernal, donde las
condiciones de temperatura promedio fueron de 26 °C durante el dia 'y de 15 °C por

la noche.

Disefio experimental

Se utilizé maiz criollo como especie vegetal. Mientras que los microorganismos
utilizados fueron dos especies de hongos micorrizicos arbusculares multiplicadas
por el CIATEJ unidad Zapopan; Funneliformis mosseae, esta especie se obtuvo por
medio de macetas trampa de sorgo y la cual fue originalmente aislada de la rizosfera
de Agave cupreata del estado de Michoacéan, y Rhizophagus intraradices propagada
en masetas trampa con sorgo a partir del producto comercial elaborado por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Por su parte las larvas utilizadas para la evaluacion fueron de S. frugiperda en tercer
instar. Proporcionadas por el Laboratorio de Entomologia del Instituto de

Investigaciones Agropecuarias y Forestales (I1AF)
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Se disefio un experimento factorial. Los factores de estudio fueron los HMA con tres
niveles; Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae y sin HMA otro factor
fueron las larvas de Spodoptera frugiperda con dos niveles; con larva y sin larva. El
experiemento se compuso de cuatro tratamientos, combinando cada hongo

micorrizicos con las larvas de S. frugiperda en las plantas de maiz (Tabla 1).

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en la herbivoria de S. frugiperda en maiz

inoculado con HMA.

Factor HMA Factor Tratamiento Clave
larva
Rhizophagus intraradices Con larva 1 Ri+L
Funneliformis mosseae Con larva 2 Fm+L
Con larva 3 Sin HMA+L
Sin HMA Sin larva 4 Sin HMA

Cada tratamiento se compuso de 10 repeticiones, teniendo un total de 40 unidades
experimentales. La unidad experimental consistié6 en una planta de maiz plantada
en una bolsa de plastico de tres kilogramos llenada con sustrato. Para los
tratamientos Ri + L y Fm + L se establecieron cinco unidades experimentales
adicionales para cada uno. Las unidades experimentales adicionales se utilizaron
para realizar un conteo del porcentaje de colonizacién previo a la infestacion de S.
frugiperda.

Material biol6gico
Cria de gusano cogollero

Se establecié un pie de cria de S. frugiperda en un cuarto de incubacion, con
condiciones controladas de temperatura a 25°C y una humedad relativa de 60%,
parametros que favorecieron el desarrollo adecuado S. frugiperda. El pie de cria se

establecio a partir de 15 parejas de adultos. De las parejas se obtuvo una colonia,
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esta se mantuvo de acuerdo a las necesidades para su desarrollo de cada etapa de
su ciclo de vida. Para su alimentacion se prepar6 una dieta artificial la cual también
fue proporcionada por el Laboratorio de Entomologia del IIAF, la dieta usada fue
una mezcla balanceada de nutrientes (Anexo 1) requeridos por Spodoptera

frugiperda para su desarrollo. La dieta solo se uso en la etapa de larva.

Manejo por etapas de desarrollo

El manejo del insecto se dio por etapas, para lo cual las larvas eran sacadas del
cuarto de incubacion y realizar el manejo correspondiente en laboratorio. Al término

de las pruebas, las larvas se regresaban al cuarto de incubacion.

Adultos: Machos y hembras se colocaron dentro de bolsas de papel color café para
su reproduccion, en una relacion de 1:1. Las hembras ovopositaban sobre las
paredes de la bolsa. Cada dia se cambiaban los adultos de bolsa y se recolectaban
los huevos de la bolsa anterior, por aproximadamente 10 dias el tiempo que duraban
en reproduccién. Durante el traspaso de bolsa, dentro de la bolsa nueva se colocaba
un algodén humedecido con una solucién de agua y miel al 15 % como alimento
(Figura. 1).

Figura 1. Spodoptera frugierdad en estado adulto en etapa de reproduccion y

alimentado con una solucion de agua y miel al 15%.
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Huevos: Para obtenerlos se cortaban tiras de la bolsa de papel donde se
encontraban pegados, las tiras con los huevos se depositaban en la parte superior

de un frasco de 0.5 L sujetados a la tapa.

Larvas: eclosionaban tres dias después de la ovoposicion, para su alimentacion se
prepar6 una dieta artificial (Anexo 1). El alimento se cambi6 cada tercer dia hasta
que las larvas alcanzaron la etapa de pupa. Durante los primeros tres estadios
larvales permanecieron juntas en el mismo frasco, y a partir del cuarto se

individualizaron en vasos de una onza con tapa por su habito canibal.

Pupas: En la etapa de pupa se determind el sexo identificando estructuras
morfologicas, esta actividad se realizd con un estereoscopio electrénico.
Identificado el sexo, las larvas se depositaban en contenedores de plastico de 0.5 L
cubiertas con papel absorbente hasta la emergencia del adulto.

Hongos micorrizicos arbusculares.

Las especies de hongos micorrizicos arbusculares se obtuvieron de un cultivo de
macetas trampa asociados a sorgo y las cuales fueron proporcionadas por la
sueloteca del CIATEJ unidad Zapopan, para realizar la inoculacién con los hongos
micorrizicos arbusculares fue necesario conocer la concentracion de esporas por
gramo de sustrato. Para ello se realiz6 la extraccion y se hizo un conteo de esporas
de HMA. El conteo se determiné a partir de tres muestras de 10 gramos de sustrato
para cada especie de hongos micorrizicos. Para la extraccion de esporas se utilizé
el método de tamizado y decantado humedo de Gerdemann y Nicolson
(1963), combinado con la técnica de flotacion en sacarosa de Walker (1997), (Anexo
3). Para realizar el conteo de esporas, estas fueron contadas por observacion en un
estereoscopio optico electronico. Para estimar la concentracion media de esporas

por gramo se sacO un promedio de las muestras observadas.
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Material vegetal.

Se utilizé un cultivar de maiz criollo, de la region de Epitacio Huerta Michoacan.
Para producir las plantulas las semillas se desinfectaron con etanol 70% por 3 min
en hipoclorito de sodio al 5% por 5 min, después se pusieron a germinar en papel
absorbente humedecido con agua estéril con la técnica de tacos de germinacion.
Los tacos de germinacion fueron llevados a camara de incubacion a 25 °C, donde

permanecieron seis dias hasta que se formo el coleoptilo.

Trasplante e inoculaciéon de los HMA.

Para el trasplante se utiliz6 como sustrato una mezcla de suelo arena y agrolita en
una proporcion de 6:3:1, el cual fue previamente esterilizado durante seis horas a
120°C y 15 PSI. El sustrato se depositd en bolsas de tres kg, dentro de las cuales
se trasplantaron las plantulas. La inoculacién se realizé con aproximadamente 80
esporas de HMA para cada planta, depositando el indculo alrededor de la zona

radicular de la planta de maiz (Figura. 2).

Figura 2. Plantas de maiz criollo después del trasplante e inoculacion con HMA

Durante el desarrollo del experimento las plantas se regaron cada tercer dia. La
fertilizacion se aplicé a la tercera semana y hasta el final del experimento. Se aplico
nitrdgeno en forma de urea a razén de 0.065 g por planta semanalmente, diluidos

en 300 mL de agua de riego.
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Infestacion con Spodoptera frugiperda

A los 40 dias después del trasplante, se realizo la infestacion con larvas de S.
frugiperda en tercer instar. Esta se realizé colocando tres larvas en las hojas mas
proximas al cogollo de la planta (Figura. 3), previo a la infestacion las larvas se
dejaron de alimentar un dia antes para promover la herbivoria inmediata. Después
de la infestacion las plantas se cubrieron con una tela semitransparente sintética de

color blanco, para evitar que las larvas se cambiaran de planta.

Figura 3. Infestacion con larvas de S. frugiperda de tercer instar en las hojas de
plantas de maiz criollo a los 40 dias posteriores a la inoculacion con hongos

micorrizicos arbusculares.
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Variables evaluadas

Cuadro 2. Variables evaluadas, experimento de herbivoria.

Variable Método Epoca

Altura de planta Medido con flexbmetro 15, 30 y 40 dias después
del trasplante

Didmetro de tallo Medido con flexbmetro 15, 30 y 40 dias después
del trasplante

Colonizacion micorrizica  Técnica de Philips y 30y 52 dias después del

Hayman trasplante
Didmetro de capsula Por software Imagen J 52 dias después del
cefalica trasplante
Peso de larva Medido con balanza de 52 dias después del
precision trasplante

Crecimiento vegetal

La altura de planta y didametro del tallo se midi6é cada 15 dias, a partir de la segunda
semana después del trasplante y hasta los 40 dias después del trasplante. La altura
fue medida con un flexdmetro midiendo desde el cuello de la planta hasta la zona
apical de la planta, mientras que para el diametro de tallo se utiliz6 un vernier
electrénico. La medicion se realiz6 en el segundo entrenudo ubicado sobre el cuello

de la planta.

Variables microbioldgicas
Colonizacién micorrizica

La colonizacion micorrizica se determiné a los 30 y 52 dias después del trasplante
mediante la observacion de raices tefildas en microscopio optico electronico, donde

se observaron las diferentes estructuras de los hongos micorrizicos. La tincion de
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raices se realiz6 usando la metodologia propuesta por Philips y Hayman (1970)
(Anexo 2) con algunas variaciones en los tiempos que dudaron las raices en los

diferentes reactivos y la concentracion del colorante azul de Tripano.
Porcentaje de colonizacién micorrizica

El porcentaje de colonizacidn se estimo a partir de 90 segmentos de raices de 1 cm
de largo por cada unidad experimental, a partir del conteo de pedazos colonizados

se estimo el porcentaje de colonizacion utilizando la siguiente férmula.

((100)(s€0))
TSO

% de colonizacion =

Donde

SCO= Segmentos colonizados observados

TSO= Total de segmentos observados

Variable de bioproteccién

Después de 12 dias alimentdndose directamente de la planta, los insectos fueron
recolectados y rotulados individualmente. Se depositaron en vasos de una onza y
fueron llevados a laboratorio, donde se les midieron parametro de desarrollo. El
desarrollo de las larvas se midié de dos maneras, una mediante el peso final que
obtuvieron las larvas después de los 12 dias de herbivoria, el peso final es un
indicador de que cuanto alimento consumi6é en comparacion con las demas larvas.
El peso fue tomado de cada insecto en cada unidad experimental. El peso se

determind con una balanza electronica de precision OHAUS PA 323.

El otro parametro tomado como indicador de desarrollo fue la determinacion del

estadio de las larvas. Para determinar el estadio larval del insecto se midi6 el ancho
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de la capsula cefalica. Esto se realizé por medio de fotos de las larvas sobre una
hoja milimétrica, las fotos fueron analizadas con el programa Imagen J el cual

mostroé una medicion del ancho de la capsula cefalica.
Analisis estadistico

Para determinar si existian diferencias estadisticamente entre tratamientos se
realiz6 un ANOVA simple. Para identificar las diferencias entre éstos se realizé una
comparacion de medias con Tukey (P <0.05) utilizando el Software StatGraphics
Centurion XV®.

6.1.5. Resultados y discusion
Alturay didmetro de tallo

La simbiosis micorrizica de F. mosseae y R. intraradices no tuvo efecto en el
crecimiento vegetativo de las plantas de maiz. Durante las cuatro mediciones
realizadas de la altura de la planta y del diametro de tallo, las plantas que no se
inocularon con los HMA 'y las inoculadas con los HMA tuvieron el mismo crecimiento.
La altura a los 35 dias después del trasplante en promedio fue de 21.14 cm para
todas las unidades experimentales. El diametro de tallo tuvo un promedio de 4.33

mm.

La ausencia de efectos de los HMA sobre el crecimiento de la planta puede
explicarse por diferentes razones. Por un lado, los efectos de la colonizacién como
el aporte de nutrientes y la tolerancia a estrés, entre otros, varian entre diferentes
especies vegetales y dentro de la misma especie vegetal, en funcion de la especie
de HMA (Sosa et al.,, 2005). En maiz, se reportan resultados contradictorios. A
diferencia de este trabajo, Echeverria et al. (2013), al inocular Glomus cubense (22
mg.kg-1) y un consorcio del CINVESTAV Irapuato compuesto en su mayoria
Glomus spp. (44 mg.kg?) en un cultivar de maiz hibrido (1851W.NK.), observaron
un efecto significativo sobre el crecimiento vegetativo. Al comparar cinco especies
de HMA inoculadas en un cultivar de maiz hibrido (30S31), por Moreira et al. (2017)

encontraron que sélo una de ellas, Claroideoglomus etunicatum, promovié el
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crecimiento vegetativo, aun cuando las cinco especies alcanzaron porcentajes de

colonizacion superiores al 25 %.

La promocion de crecimiento vegetativo por la simbiosis micorrizica puede verse
afectada por factores como la temperatura de acuerdo con Xiaoying et al. (2014)
observaron que las bajas temperaturas no afectan la colonizacion, pero si la
promocion de crecimiento de las plantas inoculadas con HMA. En sus ensayos
realizados en maiz en encontraron gque la colonizacién de casi 30% de HMA bajo
condiciones de bajo temperatura no promovieron el crecimiento vegetativo, mientras
gue a temperatura ambiente la colonizacién por HMA si promovio el crecimiento en
las plantas. La falta de nutrientes en el suelo y/o sustrato pudo ser otra limitante
para la promocion de crecimiento vegetativo. El suministro de nutrientes que la
planta recibe por parte de la simbiosis con el HMA es una de las razones por las
que las plantas crecen mas respecto a otras plantas (Ferrol et al., 2004; Berruti et
al., 2016).

Una simbiosis efectiva entre HMA y planta puede ser modulada por otros factores
como el tiempo, debido a que el tiempo de colonizacién dependera de la especie
vegetal y del HMA, de factores edaficos propios del suelo donde se desarrolla la
planta, las diferentes especies de micorrizas se desarrollan de diferente manera
dependiendo de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Pérez et al., 2015).

Colonizacién micorrizica

Las dos especies de HMA utilizadas establecieron una simbiosis con las plantas de
maiz, encontrandose las diferentes estructuras de los hongos micorrizicos
principalmente micelio y arbusculos (Figura 4). El porcentaje de colonizacion del
muestreo previo a la infestacion con S. frugiperda fue proximo al 20% para ambas
especies de micorrizas (Figura 5). A los 52 dias después de la inoculacion y de la
infestacion de S. frugiperda el porcentaje de colonizacion aumento6 al 45% para la
especie F. mosseae y 49% para la especie R. intraradices siendo estadisticamente
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iguales (Figura 6). El porcentaje de colonizacién aumento casi un 30 % para las dos
especies durante el tiempo en el que permanecieron las larvas en la planta
alimentandose de ella, posiblemente el aumento de colonizacion fue inducido a
causa de la herbivoria por S. frugiperda. Kula et al., (2014) observaron que la
colonizacion micorrizica en pastos aumentaba después de la herbivoria de
saltamonotes, ademas de que la recuperacion de la planta era mas rapida.
Posiblemente esto se por la movilizacion de carbono hacia las partes no dafiadas

en respuesta a la herbivoria (Orians et al., 2017).
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Figura 4. Colonizacion micorrizica de micelio y vesiculas en raices de maiz criollo

a los 52 dias después de la inoculacion.
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Figura 5. Colonizacion micorrizica de F. mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri) en
maiz criollo a los 30 dias posteriores a la inoculacion y previos a la infestacion de

las larvas (L) de S. frugiperda. Prueba de Tukey 95% (P<0.05). Letras diferentes
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sobre las barras indican diferencia significativa. Lineas sobre barras indican error
estandar, Prueba de Tukey al 95%.
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Figura 6. Colonizacién micorrizica 12 dias después de la infestacion de larvas (L)
de S. frugiperda en plantas de maiz criollo no inoculadas con hongos micorrizicos
(sin HMA) e inoculados con F. mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri). Prueba de Tukey
95% (P<0.05). Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa.
Lineas sobre barras indican error estandar.

Efecto de la micorrizacién sobre el insecto.

La micorrizacion de las plantas tuvo un efecto en el desarrollo del insecto,
especificamente en la ganancia de peso, después de 12 dias de alimentacién de
los insectos. De acuerdo con el andlisis estadistico hubo diferencia significativa
entre el tratamiento inoculado con R. intraradices y el inoculado con F. mosseae.
Las larvas que se alimentaron de las plantas colonizadas con R. intraradices
obtuvieron una mayor ganancia de peso 0.168 g, en comparacion con las que se
alimentaron con las plantas colonizadas con F. mosseae. La diferencia de peso

entre estos tratamientos fue de 0.031 g. por su parte las larvas de las plantas no
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inoculadas no mostraron diferencias respecto a las larvas de las plantas inoculadas

(Figura. 7).
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Figura 7. Peso promedio de larvas de Spodoptera frugiperda después de 12 dias
de alimentacioén directa en plantas de maiz criollo inoculadas y no inoculadas con
HMA. HMA (Hongo micorrizico arbuscular), Rl (Rhizophagus intraradices), FM
(Funneliformis mosseae), L (Larva). Letras sobre las barras indican diferencia
significativa (P<0.05), Prueba de Tukey al 95%.

Los HMA en su interaccién con las plantas pueden llegar a interactuar de forma
indirecta con los insectos provocando diferentes efectos en ellos. Se ha observado
gue la simbiosis de los HMA puede llegar a influir en el dasarrollo de los insectos en
dos formas una negativa y una positiva (Gehring y Bennett, 2009; Gangue, 2007;
Bernaola et al., 2018). Ambos tipos de efectos son a consecuencia de los cambios
guimicos que la micorriza induce en la planta activando sus mecanismos de defensa
lo que conduce a la produccién de metabolitos secundarios o bien por los beneficios
nutrimentales que proporciona a la planta. También se debe considerar que los
efectos en los insectos, dependen de las especies involucradas (insecto, planta y
HMA) (Gehring y Bennett, 2009; Rasmussen et al,.2017).

En este experimento se observaron los dos efectos (positivo y negativo) en el

desarrollo de S. frugiperda en respuesta a la herbivoria al maiz inoculado con los
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HMA. Ya que S. frugiperda en su estado larval gano peso al alimentarse de las
plantas de maiz inoculadas con R. intraradices, mientras que las larvas que se

alimentaron de las plantas inoculadas con F. mosseae se desarrollaron menos.

La ganancia de peso de las larvas indica que estas mantuvieron una herbivoria més
severa sobre las plantas, este comportamiento posiblemente se deba a
consecuencia de la simbiosis ya que es probable que el buen estado nutricional de
la planta fuera mas apetecible para las larvas, y en consecuencia las larvas
obtuvieron un mejor desarrollo en cuanto la ganancia de peso. otros efectos
observados en otros insectos han sido una mayor supervivencia, mayor fertilidad
como respuesta a la herbivoria de plantas en simbiosis con los HMA (Rasmussen
et al,.2017).

Contrario a la ganancia de peso esta la perdida de peso de las larvas que se
alimentaron de las plantas inoculadas con F. mosseae. Posiblemente la pérdida de
peso de las larvas de S. frugiperda se puede atribuir a la produccion de metabolitos
secundario inducidos como consecuencia de la simbiosis micorrizica. Es probable
que la exposicion de las larvas a ciertos compuestos secundarios disminuyera su
apetito. Por habitos alimenticios se ha observado que los insectos masticadores
son los mas efectados en comparacién con los de aparato bucal chupador, ya que
se exponen mas a los metabolitos producidos por la planta que aquellos insectos
chupadores (Bennett el al., 2009). Ademas de la pérdida de peso que se observo
en este experimento se han observado otros efectos en diferentes insectos con
diferentes especies de HMA, como aumento en la depredacion o parasitismo a
causa de una mayor produccion de compuestos volatiles por la planta que atraen a
los enemigos naturales de las plagas, menor fecundidad, menor ganancia de peso,

menor supervivencia y menor desarrollo (Guerreri et al., 2004).

Gangue (2007), propone que las variaciones en el desarrollo de los insectos cuando
estos se alimentan de plantas con HMA pueden deberse a que la colonizacion
micorrizica modifica factores en la planta como la nutricion y la composicién
guimica. Estos cambios pueden repercutir directamente en el desarrollo de los

insectos. Por su parte Rasmussen et al. (2017), proponen que las variaciones de
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los efectos en los insectos alimentados con plantas colonizadas por micorrizas
dependen de la genética de cada uno, razon por la cual se presentan diferentes
respuestas y efectos entre las plantas e insectos.

Ancho de la capsula cefélica

En el tamafio de la capsula cefalica de las larvas en los tres tratamientos evaluados
fue en promedio de 2.42 mm. Se utilizé una escala generada por Villa y Catalan
(2004) para determinar el instar de S. frugiperda (Anexo 4) dependiendo del
diametro de la cépsula cefalica de una larva es posible determinar su instar. Al
momento de recoger las larvas de las plantas la mayoria de ellas se encontraban
en los ultimos instares comprendidos entre el cuatro y cinco de acuerdo a la escala
de Villa y Catalan. En el cuarto instar, la cavidad cefalica de S. frugiperda mide
2.02mm £ 0.28mm y en el quinto instar mide 2.77mm = 0.30mm. las larvas de las
plantas que no fueron inoculadas con los HMA estaban en cuarto instar con un
promedio de 2.3 mm de capsula cefélica. Mientras que las larvas de los tratamientos
Ri+L y Fm+L se encontraron en el instar cinco con promedios de 2.56 mmy 2.42

mm respectivamente.

Las diferencias en el ancho de la capsula cefélica sugieren que las larvas que se
alimentan de las plantas inoculadas con los HMA completan en menor tiempo la
etapa de larva. El desarrollo de las larvas fue posiblemente mayor por el efecto de
la simbiosis micorrizica. Es posible que R. intraradices mejorada la condicién
nutricional de la planta haciéndola méas apetecible y aprovechable para las larvas,
conduciendolas a mejorar su desarrollo. Por otro lado, las larvas que se alimentaron
de las plantas inoculados con F. mosseae También se encontraban en quinto instar
pro como ya se vio anteriormente obtuvieron una menor ganancia de peso. Existe
una posibilidad de que estas larvas se expusieran a metabolitos secunadarios que
afectaran directamente en su ingesta alimenticia y en respuesta estos pudieron

acelerar su ciclo larval para poder completar su ciclo de vida.
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6.1.6. Conclusiones

La simbiosis de los HMA en maiz criollo no promovié el crecimiento vegetativo de
las plantas al menos hasta los 40 dias posteriores a la inoculacion. También se pudo
observar un incremento de la colonizacion micorrizica del 30 % entre los 30 dias y
52 dias posteriores a la inoculacion, este aumento de colonizacién no se vio
afectado por la herbivoria de S. frugiperda ya que la infestacion se realiz6 a los 40
dias posteriores a la inoculacion de los HMA. Por su parte la simbiosis de los HMA
con el maiz mostré tener un efecto en el desarrollo de las larvas de S. frugiperda.
La cepa de F. mosseae tuvo una tendencia a disminuir la ganancia en peso y a
acelerar su ciclo de desarrollo, caso contrario Rhizophagus intraradices parece
beneficiar la ganancia de peso de los insectos y también acelera su ciclo de

desarrollo.
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6.2. Capitulo 2: Evaluacion de la patogenicidad de Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae sobre larvas de gusano cogollero

6.2.1. Resumen

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una plaga que afecta principalmente
a el cultivo de maiz y provoca grandes pérdidas en la produccion. En la busqueda
de alternativas para controlar esta plaga se realizé un experimento unifactorial
donde se evalud la patogenicidad de dos hongos entomopatdgenos; seis cepas de
Beauveria bassiana, tres de Metarhizium anisopliae; y un testigo (sin tratar) ante
Spodoptera frugiperda, de cada tratamiento se hicieron 4 repeticiones con seis
larvas cada una, donde se registro la mortalidad de las larvas. El experimento se
realiz6 en condiciones controladas (T 25°C y HR de 60%). Larvas de gusano
cogollero en segundo instar se inocularon por inmersibn en una solucién
1x10’conidios/mL de la cepa correspondiente, las larvas testigo se sumergieron en
Tween al 0.05%. Posteriormente se individualizaron en cavidades de cajas
plasticas, donde se les colocé dieta artificial. Después de 24 h se comenzé el
registr6 de mortalidad hasta el dia seis después de la inoculacién. Los datos
obtenidos se analizaron con el analisis de varianza (Anova) y la comparacion de
medias Tukey (p<0.05), Los resultados mostraron que a los seis dias después de la
inoculacion todas las cepas de hongos entomopatégenos causaron la mortalidad de
larvas, las cepas de Beauveria bassiana provocaron la mortalidad del 58% de las
larvas, las cepas Metarhizium anisopliae tuvieron un 51% en mortalidad, la cepa
BbP2 de Beauveria bassiana fue la mas patogénica al causar el 100% de
mortalidad. Estos resultados demuestran la capacidad de Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana en el biocontrol del gusano cogollero en condiciones

controladas.

39



6.2.2. Abstract

Headworm (Spodoptera frugiperda) is a pest that mainly affects maize cultivation
and causes large production losses. In the search for alternatives to control this
plague, a unifactorial experiment was carried out to evaluate the pathogenicity of two
entomopathogenic fungi; six strains of Beauveria bassiana, three of Metarhizium
anisopliae; and one control (untreated) against Spodoptera frugiperda. For each
treatment, 4 repetitions were made with six larvae each, where the mortality of the
larvae was recorded. The experiment was carried out under controlled conditions (T
25°C and 60% RH). The second instar worm larvae were inoculated by immersion
in a 1x107conidia/mL solution of the corresponding strain, the control larvae in
Tween at 0. 05%. Later they were individualized in plastic box cavities, where they
were placed on an artificial diet. After 24 hours, mortality was recorded until the sixth
day after inoculation. The obtained data were analyzed with the analysis of variance
(Anova) and the comparison of means Tukey (p<0). 05), The results showed that six
days after inoculation all strains of entomopathogenic fungi caused larval mortality,
Beauveria bassiana strains caused 58% mortality of larvae, Metarhizium anisopliae
strains had 51% mortality, Beauveria bassiana strain BbP2 was the most pathogenic
causing 100% mortality. These results demonstrate the ability of Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana to biocontrol the headworm under controlled

conditions.

6.2.3. Introduccién

Una plaga de gran importancia econémica en el cultivo de maiz es Spodoptera
frugiperda (Zenner, 2017). Es conocido como gusano cogollero por su alimentacion
del cogollo del maiz, y puede infestar a la planta en cualquier etapa fenologica
(Camuz, 2010). Esta plaga puede llegar a provocar pérdidas en el rendimiento de
hasta del 60%. Esta plaga ademas de alimentarse de maiz lo puede hacer de mas

de 186 especies vegetales (Helberg, 2009).
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El uso de productos quimicos para su control es una practica comun, en ocasiones
sin resultados por la presencia de altas poblaciones de insectos (Zenner, 2017) y/o
por la resistencia a los insecticidas (Lizarazo, 2008). En la actualidad se usan
meétodos de control alternos al quimico como el trampeo masivo con feromonas
(Vilaseca et al., 2008), el uso de la tecnologia de los maices transgénicos con la
incorporacion de las toxinas de Bacillus thuringiensis (Zenner, 2017). Ademas, los
agentes de control biolégico como los hongos entomopatégenos han adquirido gran
importancia en el control microbiano de insectos plaga en diferentes cultivos

agricolas (Pelliza et al., 2017).

Se han descrito 750 especies de hongos entomopatégenos (Téllez, 2009). Los
géneros de Paecilomyces, Lecanicillium, Aschersonia, Beauveria y Metarhizium son
los més utilizados en experimentos de laboratorio y de campo con resultados
satisfactorios (Ruiz et al., 2009). Los géneros de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae han sido usados exitosamente en varias especies de insectos, en parte
por su facil produccion masiva y aplicacion (Garza et al., 2011; Acevedo, 2014). En
larvas de S. frugiperda se han probado los hongos entomopatdégenos, sin embargo,
se han observado variaciones en la efectividad de los hongos. Estas variaciones se
deben a las cepas utilizadas en los estudios, por lo cual, en el presente trabajo se
evalué la patogenicidad de aislamientos de diferente origen de Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae sobre larvas de S. frugiperda.

6.2.4. Materiales y métodos

El experimento se desarrollé en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ
unidad Zapopan, en condiciones controladas de humedad y temperatura (60% y
25°C).

Para el desarrollo del experimento se utilizaron larvas de gusano cogollero en
segundo instar y dos géneros de hongos entomopatdégenos Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae.

Material biolégico

41



Las cepas de hongos entomopatdgenos utilizadas en este experimento se
obtuvieron del cepario de hongos entomopatdgenos de la Unidad de Biotecnologia
Vegetal del CIATEJ (Cuadro 1). Por su parte las larvas de Spodoptera frugiperda
fueron obtenidas del pie de creia que se establecié en el laboratorio de biotecnologia

vegetal del CIATEJ Zapopan.

Cuadro 3. Detalles del origen de los aislamientos utilizados en las pruebas de

patogenicidad de Spodoptera frugiperda.

Cddigo Cddigo Especie Origen Plantas Localidad
tesis cepario asociadas
PIV BV-HE-01  Metarhizium Aislado de wuna larva de Maiz Cantabria, Zacapu,
anisopliae Phyllophaga vetula Michoacan
Met BV-HE-02  Metarhizium @ Aislado de suelo de por el Maiz Bosque de la
maiz anisopliae método de insecto trampa primavera,
utilizando una Galleria Zapopan, Jalisco
mellonella
Mr BV-HE-03 Metarhizium Aislado de Phyllophaga anxia, Southerm Canada,
anisopliae cepa de referencia de ARSEF Canada
2134
BbP3 BV-HE-05 @ Beauveria Aislado de suelo de por el Agave Zitzio, Michoacan
bassiana método de insecto trampa

utilizando una Galleria

mellonella
ACP BV-HE-06  Beauveria Aislado de suelo de por el Agave Amatitan, Jalisco
bassiana método de insecto trampa

utilizando una Galleria

mellonella
BbS BV-HE-07  Beauveria Aislado de suelo de por el Salvia Bosque de la
bassiana método de insecto trampa primavera,
utilizando una Galleria Zapopan, Jalisco
mellonella
Bb maiz BV-HE-08 Beauveria Aislado de suelo de por el maiz Bosque de la
bassiana método de insecto trampa primavera,
utilizando una Galleria Zapopan, Jalisco
mellonella
BbP2 BV-HE-09 Beauveria Aislado de suelo de por el Agave Zitzio, Michoacan
bassiana método de insecto trampa
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utilizando una Galleria

mellonella
BbQ BV-HE-10 Beauveria Aislado de suelo de por el Quercus Bosque de la
bassiana método de insecto trampa primavera,
utilizando una Galleria Zapopan, Jalisco
mellonella

Disefio experimental

El experimento unifactorial compuesto por 10 tratamientos, tres tratamientos para el
género de Metarhizium anisopliae y seis para el género de Beauveria bassiana
(cuadro 3). Cada tratamiento se repitio cuatro veces. Cada repeticion se formo por

6 larvas de Spodoptera. La unidad experimental fueron las larvas de segundo instar.

Cuadro 4. Cuadro de tratamientos de hongos entomopatdgenos.

Especie de hongo Clave de la cepa Tratamiento
entomopatégeno

Sin Hongo Tween 0.05% (testigo) 1
Metarhizium anisopliae MR 2
PIV 3
Met. maiz 4
Beauveria bassiana Bb maiz 5
ACP 6
Bb P2 7
Bb Q 8
SBb 9
Bb P3 10
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Propagacion de hongos entomopatdégenos

Los hongos se propagaron en cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA) (39 gL?) enriquecido con levadura (2 gL), utilizando 15 cajas por

tratamiento.

La siembra se realiz6 dentro de campana de flujo laminar a partir de una cepa
purificada. Las cepas fueron sembradas por medio de la técnica de estria, rayando
toda la superficie de las cajas con un asa para siembra de microorganismos.
Después de la siembra las cajas fueron llevadas a incubadora a 25 °C. Dentro de la
incubadora las cajas permanecieron por 20 dias, tiempo suficiente para el

crecimiento de conidios (Figura. 8).

Figura 8. Crecimiento de Beauveria bassiana (A) y Metarhizium anisopliae (B)

después de 20 dias de incubacion.

Preparacion de indculos

Las suspensiones de conidios de Beauveria y Metarhizium se prepararon dentro de
una campana de flujo laminar. Los conidios se retiraron de las cajas Petri, raspando
sobre la superficie de la caja con un bisturi. Los conidios se depositaron en tubos
de fondo conico Falcon de 50 mL con 30 mL de Tween 80 al 0.05%, colocando en
cada tubo una cepa diferente de los hongos. Después los tubos se agitaron en

Vortex por 5 minutos para separar los conidios y homogeneizar la suspension.
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Después se filtraron con gasa a otros tubos, obteniendo diferentes suspensiones de

conidios.

De cada filtrado se tomaron 10 pL y se depositaron en un tubo de fondo conico de
un mL con 990 pL de Tween 80 al 0.05%, obteniendo una suspensién de 1X10*mL"
! de conidios. El conteo de conidios se realizé a partir de suspensién de 1X10% mL-
1 de conidios en camara de Neubauer. Para realizar el conteo se depositaron 10 yL
en cada rejilla de la camara de Neubauer, se contaron los conidios de 5 cinco
cuadrados de .20 mm ubicados en el cuadro central de la camara. Al conocer la
concentracion de conidios que se obtuvo por cada tubo, correspondiente cada uno
a una cepa. Se procedi6 a ajustar las suspensiones de conidios a una concentracion
de 1*10" mL,

Inoculaciéon en larvas

La inoculacion se realiz6 en larvas de segundo instar, usando un método de
inmersion. Las larvas fueron sumergidas en 20 mL de suspension de conidios de
1*10” mL* dentro de vasos estériles de 1 onza por 10 segundos. A las larvas se
les retiré el exceso de la suspension de indculo con papel toalla de manos estéril.
Posterior a esto fueron individualizadas en una cavidad de una caja de plastico de
12 cavidades (Figura. 9) pasando las larvas con pinzas. Dentro de cada cavidad se
colocé una pieza de papel filtro humedecido con 100 pL de agua destilada estéril.
Durante los siguientes 10 dias siguientes a la inoculacién las larvas permanecieron
en una camara de incubacion a 25°C. Durante el transcurso del experimento se
alimentaba y limpiaba el espacio de la larva. La alimentacion se realizaba mediante

una porcién de dieta artificial (Anexo 1).
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Figura. 9. Larvas de Spodoptera frugiperda de segundo instar inoculadas con

hongos entomopatdgenos.

Mediciones
Mortalidad

A partir del dia siguiente a la inoculacion se realizo la observacion y conteo de larvas
muertas. Para comprobar que la larva estuviera muerta se presionaba con un objeto
punzante sobre la larva, si no se movia estaba muerta. Las observaciones se
realizaron por 10 dias hasta que las larvas pasaron a su etapa de pupa. La
mortalidad por hongos entomopatdégenos solo se consider6 en aquellas larvas
inoculadas que presentaron los sintomas caracteristicos de los hongos
entomopatdégenos, como la pérdida de apetito y movilidad, asi como la presencia de

conidios sobre el cuerpo momificado.
Para determinar el porcentaje de mortalidad se utilizé la siguiente férmula.

((100)(LM))
TL

% de mortalidad =

Donde

LM= Larvas muertas
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TL= Total de larvas por repeticion.

6.2.5. Resultados y discusion
Progreso de mortalidad

La presencia de larvas muertas se observo a partir del dia después de la inoculacion
para la cepa BbP3 del género de Beauveria bassiana (Figura. 10). El resto de las
cepas comenzaron a causar mortalidad en las larvas a partir del dia tres posterior a
la inoculacion, para el dia seis posterior a la inoculacién solo la cepa de BbP2 causo6

mortalidad en las 24 larvas inoculadas.

30 1 Tratamientos
25 A = Testigo
@
8 BbQ
e 20 1 ACP
e
PVI
8 15 -
b =—BbP3
©
% 10 i = SBh
> — et Maiz
5 4 = Bb Maiz
e M1
0 - ——Bb P2
1 2 3 4 5 6
Dias

Figura 10: Progreso de mortalidad de larvas de gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda), después de la inoculacién con Beauveria bassiana (BbQ, ACP, BbP3,
SBb, Bb maiz, y BbP2) y Metarhizium anisopliae (PIV, Met Maiz y Mr).

Las nueve cepas de hongos entomopatdgenos causaron patogenicidad en las
larvas de Spodoptera frugiperda. Algunas cepas con una virulencia mayor que otras
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(Figura 11). A partir del segundo dia de la inoculacion, algunas larvas empezaron
a mostrar falta de movilidad, asi como pérdida de apetito. La mortalidad en las larvas
comenz6 a presentarse al tercer dia después de la inoculacion en porcentajes
menores del 20 %, a excepcion de la cepa BbP3 que presentd mortalidad a partir

del dia dos posterior a la inoculacion.

La evaluacion de mortalidad se realizé hasta el dia 6 posterior a la inoculacion, ya
que en este momento fue el dia en que la cepa de Beauveria bassiana BbP2 alcanzé
el 100% de mortalidad siendo mas patogénica sobre Spodoptera frugiperda que el
resto de las cepas ya que presentaron de manera general un porcentaje de
mortalidad comprendido entre el 50y 70 % (Figura. 11).

120

100

B
A
0 S

ACP Bb Maiz. BbP2 BbQ Bbp3 Met PIV SBb Testigo
Maiz

Mortalidad (%)
H (<)) (o]
o o o

N
o

Tratamientos

Figura 11: Porcentaje de mortalidad de larvas gusano cogollero a los seis dias
después de la inoculacion con hongos entomopatégenos. Cepas de Beauveria
bassiana (ACP, Bb Maiz, Bb P2, BbQ, Bb p3 y SBb), cepas de Metarhizium
anisopliae (Met Maiz, PIV y MR). Letras diferentes sobre barras indican diferencia
significativa entre medias (P<0.05). linea sobre barras indican error estandar. Linea

sobre las barras indican el error estandar, Prueba de Tukey al 95%.

El analisis de varianza mostro diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos.

Las cepas de ACP, Bb Maiz, BbQ, Bb p3 y SBb de Beauveria bassiana tuvieron en
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promedio 58 % de mortalidad. De acuerdo a la prueba de Tukey, no existio
diferencia significativa entre estos. El tratamiento estadisticamente diferente
respecto a ACP, Bb Maiz, BbQ, Bb p3 y SBb fue el BbP2 perteneciente a Beauveria
bassiana con un porcentaje del 100% de mortalidad.

La patogenicidad de Beauveria bassiana ya se ha aportado en otros trabajos con
lepidépteros y con diferentes concentraciones de conidios. Garcia et al. (2011)
encontraron una mortalidad del 96.6% con Beauveria bassiana en Spodoptera
frugiperda a los tres dias post-infeccion, con una concentracion de 1X10°
conidios/mL de la cepa Bb42, aislada de Spodoptera frugiperda en campo.
Malpartida et al. (2013), reportaron una mortalidad en Dione juno del 60% al quinto
dia después de la inoculacién con Beauveria bassiana de una cepa comercial a una
concentracion de 1X10” mL* conidios/mL. En el presente trabajo, se encontré que
con una concentracion de 1X107 conidios/mL una mortalidad del 100 % a los seis

dias después de inocular las larvas del segundo instar de Spodoptera frugiperda

Las cepas de Metarhizium Met Maiz, PIV y MR causaron un rango de mortalidad
comprendido entre el 41.66 a 62.5%. La cepa Met maiz aislada de suelo presento
la mortalidad mas alta, pero no estadisticamente diferente respecto a PIV y MR. En
otros trabajos realizados se ha reportado una mayor mortalidad por Metarhizium
anisopliae, por ejemplo, Garcia et al. (2011), encontraron que la cepa Ma91 de
Metarhizium anisopliae aislada de S. frugiperda provocé una mortalidad del 78.6%.
Amaro et al. (2017) reportan el 72.5 % de mortalidad con una especie nativa de M.
anisopliae a las 72 horas posteriores a la inoculacion. Este resultado es similar al

gue se obtuvo con la cepa Met Maiz del experimento realizado.

Los resultados obtenidos indican que las cepas de hongos entomopatégenos tienen
un efecto patogénico en larvas de gusano cogollero de segundo instar. Si bien
algunas cepas resultaron ser mejores que otras en cuanto a su patogenicidad y por
ende en mortalidad entre los individuos evaluados. Se desconocen el motivo de la
variacion de mortalidad por cepas. Es probable que los mecanismos de defensa del
insecto sean un factor a considerar. La muda es un mecanismo que sirve para

eliminar agentes patégenos que se encuentran sobre la superficie del insecto
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(Garcia et al., 2011). Ademas la cuticula representa una barrera fisica y quimica
ante hongos entomopatdgenos ya que estd compuesta por grasas, ceras,
lipoproteinas, quitina y diversas proteinas estructurales que proporcionan rigidez.
La presencia de acidos grasos de cadena corta y lipidos que inhiben la germinacion

de las esporas de los hongos (Téllez et al., 2009).

Srisukchayakul et al. (2005) sugieren otros factores como el grado de asociacién
entre hongo e insecto. Ellos sugieren que la asociacion depende del tipo de insecto
huésped. Dependiendo de la especie depende el nivel de susceptibilidad y/o
agresividad del hongo entomopatégeno. El origen de la cepa es otro factor a
considerar, se ha observado que el origen del aislamiento repercute directamente
en la virulencia sobre los insectos (Srisukchayakul et al., 2005).

6.2.6. Conclusioén

Las cepas evaluadas de los dos géneros de hongos entomopatégenos mostraron
ser patogénicas para el gusano cogollero en segundo instar. De las nueve cepas
evaluadas solo BbP2 de Beauveria bassiana fue la mas patogénica. Esta cepa
alcanzo el 100% de mortalidad a los seis dias de la inoculacion. El resto de las
cepas no superaron el 65% de mortalidad con la inoculacién a una concentracion
de 1X10’mL* conidios/mL. Para las cepas de Metarhizium la Met maiz fue la que

caus6 mayor porcentaje de mortalidad cercano al 72.5%.
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6.3. Capitulo 3: Evaluacion de la capacidad enddéfita de Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae sobre plantas de maiz hibrido
6.3.1 Resumen

El objetivo del presente trabajo fue, evaluar la interaccién endofita de los hongos
entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en el maiz hibrido
DK-2052. El experimento se desarroll6 en laboratorio, llevando a cabo dos ensayos
con variaciones en la metodologia. Se evaluaron seis cepas de Beauveria bassiana
y tres de Metarhizium anisopliae. Se utilizaron plantas de maiz del hibrido DK-2052,
las semillas de maiz fueron previamente desinfectadas y germinadas para luego ser
trasplantadas en bolsas y charolas con .5 kg de sustrato estéril compuesto de suelo
y arena. A los 15 dias del trasplante, se realiz6 la inoculacién al follaje y raiz con
una suspension de conidios de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae a una
concentracion 1X108 conidios/mL. Después de la inoculaciéon las plantas se
cubrieron con bolsas de plastico y se llevaron a una camara de crecimiento
aclimatada con 25°C . A los 15 dias posteriores a la inoculacién, se realizé un
muestreo de tejido vegetal (tallo, hoja y raiz). Pedazos de tejido vegetal
desinfectados fueron colocados en cajas Petri con medio de cultivo PDA con
antibioticos para comprobar la presencia de los enddfitos. Los datos obtenidos se
analizaron mediante el analisis de varianza (Anova) y comparacion de medias de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05). Se encontr6 presencia de ambos hongos
endofitos soélo en la parte aérea de tallo y hoja de la planta, con porcentajes de
colonizacion inferiores al 27%. Beauveria bassiana fue el hongo que mas porcentaje

de colonizacion alcanzé respecto a Metarhizium anisopliae.

6.3.2. Abstract

The objective of the present work was to evaluate the endophyte interaction of the
entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae in the
hybrid maize DK-2052. The experiment was developed in the laboratory, carrying

out two tests with variations in the methodology. Six strains of Beauveria bassiana
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and three strains of Metarhizium anisopliae were evaluated. We used DK-2052
hybrid corn plants, the corn seeds were previously disinfected and germinated and
then transplanted into bags and trays with .5 kg of sterile substrate composed of soll
and sand. 15 days after transplant, inoculation to foliage and root was performed
with a suspension of conidia of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae at a
concentration of 1X108 conidia/mL. After inoculation the plants were covered with
plastic bags and taken to an acclimated growth chamber at 25°C. Within 15 days of
inoculation, plant tissue (stem, leaf and root) was sampled. Disinfected pieces of
plant tissue were placed in Petri boxes with antibiotic PDA culture medium to check
for the presence of endophytes. The data obtained were analyzed by analysis of
variance (Anova) and comparison of means according to Tukey's test (P<0. 05). Both
endophytic fungi were found only in the aerial part of the stem and leaf of the plant
with a colonization range of 2 to 27% of colonization. Beauveria bassiana was the
fungus that reached the highest percentage of colonization with respect to
Metarhizium anisopliae. The Bb Q strain of B. bassiana was the most colonized,
reaching 27% in leaf and 24% in stem on the other hand the strain of M. Anisopliae

Met corn was able to colonize in leaf 17% and 7% in stem.

6.3.3. Introduccioén

Los enddfitos estan presentes en la mayoria de especies vegetales, hasta el
momento en todas las especies vegetales estudiadas se ha reportado por lo menos
un enddfito y en algunas son altamente diversos (Yan et al., 2015; Vega, 2018). La
asociacion entre plantas y enddfitos da como resultado beneficios mutuos (Van et
al., 2015; Méndez, 2019). En las plantas los beneficios que obtienen por la
asociacion con un enddfito es la resistencia a estrés por factores biéticos y abiéticos,
proteccion contra enfermedades y/o plagas y promocion de crecimiento (Kusari et
al., 2012; Arias, 2013; Vega, 2018). Los endofitos obtienen de la planta proteccion
y nutrientes necesarios para completar una parte o todo su ciclo de vida (Gamboa,
2006). Las formas en que los endéfitos penetran en la planta son diferentes, puede

ser por estomas, por heridas o dafios mecanicos, por vectores como insectos o en
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las partes de crecimiento de la zona radicular. La infeccion de enddfitos se ha
logrado mediante diferentes técnicas de inoculacion como aspersion en hoja,
inmersion de raiz, inmersion de semilla, inyeccion de tallo e inoculacion de suelo
(Russo, 2015).

Los hongos endéfitos (HE) son de los mas estudiados sobre todo en pastos
tropicales, encontrando gran diversidad de estos en una sola especie vegetal. En
maiz, se han aislado diferentes HE. Fisher et al. (2015) reportaron 23 especies de
hongos enddfitos mientras que Araujo et al. (2000), obtuvieron 53 aislamientos en
su mayoria de ascomicetos. Metarhizium y Beauveria son dos géneros de hongos
entomopatdgenos, usados principalmente en control biolégico de plagas y que en
los ultimos afios se ha estudiado su potencial como endofitos (Felber y Alancar,
2013). Se han encontrado en interaccion enddfita en cultivos como chile, frijol, café
(Bamisile et al., 2018). El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de nueve
cepas de hongos entomopatdgenos de los géneros de Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae como enddfitos en un cultivar de maiz hibrido DK2052.

6.3.4. Materiales y métodos

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ
unidad Zapopan. Se evaluaron nueve cepas de hongos entomopatégenos (Tabla
1). Seis de Beauveria bassiana y tres de Metarhizium anisopliae en plantas de maiz
hibrido DK-2052. Esta especie de ciclo vegetativo intermedio, con una media de
crecimiento de 2.5 m, con 70 dias a floracion y 170 a cosecha. Con tolerancia a

acame y pudricion de tallo.

Este experimento contd con dos ensayos los cuales fueron sometidos a diferentes
métodos y condiciones para determinar que metodologia mas apropiada para

establecer una relacién endoéfita de los hongos entomopatégenos con la planta.
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Disefio experimental
Experimento 1

El disefio experimental fue completamente al azar, con 10 tratamientos (Cuadro 4)
cada uno formados por cinco unidades experimentales. La unidad experimental fue
una planta de maiz cultivada en bolsa color negro de que caracteristica %2 kg de

capacidad.
Experimento 2

El disefio experimental fue completamente al azar, con nueve tratamientos cada
uno formados por tres unidades experimentales. La unidad experimental se
compuso de una planta de maiz cultivada en una charola de unicel color blanco de

% kg de capacidad.

Cuadro 5. Tratamientos para los dos ensayos de endofitismo de B. bassiana y M.

anisopliae.
Especie de hongo Clave de la cepa Tratamiento
entomopatdgeno

Sin Hongo Tween 0.05% (testigo) 1

Metarhizium MR 2

PIV 3

Met. maiz 4

Beauveria bassiana Bb maiz 5

ACP 6

Bb P2 7

Bb Q 8

SBb 9

Bb P3 10
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Metodologia.
Produccion masiva de hongos entomopatégenos.

El método de produccién de conidios fue el mismo que se describié en el capitulo
2.

Germinacion de semillas.
Experiemento 1

Las plantas se obtuvieron por germinacion de semillas, usando la misma

metodologia descrita en el capitulo 1.

Experimento 2

Las semillas previo a la germinacion fueron desinfectadas: primero se agitaron en
Tween al 0.05% durante 4 minutos, seguido de 5 minutos en agitacién en etanol al
70%, luego de 20 minutos en hipoclorito de sodio al 5% y finalmente tres enjuagues
con agua destilada estéril. Las semillas se germinaron en papel absorbente estéril

mediante la técnica de tacos, a una temperatura de 25°C durante 6 dias.

Esterilizacion de sustrato.

El método de esterilizacién del sustrato fue el mismo método que se describe en el
capitulo 1. EI método de esterilizacion fue el mismos para los dos experimentos. El

sustrato utilizado fue una mezcla de suelo y arena fina en una proporcién de 1:1.
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Trasplante.
Experimento 1.

El trasplante se realiz6 una vez que se desarrollé el coleoptilo. Se realizd6 en
invernadero en bolsas de plastico negras de %z kg con sustrato de arena fina y suelo
1:1 estéril hiumedo. Las plantas se conservaron en invernadero hasta alcanzar la
etapa fenoldgica V1. Durante su etapa de invernadero las plantas se regaron cada
tercer dia aplicando en promedio 50 mL de agua destilada, de acuerdo al
requerimiento hidrico de la planta.

Experiemento 2.

El trasplante se realiz6 dentro de una campana de flujo, para prevenir la
contaminacion por otros microorganismos presentes en el ambiente. Las plantas
fueron trasplantadas a charolas de unicel de ¥ kg con sustrato estéril humedo.
Después del trasplante las plantas se taparon con una bolsa plastica trasparente y
se llevaron a cdmara de crecimiento. Las plantas permanecieron durante 15 dias
hasta alcanzar la etapa fenoldgica V1 en la camara a 25°C. Los riegos durante este

tiempo se realizaron con agua destilada estéril.

Preparacion de la suspensién de inéculos.

La preparacion de la suspension de conidios fue realizada de acuerdo a la
metodologia que se describe en el capitulo 2, ajustando las 9 suspensiones de
conidios de hongos entomopatdgenos de cada cepa utilizada a una concentraciéon
de 1X108 conidios/mL.

Inoculacion.

La inoculacién en las plantas se realiz6 a los 15 dias después del trasplante, en la

etapa fenoldgica V1. La inoculacion con Beauveria bassiana se realizo al follaje,
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asperjando completamente toda la superficie vegetal con un atomizador. Aplicando
5 mL de suspension por planta. La inoculacion con Metarhizium anisopliae se realizé
al sistema radicular. Se aplicaron 10 mL de suspensién de esporas/conidios
distribuidos en 3 orificios alrededor del cuello de la planta (base del tallo). El
tratamiento testigo fue inoculado con una solucion de Tween al 0.05%, aplicado al

follaje y sistema radicular.

Después de la inoculacion las plantas fueron tapadas individualmente con una bolsa
de plastico transparente. Para conservar la humedad relativa alta y favorecer la
supervivencia de los conidios. Después fueron llevadas a camara de crecimiento a
25°C, por un periodo de 15 dias. Durante esta etapa de crecimiento los riegos se

realizaron cada tercer dia con 30 ml de agua destilada estéril.

Medio de cultivo para tejido vegetal.

Se utilizé6 PDA (39 gL?) como medio de cultivo enriquecido con levadura (2 gL ™).
Se agregd 1 mL de un stock de antibidticos compuesto de Estreptomicina (200 mgL-
1) penicilina (50 mgL™1) y Gentamicina (50 mgL™1) para prevenir la contaminacion por

bacterias.

Siembra de tejido vegetal

El tejido vegetal se sembré en cajas Petri con medio de cultivo PDA (Figura. 12), se
realizé la siembra de diferentes partes vegetativas de las plantas de maiz como
hojas tallo y raiz. En cada caja se colocaron 6 pedazos de tejido de un cm (Figura.
12). Por cada unidad experimental se sembraron 9 cajas Petri, tres por cada una de

las partes de tejido sembrado.
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Figura 12. Siembra de tejido vegetal Hoja (a), Tallo (b) y Raiz(c) de maiz hibrido en
medio de cultivo PDA con antibiéticos. Siembra realizada a los 15 dias posteriores
a la inoculacibn de los hongos entomopatdégenos (Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae).

La siembra se realiz6 en campana de flujo laminar para evitar contaminacién. Antes
de la siembra el tejido vegetativo fue desinfectado con etanol al 70% durante 2 min,
en hipoclorito de sodio al 3% por cinco minutos y tres lavados con agua destilada

estéril, finalmente se pusieron a secar por media hora.

Al final de la siembra las cajas fueron llevadas a camara de incubacion a 25°C por
20 dias.

Variables analizadas.
Porcentaje de colonizacion endofita (%)

Se midié 15 dias después de la siembra del tejido vegetativo de la planta en medio
de cultivo PDA. En las cajas Petri se buscé por observacion visual la presencia de
micelio y/o conidios de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. Para
comprobar que la presencia fuera positiva se realiz6 la observacion de estructuras
fungicas en microscopio. El porcentaje de colonizacién se tomé por cada parte de
tejido vegetativo empleado (hoja, tallo y raiz). Usando la siguiente formula para

determinar el porcentaje de colonizacion.
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c= 2L 4100
TPO

Donde
C = colonizacion enddfita
PC= Pedazos colonizados

TFO= total de pedazos observados

6.3.5. Resultados y discusion

Experimento 1.
Colonizacién endéfita en Hoja y tallo.

De los dos géneros de hongos evaluados solo las seis cepas de Beauveria bassiana
establecieron una relacion enddfita en hoja (Figura. 13) y tallo (Figura. 14). Los
porcentajes de colonizacién obtenidos a los 15 dias después de la inoculacién con
los entomopatégenos, en general fueron bajos. La mayoria de los porcentajes
fueron inferiores al 4% de colonizacion en tallo y hoja. Los porcentajes de
colonizacion mas altos se obtuvieron en los tratamientos de BbQ y Bb maiz en los
tejidos de tallo y hoja. No hubo colonizacion en raiz para los géneros de hongos

entomopatdégenos.
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Figura 13. Porcentaje de colonizacion enddfita de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae en hoja de maiz hibrido a los 15 dias posteriores a la
inoculcion al follaje y raiz aplicando 5 y 10 mL respectivamente de suspension
de1X108 conidios/mL. Testigo (T), cepas de Beauveria bassiana (ACP, Bb Maiz,
BbQ, Bb p3 y SBb), cepas de Metarhizium anisopliae (Met Maiz, PIV y MR). Letras
diferentes sobre barras indican diferencia significativa entre medias (P<0.05),
Prueba de Tukey al 95%.

La colonizacién en hoja presentd porcentajes de colonizacion inferiores a 8%. La
cepa BbQ fue la Unica diferente estadisticamente respecto a las cepas de Beauveria
Bb P2 y Bb P3 con un porcentaje de colonizacion de 7.1% en tejido vegetal de hojas.
El resto de los tratamientos del género de B. bassiana el porcentaje de colonizacion
se mantuvo entre el 0.8 y 3.5%. Los tratamientos del género de Metarhizium

anisopliae no presentaron colonizacion.
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Figura 14. Porcentaje de colonizaciobn enddfita de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae en tallo de maiz hibrido a los 15 dias posteriores a la
inoculacién foliar y en raiz aplicando 5 y 10 mL respectivamente de suspension
de1X108 conidios/mL. Testigo (T), cepas de Beauveria bassiana (ACP, Bb Maiz,
BbQ, Bb p3 y SBb), cepas de Metarhizium anisopliae (Met Maiz, PIV y MR). Letras
diferentes sobre barras indican diferencia significativa entre medias (P<0.05),
Prueba de Tukey al 95%.

La colonizacion en tallo fue similar a la colonizacién de la hoja. La cepa BbQ obtuvo
el mayor porcentaje de colonizacion en tallo con 9.3% siendo con un 4% de
colonizacion mas alto que la cepa de ACP la cual fue la segunda con el porcentaje
de colonizacién més alto, seguida de la Bb maiz. BbQ presunto una diferencia de
casi 8% de colonizacion con las cepas de Beauveria BbP2 y BbP3. Mientras que las

cepas de Metarhizium la colonizacion fue del 0%.
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Experimento 2.

El endofitismo se presentd en los dos géneros de hongos entomopatdégenos
evaluados (Figura.15). Los hongos Beauveria y Metarhizium lograron colonizar tallo
(Figura. 16) y hojas (Figura. 17). En la raiz la presencia de endofitismo de los hongos

fue nula.

Figura 15 Colonizacion enddfita de B. bassiana en hoja (A) y M. Anisopliae en tallo

(B) de maiz hibrido obtenida a los 15 dias posteriores a la inoculacion.

Colonizaciéon en tallo.

La diferencia de colonizacion entre tratamientos fue significativa (P<0.05). De los
ocho tratamientos que fueron inoculados siete presentaron algin porcentaje de
colonizacion en el tallo. La colonizacion por Beauveria de las cepas Bb maiz, Bbp3
y BbQ fueron las mas altas obtenida con un promedio de 19.5 % (Figura. 16). La
diferencia de colonizacion entre estas fue menor del 5%. Mientras que la cepa ACP

presentd una diferencia de colonizacién de casi el 16%

En las cepas de Metarhizium, aunque se presenté colonizacién esta fue baja para
las tres cepas evaluadas pertenecientes a este género y las cuales no presentaron

diferencias con un promedio de colonizacion de 3.5%.
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Figura 16. Porcentaje de colonizacion enddfita de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae en tallo de maiz hibrido a los 15 dias posteriores a la
inoculacién foliar y en raiz aplicando 5 y 10 mL respectivamente de suspension de
1X108 conidios/mL. Testigo (T), Beauveria bassiana (ACP, Bb Maiz, BbQ, Bb p3y
SBb), cepas de Metarhizium anisopliae (Met Maiz, PIV y MR). Letras diferentes
sobre barras indican diferencia significativa entre medias (P<0.05), Prueba de Tukey
al 95%.

Colonizacién enddéfita en hoja.

La colonizacion enddfita de Beauveria en las hojas fue en algunas cepas fue de casi
del 30%. Las cepas BbQ, Bb maiz y Bp3 fueron las que mas colonizacién hicieron
con un rango de colonizacion entre el 22.16 y 28%. La cepa BbQ fue la que mas
colonizo con una diferencia de casi 20 % de colonizacion respecto BBS y ACP.

El género de Metarhizium present6 colonizacion endofita en las hojas de maiz en
menor porcentaje respecto a las cepas de Beauveria manteniendo una diferencia
de 12 % entre las cepas de los dos géneros que mayor colonizacion establecieron
(Figura.l17).
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Figura 17 Porcentaje de colonizacion enddfita de B. bassiana y M. anisopliae en
hoja en maiz hibrido a los 15 dias posteriores a la inoculaciéon foliar y en raiz
aplicando 5y 10 mL respectivamente de suspension de 1X108 conidios/mL. Testigo
(T), cepas de Beauveria bassiana (ACP, Bb Maiz, Bb P2, BbQ, Bb p3 y SBb), cepas
de Metarhizium anisopliae (Met Maiz, PIV y MR). Letras diferentes sobre barras

indican diferencia significativa entre medias (P<0.05), Prueba de Tukey al 95%.

La colonizacién enddfita de las nueve cepas de hongos entomopatdégenos se logré
establecer en los tejidos de hojas, tallos sin embargo no en los tejidos de raiz. Las
cepas de los entomopatdégenos Beauveria bassiana fueron las que presentaron una
mayor colonizacion enddfita en las plantas de maiz en los tejidos correspondientes
a tallo y hoja. Por otra parte, las cepas de Metarhizium anisopliae presentaron los

niveles de colonizacion mas bajos en los dos ensayos realizados.

Los resultados de colonizacion enddfita por los hongos entomopatdgenos del
experiemento dos fueron mayores en comparacion con el experiemento uno de
manera general tanto para B. bassiana y M. anisopliae. La diferencia de

colonizacion se atribuye a las diferentes metodologias que se usaron. Ademas de
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que las plantas del experimento dos no se sometieron a estrés por cambios de
temperatura, en comparacion con las del experimento uno que permanecieron en
invernadero en donde la temperatura no era estable. Ademas, existe la posibilidad
de una contaminacion de otros enddfitos no inoculados artificialmente durante el
tiempo que las plantas permanecieron en invernaderos para las plantas del
experimento uno. La presencia de otros microorganismos en las plantas
establecidos antes de la inoculacién de los entomopatégenos hubiese podido

competir por nutrientes y espacio limitando la colonizacion endofita

Otro factor que se debe considerar es el movimiento del hongo enddfito ya que
algunos son sistémicos y otros permanecen en el mismo lugar de la planta donde
se inoculan (Moura y Jaronski, 2016). También es importante el tiempo en el que se
realiza el muestreo (Bamisile et al., 2018). A medida que avanza el tiempo la
presencia en la planta del hongo enddfito puede aumentar o disminuir (Bamisile et
al., 2018)

Los géneros de hongos entomopatdgenos no fueron los Unicos que establecieron
colonizacion enddfita. En la mayoria cajas Petri se presento el crecimiento de otros
hongos enddfitos y bacterias en los dos ensayos. La presencia de estos hongos y
bacterias ajenos a los inoculados comenzaron a crecer a partir de los 10 dias
posteriores a la siembra el tejido vegetal. Feler y Alencar (2013), sefialan que en
todas las plantas que se han estudiado en busca de enddfitos se ha detectado su

presencia, aun cuando estos no han sido inoculados por la accion del hombre.

Los endofitos presentes ajenos a los que se inocularon es probable que se deba a
una transmision por semillas, de acuerdo con Gamboa (2006), algunas especies de
endofitos se trasmiten por medio de semillas. Otro factor que pudo intervenir en la
presencia de otros enddfitos pudo ser el tiempo que permanecieron en invernadero
las plantas, pudieron estar expuestas a diferentes microorganismos del ambiente.
La contaminacion de endofitos diferentes es probable que afectara la colonizacion
de las cepas inoculadas, como ya se ha mencionado los endofitos compiten por

nutrientes y espacios.
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La asociacion entre endofito y huésped va a depender del estado y fenologia de la
planta huésped, de la especie del enddfito, la especie del huésped, del érgano que
colonice y de la presencia de otros microorganismos enddfitos (Feler y Alencar,
2013; Arias, 2013), asi como de las condiciones del ambiente en las que se

encuentra el huésped y el enddfito (Wezowicz et al., 2017)

6.3.6. Conclusion.

La colonizacion endofita de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en maiz
por medio de una inoculacion artificial puede llegar a establecerse. Para asegurar
porcentajes altos de colonizacion enddfita es necesario que las plantas estén en
condiciones favorables de humedad relativa y temperatura, asi como en espacios
limpios para prevenir contaminacion de otros microorganismos que compitan con

para los hongos entomopatdégenos al momento de colonizar.
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6.4. Capitulo 4: Interacciones entre maiz y microorganismos endofitos como
promotores de crecimiento vegetativo y bioproteccion contra gusano
cogollero

6.4.1. Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la interaccion de hongos entomopatdégenos
(HE); Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y sin hongo, tres niveles de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA); Funneliformis mosseae Rhizophagus
intraradices y sin HMA ante el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (cony sin S.
frugiperda) en dos variedades de maiz; criollo e hibrido, en condiciones de
invernadero. El disefio experimental fue multifactorial completamente al azar, los
factores de estudio fueron los HMA, HE, S. frugiperda y El maiz, cada tratamiento
se repitid seis veces, las variables analizadas fueron: de crecimiento, biocontrol y
microbiolégicas ademas de pruebas de endofitismo para ver la presencia o ausencia
de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae dentro de la planta de maiz.
Plantulas con 6 dias de germinadas se inocularon con 150 esporas de HMA, 30 dias
de después de la inoculaciéon de HMA (ddi) se inocularon con una suspensiéon 1x108
conidios/mL de las cepas de HE, 60 ddi se infestd con tres larvas de S. frugiperda
en tercer instar, 8 dias después se realizé un muestreo destructivo y se recuperaron
las larvas. Los datos obtenidos se analizaron mediante el analisis de varianza
(Anova) y comparacion de medias de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05). No
se encontr6 evidencia de la presencia de B. bassiana y M. anisopliae dentro de los
tejidos de planta de maiz, por lo que estos no tuvieron efecto en la planta, ni en las
larvas del gusano cogollero, se encontré6 un porcentaje de colonizacion de F.
mosseay R. intraradices del 80% después de la infestacion con larvas, sin embargo,
la colonizacién no mostro tener efecto en las variables de crecimiento y de biocontrol
del Spodoptera frugiperda en plantas de maiz. En este trabajo no se encontr6 efecto
de los hongos enddfitos y los HMA en promocion de crecimiento y biocontrol del

gusano de cogollero en plantas de maiz.
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6.4.2. Abstract

The objective of this work was to evaluate the interaction of entomopathogenic fungi
(EF); Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and without fungus, three levels
of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF); Funneliformis mosseae Rhizophagus
intraradices and without HMA against the cogollero worm Spodoptera frugiperda
(with and without S. frugiperda) in two varieties of maize; Creole and hybrid, in
greenhouse conditions. The experimental design was completely multifactorial at
random, the factors was AMF, EF, S. frugiperda y worm each treatment was
repeated six times, the variables analyzed were: growth, biocontrol and
microbiological plus endofitism tests to see the presence or absence of Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae within the corn plant. Seedlings with 6 days
germinated were inoculated with 150 spores of AMF, 30 days after inoculation of
AMF (dai) were inoculated with a 1x108 conidia/mL suspension of the strains of EF,
60 dai was infested with three larvae of S. frugiperda in the third instar, 8 days later
destructive sampling was performed and the larvae were recovered. The data
obtained were analyzed by analysis of variance (Anova) and comparison of means
according to Tukey's test (P<0. 05). There was no evidence of the presence of B.
bassiana and M. anisopliae within the tissues of maize plants, so these had no effect
on the plane, nor on the larvae of the cogollero worm, a percentage of colonization
of F. mosseae and R. intraradices of 80% was found after infestation with larvae,
however colonization showed no effect on the growth variables and biocontrol of
Spodoptera frugiperda in maize plants. In this work no effect of endophyte fungi and

AMF on growth promotion and headworm biocontrol in corn plants was found

6.4.3. Introduccién

A nivel mundial el maiz es uno de los granos de mayor importancia como alimento
basico, principalmente por su alto nivel nutricional y econémico (Bona et al., 2016).
El grano o semilla es el principal producto de consumo, mientras que el tallo se
emplea como fuente de alimento para consumo animal. Sin embargo, problemas

bidticos como las plagas disminuyen su produccion. ElI gusano cogollero
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Spodoptera frugiperda es la plaga de mayor importancia que se presenta en los
diferentes sistemas de produccion de maiz. Llegando a provocar pérdidas en la

produccion.

En la actualidad una alternativa ecoldgica que se utiliza para el control del gusano
cogollero son los hongos entomopatdégenos. Las especies de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae, son las mas utilizados por su eficiencia patogénica en
diferentes 6rdenes insectiles como la Lepidoptera (Greenfield et al., 2016). Sumado
a su patogenicidad sobre los insectos en la actualidad se conoce que estos dos
hongos son endofitos y tienen una amplia variedad de plantas hospederas, entre
ellas algunas de importancia agricola. Hasta el momento se han encontrado como

endofitos en cultivos como el tomate, maiz, frijol, chile, café, yuca (Jarber, 2015).

Los enddfitos como M. anisopliae y B. Bassiana pueden tener diferentes funciones
en las plantas ademas del control de plagas, ya que como endoéfitos son capaces
de estimular el crecimiento vegetativo (Seong y Kim, 2019). Por ejemplo, Lopez y
Espada (2015), reportaron en algodén un aumento de crecimiento vegetativo por
efecto de la inoculacion de B. bassiana. Kabaluk y Ericsson (2007), reportaron un
mayor crecimiento vegetativo y una mayor biomasa seca en maiz cuando las
semillas fueron tratadas con B. bassiana. Sanan y Bidochka (2012), reportaron que
la inoculacion con M. robersit estimulo las plantas de Vicia faba a acelerar el

desarrollo radicular y a producir mas biomasa radicular.

También son capaces de activar los mecanismos de defensas de la planta
haciéndolas mas resistente (Bamisile et al., 2018), protegiéndolas contra plagas y
enfermedades (Greenfield et al., 2016; Seong y Kim 2019). Por medio de la
produccién de una variedad de productos secundarios, principalmente alcaloides,
gue se cree gque actian como anti-alimentadores e inhibidores metabdlicos de los

insectos (San y Heum, 2007).

En maiz su presencia como endoéfito de M. Anisopliae y B. bassiana ha tenido un
efecto en la disminucion del dafio producido por barrenadores de lepidépteros
Ostrinia nubilalis y Sesamia calamistis (Jaber 2015; Bamisile et al.,, 2018) y

Beauveria bassiana ha reducido el dafio por Helicoverpa zeaen tomate,
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Cosmopolites sordidus en banano, Aphis gossypiien algodén, Liriomyza
huidobrensis en Vicia faba etc., mejorando el desarrollo de las plantas (Jaber 2015;
Greenfield et al., 2016)

Los hongos micorrizicos al igual que los hongos endoéfitos son benéficos para las
plantas. Sus funciones que desempefan en la planta son altamente conocidas.
Entre las que destacan el aporte de nutrientes y agua a la planta, proteccion a
factores bidticos como plaga y enfermedades y abidticos, mejora la microfauna del
suelo promoviendo la presencia de mas microorganismos benéficos (Pérez et al.,
2012) y en los ultimos afos se le atribuyen la proteccion contra plagas herbivoras,
de forma indirecta induciendo en la planta la produccién de metabolitos de defensa
(Ghering y Bennet, 2009). La presencia de hongos endofitos y hongos micorrizicos
es altamente probable en plantas, donde interactian entre si en formas complejas
que pueden ser importantes para los hongos, insectos y plantas hospedadoras
(Omacini et al., 2006). El objetivo de este trabajo fue evaluar la promocion de
crecimiento vegetativo por la inoculacién de hongos enddfitos y micorrizicos en

maiz y se efecto en el desarrollo de las larvas de S. frugiperda.

6.4.4. Materiales y métodos

El experimento se desarrolld a nivel de invernadero en las instalaciones del CIATEJ
unidad Zapopan, mientras que las actividades de laboratorio se desarrollaron en el
area de Biotecnologia Vegetal, como material vegetal se utilizaron dos variedades
de maiz, el material microbiolégico fueron dos especies de hongos micorrizicos (F.
mosseae y R. intraradices) y dos especies de hongos entomopatdégenos (Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae). Para la prueba de herbivoria se utilizaron larvas

de tercer instar de S. frugiperda.
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Disefio experimental

Se evaluaron cuatro factores, HMA con tres niveles Glomus mosseae (Gm),
Rhizophagus intraradices (Ri) y sin HMA, larvas de Spodoptera frugiperda con dos
niveles presencia y ausencia, hongos entomopatdégenos con tres niveles
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y sin hongo entomopatdgeno, Fenotipo
de planta con dos niveles criollo e hibrido (Cuadro 5). Se evaluaron 36 tratamientos
realizado diferentes combinaciones entre los cuatro factores de estudio. Por cada

tratamiento se establecieron 6 unidades experimentales.

Cuadro 6. Factores niveles y tratamientos de estudio para experimento de

herbivoria de S frugiperda.

Factor Factor Factor Hongo Factor Tratamiento Clave
variedad Hongo entomopatégeno larva
Micorrizico
arbuscular
Criolla Rhizophagus B. bassiana Con 1 C+Bb+Ri+L
intraradices larva
Sin larva 2 C+Bb+Ri
M. anisopliae Con 3 C+Mm+Ri+L
larva
Sin larva 4 C+Mm+Ri
Sin Hongo Con 5 C+Ri+L
larva
Sin larva 6 C+Ri
Funneliformis B. bassiana Con 7 C+Bb+Fm+L
mosseae larva
Sin larva 8 C+Bb+Fm
M. anisopliae Con 9 C+Mm+Fm+L
larva
Sin larva 10 C+Mm+Fm
Sin Hongo Con 11 C+Fm+L
larva
Sin larva 12 C+Fm
Sin HMA B. bassiana Con 13 C+Bb+L
larva
Sin larva 14 C+Bb
M. anisopliae Con 15 C+Mm+L
larva
Sin larva 16 C+Mm
Sin Hongo Con 17 C+L
larva
Sin larva 18 C
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Hibrida Rhizophagus B. bassiana Con 19 H+Bb+Ri+L

intraradices larva
Sin larva 20 H+Bb+Ri
M. anisopliae Con 21 H+Mm+Ri+L
larva
Sin larva 22 H+Mm+Ri
Sin Hongo Con 23 H+Ri +L
larva
Sin larva 24 H+Ri
Funneliformis B. bassiana Con 25 H+Bb+Fm+L
mosseae larva
Sin larva 26 H+Bb+Fm
M. anisopliae Con 27 H+Mm+Fm-+L
larva
Sin larva 28 H+Mm+Fm
Sin Hongo Con 29 H+Fm+L
larva
Sin larva 30 H+Fm
Sin HMA B. bassiana Con 31 H+Bb+L
larva
Sin larva 32 H+Bb
M. anisopliae Con 33 H+Mm-+L
larva
Sin larva 34 H+Mm
Sin Hongo Con 35 H+L
larva
Sin larva 36 H

Material biolégico
Cria de gusano cogollero

Para producir las larvas de Spodoptera frugiperda se empleé la metodologia

descrita anteriormente en el capitulo 1.

Hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos utilizados fueron las especies de F. mosseae aislada de
rizosfera de agave del Estado de Michoacan y Rhizophagus intraradices obtenida
de un producto comercial producido por INIFAP. Previo al experimento ambas

especies fueron propagadas masivamente en macetas trampa, utilizando como
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cultivo trampa sorgo y como sustrato arena esterilizada. De las macetas trampa se
obtuvo el in6culo de las especies de HMA evaluados. Al inéculo se le realizé una
extraccion y conteo de esporas para determinar la cantidad de esporas en 10 g de

suelo.

Hongos entomopatdgenos endofitos

Se utilizaron las cepas Bb maiz Beauveria Bassiana y la Met Maiz Metarhizium
anisopliae. Las dos cepas fueron seleccionadas en base a los experimentos previos
del capitulo 1, donde se evalué la mortalidad sobre el gusano cogollero y el capitulo
2, donde se evalu6 su capacidad endoéfita en maiz, la produccién de conidios se

realiz6 por medio de arroz como se describe en el Anexo 5.

Material vegetal

Se utilizaron dos variedades de maiz, una criolla originaria del municipio de Epitacio
Huerta, Michoacan y la variedad hibrida comercial DK-2052. Las plantulas se
obtuvieron por germinacion de las semillas en tacos de papel estéril himedo. Los
tacos se incubaron a 25 °C hasta la formacion de los coleoptilos. Previo a la
germinacioén las semillas fueron desinfectadas. Primero se agitaron en Tween al
0.05% durante 4 minutos, seguido de 5 minutos en agitacién en etanol al 70%, luego
20 minutos en hipoclorito de sodio al 5% vy finalmente 3 enjuagues con agua

destilada estéril.

Trasplante e inoculacion con los HMA

Para el trasplante se utiliz6 como sustrato una mezcla de suelo, arena gruesa, arena
fina y agrolita en una proporcién de 3:1.5: 1.5:1, el cual fue previamente esterilizado
durante 6 horas a 120°C y 15 PSI. El sustrato se depositd en bolsas de tres kg,
sobre las cuales se depositaron las plantulas. La inoculacion se realizd con 150

esporas de HMA por planta, colocando el in6culo en la zona radicular de la plantula.
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Durante el desarrollo del experimento las plantas fueron regadas cada tercer dia a
capacidad de campo. La fertilizacion se comenz6 a aplicar a la cuarta semana
después del trasplante. Se utilizo la solucidn de nutritiva de Hoagland al 25% (anexo

5). La solucion nutritiva se aplic6 semanalmente hasta el término del experimento.

Inoculacion de hongos entomopatégenos

La inoculacion de hongos entomopatdégenos se realiz6 30 dias después de la
inoculacioén de los hongos micorrizicos arbusculares. El proceso de inoculacion se
realizé por la tarde evitando las altas temperaturas del ambiente. La suspension de
conidios fue aplicada mediante un atomizador sobre la superficie de las hojas por
haz y envés. La suspension de conidios fue a una concentraciéon de 1X10% mL?

conidios/mL. En promedio se aplicaron 8 mL de suspension de conidios por planta.

Infestacion de Spodoptera frugiperda

Después de 60 dias del trasplante se realiz6 la infestacion con larvas de S.
frugiperda. Previo a la infestacion las larvas fueron pesadas en balanza de precision,
tratando de que todas las larvas utilizadas tuvieran el mismo peso. La infestacion
se realizé colocando tres larvas de tercer instar por planta, las larvas se depositaron
en la parte aérea de la planta en el haz de las hojas cercana al cogollo (Figura. 18
A). Después de la infestacion las plantas se cubrieron individualmente con Agribon
material compuesto de polipropileno, para evitar el desplazamiento de las larvas a
otras plantas (Figura. 18 B). El agribon fue sujetado con rafia que sirvi6 como tutor
para evitar que la planta cargara el peso. Las larvas se dejaron por 10 dias en la

planta donde siguieron su alimentacion y desarrollo.
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Figura 18 (A) Infestacion de S. frugiperda en plantas de maiz de 60 dias de
crecimiento vegetativo inoculadas con Hongos micorrizicos arbusculares y hongos
entomopatdégenos y (B) Plantas de maiz infestadas con larvas de S. frugiperda y

protegidas con una cobertura de Agribon para evitar la migracion de las larvas.

Variables evaluadas

Cuadro 7. Variables evaluadas del experimento.

Altura de planta Medido con flexémetro 15, 30,45, 60 y 68 dias
después del trasplante

Diametro de tallo Medido con flexémetro 15, 30,45, 60 y 68 dias
después del trasplante

Peso fresco de tallo Medido con balanza de 60y 68 dias después del

y raiz precision trasplante

Volumen de tallo y Medido con probeta de 100 mL 60 y 68 dias después del

raiz trasplante

Pesosecodetalloy Medido con balanza de 60y 68 dias después del

raiz precision trasplante
Area foliar Medido con el con el medidor 60y 68 dias después del
de area foliar portatil CI-203 trasplante
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Colonizacioén Técnica de Philips y Hayman 60 y 68 dias después del

micorrizica trasplante

Diametro de Medido con Vernier 68 dias después del

capsula cefalica trasplante

Peso de larva Medido con balanza de 68 dias después del
precision trasplante

Crecimiento vegetal

La altura de planta y diametro del tallo se midi6é cada 15 dias, a partir de la segunda
semana después del trasplante y hasta los 70 dias después del trasplante. La altura
fue medida con un flexdmetro midiendo desde el cuello de la planta hasta la zona
apical de la planta, mientras que para el diametro de tallo se utiliz6 un vernier
electronico. La medicion se realizo en el segundo entrenudo ubicado sobre el cuello

de la planta.
Area foliar

El area foliar se midi6 en dos ocasiones. Las mediciones se realizaron con el
medidor de area foliar portatil CI-203, el cual es un dispositivo en forma de pinza
gue se ayuda de un laser para realizar medicion. La primera de ellas se realiz6 a los
60 dias después del trasplante, previo a la infestacion de las larvas. La udltima

medicion se realizé 10 dias después de la infestacion.

Peso fresco y volumen de raiz y follaje

Después de 70 dias del trasplante las plantas fueron retiradas del sustrato. Las
plantas fueron llevadas al laboratorio de Biotecnologia Vegetal donde el follaje de la
planta fue separado de las raices. Las raices fueron lavadas para posteriormente
tomar las medidas del tallo y raiz de volumen ocupado y peso fresco. Antes de medir
el peso fresco las raices se envolvieron con papel absorbente para eliminar el

exceso de agua después del lavado.
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El peso fresco del follaje y raiz se midi6 en balanza de precision. El volumen
desplazado se midi6é en una probeta de un litro. Se afor6 a 800 mL después se
sumergia la muestra de follaje o raiz y se tomaba el dato del volumen desplazado.

Peso seco

Después de medir el volumen de agua desplazado las muestras se depositaron en
bolsas de papel para posteriormente meterse a secar en estufa eléctrica a una
temperatura de 60°C, en promedio permanecieron una semana las muestras dentro
de la estufa. El peso seco se midi6 en balanza de precisién pesando la masa seca

de cada muestra.

Variables de respuesta en los insectos
Larvas de Spodoptera frugiperda

Después de dejar las larvas por 10 dias en la planta, las larvas se retiraron de las
plantas, su recoleccion se realiz6 en botes de 1 onza, cada larva se individualizo.
Las larvas fueron llevadas a laboratorio donde se les tomo el dato de peso y ancho

de la capsula cefalica.

Ancho de capsula cefélica

El ancho de la capsula cefalica se midié para determinar el instar correspondiente
a cada una de las larvas. La medicion se realizé con vernier electronico, midiendo

la capsula cefélica de las larvas de extremo a extremo.

Peso de pupas de S. frugiperda.

El peso se tomoO con la ayuda de balanza de precision, las larvas pesadas se

individualizaron en vasos de plastico de una onza y se mantuvieron en camara de
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crecimiento a 25°C, el tiempo que permanecieron individualizadas se alimentaron
con una dieta artificial hasta que alcanzaron la etapa de pupa. Las pupas fueron
pesadas en balanza de precision el mismo dia que paso de larva a pupa.

Variables microbiolégicas
Colonizacién micorrizica

La colonizacion micorrizica se determiné mediante la observacion de raices tefiidas,
en microscopio optico electrénico, donde se observaron las diferentes estructuras
de os hongos micorrizicos. La tincion de las raices se realizé usando la metodologia

propuesta por Philips y Hayman (1970) como se describe en el Anexo 2.

El porcentaje de colonizacion se estimé a partir de 90 segmentos de raices de 1 cm
de largo por cada unidad experimental. A partir del conteo de pedazos colonizados
se estimo el porcentaje de colonizacion de las diferentes estructuras micorrizicas

(micelio, vesicula y arbasculos) utilizando la siguiente férmula.

((100) (SC0O))
TSO

% de colonizacion =

Donde
SCO= Segmentos de raiz colonizados observados

TSO= Total de segmentos de raiz observados

Conteo de esporas

Para realizar el conteo se utilizaron 10 g de suelo, primero se realiz6 la extraccion
de esporas por la técnica de tamizado y decantado en humedo (German y Nicolson,
1963) en combinacion con la técnica en flotacion en sacarosa (Walker, 1997). La

solucion con la suspension de esporas final de la extraccion de esporas se deposito
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en una caja Petri cuadriculada. Las esporas se contaron por observacion en un

estereoscopio VELAB con ayuda de un contador manual.

Analisis estadistico

Para identificar las diferencias estadisticas entre las variables y factores de estudio
se realiz6 un ANOVA multifactorial y simple, para identificar las diferencias entre
tratamiento se realiz6 una comparacion de medias con Tukey (P <0.05) utilizando
el Software StatGraphics Centurion XV®.

6.4.4 Resultados y discusion
Variables de crecimiento
Peso fresco de tallo y raiz

En el peso fresco los factores los HMA, HE y las larvas no tuvieron efecto. El factor
variedad mostr6 una diferencia de peso de tallo entre las plantas criollas en
comparacion con las hibridas. EI mayor peso lo obtuvieron las plantas de maices
criollos con 111.68 g, mientras que las plantas de maiz hibrido con 78.03 g,
encontrando una diferencia de 33.65 g. Mientras que las interacciones entre factores

no influyeron en las diferencias de peso fresco de las plantas.

En el experimento de Elizondo y Boschini (2002), observaron que las variedades
criollas presentan mayor ganancia de peso fresco y seco de la parte aérea de la
planta con respecto a las variedades hibridas. Esto se debe en gran medida a que
las variedades criollas tienen habitos de crecimientos superiores a los 4 metros

mientras que las hibridas por lo general no suelen pasar de los 3 metros.

El peso fresco de la raiz se comporto diferente entre los factores evaluados. Los
factores hongo entomopatdgenos endofito (HEE) y variedad, mostraron diferencias

significativas en peso fresco de las raices. La inoculacion con B. bassiana afecto el
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desarrollo radicular. La cepa BbQ causé el menor peso fresco con un promedio de
39.22 g. Las plantas que no se inocularon con los HEE, presentaron el mayor peso,

lo que indica que tuvieron un mayor desarrollo radicular.

Por su parte el factor variedad, presentdé una diferencia significativa (P<0.05). El
mayor peso lo tuvieron las plantas criollas con un promedio de 49.87 g mientras que
la variedad hibrida reporté una diferencia de -15.8 g respecto al criollo. El factor

HMA y larva no mostraron tener un efecto en esta variable.
Volumen de tallo y raiz por factores

En el volumen desplazado por el tallo fue diferente entre los factores evaluados. El
factor HMA mostro diferencias significativas. El mayor valor fue para las plantas que
no se inocularon, mientras que el menor fue para las plantas que se inocularon con
R. intraradices (Tabla 5). El factor variedad mostr6 una diferencia significativa
(P<0.01) El mayor volumen desplazado lo presentaron los tallos de la variedad

criolla 'y el menor fue para la variedad hibrida.

El volumen desplazado por la raiz no se observaron diferencias entre los factores
de HMA y presencia larva. Al igual que en el peso fresco de la raiz, el volumen
desplazado fue menor para las plantas inoculadas con la cepa Beauveria bassiana.
Las plantas que no se inocularon con los HEE, presentaron el mayor volumen

desplazado.
Area foliar antes de infestacion y después de la infestacion

En las plantas el area foliar antes de la infestacion (AFAI) fue afectado por los
factores de HMA y variedad. La mayor area foliar fue para la variedad criolla con
una media de 941.6 cm? en comparacion con la media de 801.43 cm?de la variedad
hibridad. Las plantas inoculadas con F. mosseae presentaron la mayor area foliar
mientras que las plantas no inoculadas presentaron la menor (Cuadro 6). El factor
hongo entomopatdégenos endofito, tuvo un efecto nulo en el area foliar antes de la
infestacion. El area foliar después de la infestacion (AFDI), fue diferente para el
factor larva. Las plantas con larva tuvieron una menor area foliar respecto a las

plantas sin larva. Se encontré una diferencia de 66.73 cm? entre plantas para este
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factor. Otro factor que presentd diferencias fue la variedad, las plantas criollas
obtuvieron mayor area foliar con una diferencia de 173.92 cm? respecto a la variedad
hibridad. Mientras que los factores HEE y HMA, no presentaron diferencias.

Cuadro 8. Promedio obtenido de acuerdo al andlisis multifactorial para los cuatro

factores de estudio.

Factores PFT (9) PFR (g) VT (mm?) VR (mm?) AFAI (cm?) AFDI (cm?)
R. 91.8172 (A) | 41.1976 (A) 2.82536(A) 41.7071(A) | 839.068(A) 1065.02(A)
intraradices

F.mosseae | 93.5031 (A) | 41.275 (A) 2.82575(AB) | 42.3472(A) | 860.719(AB) | 1086.89(A)
Sin HMA 99.2608 (A) | 43.4599 (A) 2.82577(B) 44.8883(A) | 914.769(B) 1089.16(A)
Hibrido 78.0319 (A) | 34.0765 (A) 2.27417(A) 35.5463(A) | 801.431(A) 993.398(A)
Criollo 111.689 (B) | 49.8785 (A) 2.34097(B) 50.4154(B) | 941.606(B) 1167.32(B)
M. 93.547 (A) | 39.2221(A) 2.82577(A) 40.3816(A) | 845.702(A) 1061.26(A)
anisopliae

B. bassiana | 93.618 (A) | 41.5882(AB) 2.82575(A) 42.1144(BA) | 878.48(A) 1073.2(A)
Sin HE 97.416 (A) | 45.1222(B) 2.82536(A) 46.4466(B) | 890.699(A) 1106.62(A)
ConlLarva | 93.1625 (A) | 40.5969 (A) 2.28502(A) 41.6479(A) | 862.925(A) 1046.99(A)
Sin Larva | 96.5581 (A) | 43.3581 (A) 2.33027(A) 44.3139(A) | 880.113(A) 1113.72(B)

PFT (peso fresco tallo), PFR (peso seco raiz), VT volumen desplazado por tallo),
VR (volumen desplazado por raiz), AFAI (area foliar antes de herbivoria), AFDI (area
foliar después de herbivoria). Letras diferentes al final de los nimeros indican

diferencia significativa entre medias, Prueba de Tukey al 95%.

Promocion de crecimiento de los HMA en la variedad hibrida y criolla de maiz

A los 70 dias después del trasplante, la inoculacion con los HMA no tuvo un efecto
en las variables morfologicas de crecimiento vegetativo, diametro de tallo, area foliar
y peso seco de raiz y tallo. Sélo se presentaron diferencias estadisticas en la
variable de peso fresco (P=0.0001). Los pesos mas altos se obtuvieron en las
plantas criollas respecto a las plantas de la variedad hibrida. Sin embargo, en la
variedad criolla no hubo diferencia entre las plantas inoculadas y su respectivo

testigo. Incluso se observé una tendencia en donde las plantas inoculadas con las
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dos especies de HMA, tiene el menor peso en comparacion con las plantas que no
se inocularon (Cuadro 7). Las plantas criollas e hibridas inoculadas y no inoculadas
con los HMA presentaron los resultados similares.

Cuadro 9. Medias de altura de planta, diametro de tallo, peso fresco tallo, peso
fresco raiz, peso seco tallo, peso seco raiz y area foliar de plantas de maiz criollo e

hibrido inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares.

Tratamiento | AP (cm) DT (mm) | PFT (9) PFR (9) PST (9) PSR (g) AF (cm?)

C 109.27 (a) | 12.11(a) | 127.79 (b) | 49.95 (a) | 18.18 (8) | 4.9 (a) 1271.71(a)
H 12433 (a) | 12.15(a)  83.71(a) | 37.5(a) | 20.32(a) | 3.69 (a) 924.9 (a)
C+Ri 95.83(a) | 12.16 (a) | 116.4 (b) | 47.03(a) | 17.06 (a) | 4.7 (a) 1086.31(a)
C+Fm 1088 (a) | 12.13(a)  111.5(b) | 53.69(a) 19.09(a) | 5.5 (a) 1181.96 (a)
H+Ri 117.28 (a) | 12.27(a)  74.38(a) | 46.6(a) | 16.65(a) | 4.3(a) 101152 (a)
H+Fm 116.11 (a)  12.47 (a) | 89.28(a) | 38.02(a)  19.47 (a) | 3.44(a) 1062.8 (a)

Altura de planta (AP), diametro de tallo (DT), peso fresco tallo (PFT), peso fresco
raiz (PFR), peso seco tallo (PST), peso seco raiz (PSR), area foliar (AF) Maiz criollo
(C) Maiz hibrido (H), R. intraradices (Ri), F. mosseae (Fm). Letras diferentes al final
de los numeros indican diferencia significativa entre medias, Prueba de Tukey al
95%.

Dinamica de crecimiento vegetativo de maiz hibrido y criollo inoculado con
HMA

En las mediciones realizadas a lo largo del experimento las plantas mantuvieron un
crecimiento vegetativo similar independientemente de la presencia del in6culo de
HMA. Durante las mediciones realizadas no hubo diferencias estadisticas. En la
figura 19, se puede observar el progreso de crecimiento vegetativo a lo largo del
experimento. El promedio de crecimiento de las plantas a los 70 dias posteriores a

la inoculacién fue de 111.92 cm.
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Figura 19. Dinamica del crecimiento vegetativo expresado en cm de maiz criollo (C)
e hibrido (H) inoculado con hongos micorrizicos arbusculares de las especies de R.
intraradices (Ri) y F. mosseae (FM). Con intervalos de medicién de 15 y 10 dias

después del trasplante (DDT), Prueba de Tukey al 95%.

Promocion de crecimiento vegetativo por hongos entomopatégenos y HMA en

maiz criollo

En la inoculacién de hongos entomopatégenos y hongos micorrizicos en maiz criollo
la respuesta de la planta no se vié favorecida en las variables morfoldgicas. Las
variables de respuesta altura de planta, didmetro de tallo, peso seco de tallo y raiz,
asi como area foliar no hubo diferencias entre los tratamientos evaluados. El
crecimiento vegetativo promedio fue de 110 cm a los 70 dias (Figura. 20). Sélo en
el peso seco de tallo y raiz se presentaron diferencias significativas. En donde las
plantas que no se inocularon con microorganismos fueron las que prestaron el
mayor peso fresco en tallo. EI menor peso fue para las plantas inoculadas M.

anisopliae y/o B. bassiana con F. mosseae. Ademas, en el resto de los tratamientos
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se observo una tendencia de menor peso fresco de las plantas inoculadas respecto

a las no inoculadas.

En el peso fresco de raiz la interaccion B. bassiana y R. intraradices presento el
valor mas alto con 61.6 g, mientras que la interaccion de Metarhizium con F.
mosseae Yy la de B. bassiana con F. mosseae presentaron los valores de peso mas
bajos. En el resto de tratamiento el peso obtenido fue en promedio similar al del

tratamiento testigo (Cuadro 8). El area foliar fue similar entre todos los tratamientos.

Cuadro 10. Medias de altura de planta, diametro de tallo, peso fresco tallo, peso
fresco raiz, peso seco tallo, peso seco raiz y area foliar de plantas de maiz criollas

inoculadas con Hongos micorrizicos y hongos entomopatégenos enddfitos.

Tratamiento | AP (cm) DT (mm) | PFT (g9) PFR (9) PST (g) | PSR (g) | AF (cm?)

C 109.27 (a) | 12.11(a) | 127.79(c) | 49.95(ab) | 18.18 (a) | 4.94 (a) A 1271.72 (a)
C+Bb 122.8(a) | 11.46 (a) | 123.07 (bc) | 48.96 (ab) | 17.45 (a) | 4.09 (a) | 1362.18 (a)
C+Ma 114 (a) 11.49 (a) | 119.31(abc) | 51.24 (ab) | 16.49 (a)  5.14 (a) | 1236.62 (a)
C+Bb+Ri 111 (a) 12.47 (a) | 106.90(abc) | 61.60(c) | 17.37 (a) | 4.69 (a) | 1444.54 (a)
C+Bb+Fm 108.8 (a) | 12.08 (a) | 102.07 (ab) | 41.20 (a) | 18.18(a) | 3.22(a) | 1195.34 (a)
C+Ma+Ri 104.7 (@) | 11.73 (a) | 107.84(abc) | 55.67 (ab) | 17.48 (a) | 5.44 (a) | 1145.70 (a)

C+Ma+Fm | 99.5(a) | 11.12 (a) | 97.160(a) | 40.41(a) | 15.00 (a) 3.94 (a)  1039.52 (a)

Altura de planta (AP), diametro de tallo (DT), peso fresco tallo (PFT), peso fresco
raiz (PFR), peso seco tallo (PST), peso seco raiz (PSR) y area foliar (AF) Maiz
criollo(C), R. intraradices (Ri), F. mosseae (Fm), B. bassiana (Bb) o M. anisopliae
(Ma). Letras diferentes al final de los numeros indican diferencia significativa entre

medias, Prueba de Tukey al 95%.
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Figura 20 Dinamica del crecimiento vegetativo expresado en cm de maiz criollo (C)
inoculado con hongos micorrizicos arbusculares de las especies de R. intraradices
(Ri), F. mosseae (FM), B. bassiana (Bb) y M. anisopliae (Ma). Con intervalos de
medicion de 15y 10 dias después del trasplante (DDT), Prueba de Tukey al 95%.

Promocion de crecimiento vegetativo por hongos entomopatégenos y HMA en

maiz Hibrido

En las plantas de la variedad hibrida no se presentaron diferencias estadisticas en
las variables evaluadas (Cuadro 9). A los 70 dias después del establecimiento del
experimento los resultados que se obtuvieron fueron similares entre los tratamientos
evaluados. En los parametros evaluados los promedios de cada medicion a los 70
dias fueron: altura final de la planta fue de 122 cm, diametro de tallo de 12.61 mm,
peso fresco de tallo 80.69 g, peso fresco de raiz 30.14 g, peso fresco tallo 17.24 g,

peso seco raiz 3.16 g y area foliar 995.13 cm?.

En peso fresco de raiz las plantas que no se inocularon obtuvieron el mayor peso y
aungue no hay diferencias estadisticas la inoculacion de HMA y HE muestra una

tendencia a afectar el peso de raiz. Este efecto se puede observar en el parametro
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de peso seco de tallo donde se repite la misma tendencia y donde la inoculacion

doble presento los valores mas bajos.

Cuadro 11. Medias de altura de planta, diametro de tallo, peso fresco tallo, peso
fresco raiz, peso seco tallo, peso seco raiz y area foliar de plantas de maiz hibrido

inoculadas con R. intraradices, F. mosseae, B. bassiana y/o M. anisopliae y no

inoculadas.

Tratamiento | AP (cm) DT (mm) PFT (g) PFR (g) PST (g) PSR (g) AF (cm?)

H 124.33 (a) | 12.15(a) 83.71(a) | 37.508 (a) | 19.76(a) | 3.22(a) | 924.904 (a)
H+Bb 12433 (a) | 12.68(a) | 83.98(a)  34(a) 17.61(a) | 3.08(a) | 944.66 (a)
H+Mm 132.83(a) | 12.891(a)  89.09(a) 33.03(a) @ 17.68(a) | 4.27(a) @ 1105.09 (a)
H+Bb+Ri 117.33(a) | 12.07(a) | 71.05(a) | 24.37(a) | 16.43(a)  2.75(a) | 955.298 (a)
H+Bb+Fm 114 (a) 13.12 (a) 81.1(a) 31.77 (a) 17.29(a) | 3.32(a) 1005.06 (a)
H+Mm+Ri 12191 (a) | 12.32(a) 80.16 (a) | 24.37 (a) 14.44 (a) | 2.96 (a) 1030.13 (a)
H+Mm+Fm | 120.58 (a) | 13.05(a) | 75.74(a) | 26.42(a) | 17.57(a) @ 2.56(a) | 1000.79 (a)

Altura de planta (AP), diametro de tallo (DT), peso fresco tallo (PFT), peso fresco
raiz (PFR), peso seco tallo (PST), peso seco raiz (PSR), area foliar (AF) maiz criollo
(C), maiz hibrido (H) R. intraradices (Ri), F. mosseae (FM), B. bassiana (Bb) y M.
anisopliae (Ma). Letras diferentes al final de los numeros indican diferencia

significativa entre medias, Prueba de Tukey al 95%.

Dindmica de crecimiento de maiz hibrido con doble inoculacién

La inoculacién de hongos micorrizicos y los hongos endéfitos simple o combinada
no mostré un efecto en el crecimiento vegetativo en las plantas de maiz hibrido.
Solo las plantas inoculadas con el endofito de M. anisopliae presentaron una
tendencia a un mayor crecimiento vegetativo, pero sin diferencias estadisticas
(Figura. 21).
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Figura 21 Dinamica de crecimiento vegetativo (mm) de maiz criollo (C) inoculado
con hongos micorrizicos arbusculares de las especies de R. intraradices (Ri), F.
mosseae (FM), B. bassiana (Bb) y M. anisopliae (Ma). Con intervalos de medicion
de 15y 10 dias después del trasplante (DDT), Prueba de Tukey al 95%.

Los resultados muestran que la inoculacién con los HMA sola o combinada con los
HE, no mostraron tener un efecto en el crecimiento vegetativo en las dos variedades

de maiz, al menos a los 70 dias posteriores a la inoculacion

La inoculacion de hongos micorrizicos es conocida por sus diferentes efectos que
tienen en las plantas. Uno de los efectos mas conocidos de las micorrizas es la
ganancia de biomasa que proporciona a su huésped (Suk et al., 2006). La biomasa
se ve reflejada en diferentes maneras, como una mayor altura de la planta, mayor
diametro de tallo, mayor area foliar. Originado mayor peso de biomasa del follaje y
de raiz, asi como una mayor ganancia de masa seca en tallo y raiz (Bona et al.,
2016).

Los resultados del experimento demostraron que la inoculacion de los HMA no

mostro tener un efecto las variables morfolégicas en las dos variedades de maiz
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que se utilizaron. En otros trabajos realizados se han obtenido resultados
satisfactorios en maiz utilizando HMA como promotores de crecimiento. No solo
como promotores de crecimiento, también como suministro de nutrientes y mayores

rendimientos de la produccion.

Por ejemplo, Sabia et al. (2016), desarrollaron su experimento a campo abierto
utilizaron una variedad de maiz hibrida (Pioneear). La inoculacion se realizé en las
semillas utilizando un producto comercial de diferentes especies de Glomus. Al final
del experimento reportaron que las plantas que se inocularon presentaron mayor

altura, peso seco y un mayor rendimiento en comparacion con las no inoculadas.

Farias et al. (2018), experimentaron con la inoculaciéon de hongos micorrizicos y. B
bassiana (1.1 X 107 conidios mLt), M. anisopliae (1.2 X 10 7 conidios mL™1), P.
chlamydosporia (V), P. lilacinum (0.06 X 10 7 conidios mL?), y T. asperella (1.5 X
107 conidios mL1) en maiz y cafia de azlcar. Sus resultados mostraron que la
inoculacién de micorrizas sola o combinada con los demas microorganismos no tuvo
un efecto en la mayoria de sus variables morfoldgicas (peso fresco y seco de tallo
y raiz). Solo el peso fresco fue mayor en las plantas de maiz que sélo se inocularon

con las micorrizas. En la cafa de azucar no hubo diferencias estadisticas.

En el trabajo de Suk et al. (2006), reportaron un aumento de crecimiento vegetativo
y peso seco en maiz, cuando se inoculé por HMA (Glomus sp. Glomus sp. y
Scutellospora sp.). Adicional a esto observaron que los pardmetros evaluados
incrementaron cuando la inoculacién de HMA se combinaron entre las especies de
hongos micorrizicos. Esto fue después de 16 semanas después del trasplante,
obteniendo una colonizacién promedio del 50%.

Andreia y Carrenho, (2017) reportaron que la inoculacion con Cetraspora
pellucida en maiz aumento el crecimiento vegetativo de un cultivar de maiz después
de 90 dias posteriores a la emergencia de las plantas. Las plantas que se inocularon
presentaron un mayor peso de materia seca en la raiz, sin embargo, este aumento

de materia seca no se vio reflejado en el peso seco del follaje.
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Raza et al. (2012), reportaron un crecimiento positivo en cuatro cultivares hibridos
de maiz. La inoculacion se realizé a en campo abierto con la especie de F. mosseae.
El aumento en el crecimiento vegetativo es una consecuencia de la capacidad de
los HMA para aportar nutrientes y agua, ademas de que pueden estimular la

produccion de hormonas que contribuyen al crecimiento vegetativo.

Posiblemente la simbiosis entre el maiz y la micorriza pudo llegar a actuar como
parasito para la planta afectando negativamente su desarrollo, ya que las plantas
gue no se inocularon con los HMA mostraron una tendencia a crecer mas que las
que se inocularon y las cuales presentaron porcentajes de colonizacion cercanos al
80%. Las micorrizas pueden llegar a comportarse como parasitos segun Johnson
et al. (1997) cuando los gastos netos superan los beneficios netos. Asi la micorriza
puede ser positiva 0 negativa (parasitos) esto dependera de la especie de HMA y la
especie de planta, ademas de la densidad de colonizacién micorrizica. Cuando hay
una alta poblacién micorrizica las plantas se ven afectadas principalmente por la
competencia de nutrientes (Garrido et al., 2010). En una simbiosis estable la planta
destina entre el 10 y 20 % de carbono asimilado a la micorriza (Bona et al., 2016).
Es posible que en condiciones de alta poblacion la demanda de nutrientes por parte
de la micorriza supere la cantidad de nutrientes que su huésped le puede aportar.
Ademas, posiblemente interfiere en la produccién de otras sustancias importantes
para la planta que alteran el sistema de defensa de la planta haciéndola mas

susceptible al ataque de plagas y enfermedades (Garrido et al., 2010).

Garrido et al. (2009), demostraron que a medida que aumenta la concentracion de
in6culo de HMA en plantas de Datura stramonium las plantas se ven afectadas en
la produccion de semillas, area foliar, dias a floracion y peso seco de raiz. Esto
cuando la colonizacion alcanzo el 35% de colonizacion, demostrando que a mayor

in6culo mayor colonizacién, pero menor beneficios para la planta.

En la respuesta de las plantas que fueron inoculadas con HMA y HE, las plantas
presentaron resultados similares a las plantas inoculadas por HMA, esto debido a
qgue la colonizacion del endéfito no se establecié y por lo cual la planta solo

establecid relacion simbidética con los HMA.
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La colonizacion endofita por los HE estd condicionada por factores como la
temperatura, humedad relativa, el método de inoculacién, la zona de inoculacion, la
especie de hongo y su concentracion, la especie vegetal y su edad (Parsa et al.,
2013). Entre los factores que pudieron limitar la colonizaciéon de los HE, podemos
incluir la temperatura. Las condiciones del invernadero de temperatura y humedad
no fueron las 6ptimas como ya se mencion0 se llegaron a registrar durante el dia
una temperatura mayor a los 50°C. En la mayoria de trabajos realizados con estos
dos géneros de hongos entomopatégenos como enddfitos las condiciones de
manejo son controladas. Utilizando temperaturas entre los 25°y 27°C y en camaras
de crecimiento aisladas, como el de Parsa et al. (2013). Beauveria y Metarhizium
son mesofilos y pueden desarrollarse en un rango de temperatura de 10 a 40°C,
pero para su germinacion de los conidios se requiere una temperatura de 25 a 30°C
(Brunner et al., 2018). Ademéas de ello, se presentaron otras especies de hongos
endofitos no inoculados que pudieron actuar como competidores con la inoculacion
artificial realizada. Probablemente los endoéfitos encontrados se transmitieron a
través de las semillas de maiz empleadas. Las gramineas son el grupo vegetal en
el que méas se ha reportado la presencia de hongos enddfitos, asociados a los
géneros Lolium, Festuca y Brachiaria (Abello y Kelemu, 2006). Los endofitos pueden
estar presentes en diferentes partes de la planta como hojas, tallo, flores, frutos,
raices y semillas. Las semillas son una de las diferentes en que los HE se transmiten
(Sanchez et al., 2013)

Los hongos entomopatégenos endofitos son conocidos por su papel mutualista con
las plantas como una estrategia adaptativa para el control de plagas y patégenos,
pues estimulan en la planta la absorcion de nutrientes del suelo y mejora sus
resistencias ademas de esto en algunas ocasiones tienen la funcion de promover el
crecimiento vegetativo de su huésped (Bamisile et al., 2018). En este experimento
al no lograrse la simbiosis no se pudo comprobar su efecto como promotores de

crecimiento.

Sin embargo, en otros trabajos han obtenido resultados positivos en la colonizacion

enddfita pero negativa como promotores de crecimiento. Por ejemplo, en el trabajo
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de Parsa et al. (2013) obtuvieron colonizacién endoéfita de Beauveria y Metarhizium
en el 80% de las plantas de chile, frijol y maiz. Sin embargo, su efecto fue nulo como
promotores de crecimiento. Por otra parte, existen trabajos reportados entre
asociaciones de HMA y HE, con beneficios positivos para las plantas como el de
Sang y Heum (2007) demostraron que la inoculacion de HMA (Acaulospora
longula, Glomus mosseae y Archeospora leptoticase) y hongos enddfitos
(Glomerella acutata, Pestaliotopsis microspora y Pestaliotopsis. neglecta)
promovieron el crecimiento vegetativo en plantas de Oenothera odorata, Plantago
asiatica, Isodon japonicus y Aster yomena excepto en plantas de Trifolium repens a
los cuarenta dias posteriores a la inoculacion. Ademas de que en todas las plantas

se obtuvo una mayor ganancia en el peso seco.

Variables microbioldgicas
Colonizacién micorrizica antes de la infestacion de S. frugiperda.

Las dos variedades de maiz presentaron colonizaciéon por parte de las dos especies
de HMA evaluadas R. intraradices y F. mosseae lo cual indica que las dos especies
tienen afinidad por las raices de las dos variedades de maiz para establecer una

relacion simbidtica.

A los 60 dias después de la inoculacién con los HMA y previo a la infestacion de
larvas de gusano cogollero se encontraron diferencias de colonizacion (P<0.05). La
colonizacion de F. mosseae en la variedad hibrida presenté el porcentaje de
colonizacion mas alto, 70% de colonizacion lo que sugiere que esta especie tiene
mayor afinidad por la variedad hibrida. Mientras que en la variedad criolla las dos
especies de HMA, mantuvieron la misma tendencia de colonizacion al igual que la
especie de R. intraradices inoculada en la variedad hibrida. EI promedio de
colonizacion para estos fue del 38% (Figura. 22). La especie de R. intraradices se
adapt6 a la variedad hibrida en menor tiempo alcanzando el 76% de colonizacién a
los 60 dias, mostrando una diferencia de casi un 30% con las otras especies en la

variedad criolla.
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Figura 22. Colonizacion micorrizica a los 60 dias después de la inoculaciéon de F.
mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri) antes de la infestacion e herbivoria de S.
frugiperda en maiz criollo (C) e hibrido (H). Letras superiores diferentes indican
diferencias estadisticas. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia

significativa entre medias, Prueba de Tukey al 95%.

Colonizacién micorrizica después de la herbivoria en maiz.

El porcentaje de colonizacion obtenido a los 70 dias después de la inoculacién con
HMA, en plantas criollas e hibridas de maiz y sometidas a herbivoria por gusano

cogollero y no sometidas a herbivoria se muestran en la figura 23.

96



100
90
80 ab ab
70 a a
60
50
40
30
20
10

(%)

ab ab

B70 DDT sin L
m70DDTconL

on micorrizica

Colonizaci

C+Fm C+Ri H+Fm H+Ri

Tratamientos

Figura 23. Colonizaciéon micorrizica a los 70 dias después del trasplante (DDT) de
F. mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri) y la infestacion de larvas de S. frugiperda en
maiz criollo (C) e hibrido (H). Letras diferentes sobre las barras indican diferencia

significativa entre medias (P<.0.05), Prueba de Tukey al 95%.

El porcentaje mas alto de colonizacién se presentoé en la variedad hibrida inoculada
con la especie de F. mosseae con un valor proximo al 90%. La colonizacion mas

baja se encontr6 en la variedad hibrida inoculada con R. intraradices.

El porcentaje de colonizacién fue similar en las dos variedades de maiz cuando no
se sometieron a herbivoria a excepcion de la especie de F. mosseae en maiz hibrido

la cual fue la que presenté el mayor porcentaje de colonizacién préximo al 90%.

La misma tendencia se present6 en las plantas de las dos variedades cuando se
sometieron a herbivoria. Sin embargo, se observaron diferencias estadisticas en las
entre las plantas sometidas a herbivoria respecto a las no sometidas. En la variedad
criolla se observdo que la inoculacibn con R. intraradices el porcentaje de
colonizacion aumentd en las plantas que fueron sometidas a herbivoria respecto a
las que no se sometieron a herbivoria. Esta misma especie en la variedad hibrida
mostré una tendencia al mismo efecto. La cepa de F. mosseae en la variedad criolla

mostré una tendencia a aumentar el porcentaje de colonizacién micorrizica cuando
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la planta se someti6 a la herbivoria por el gusano cogollero. En la variedad hibrida
no hay diferencia en el porcentaje de micorrizacién cuando las plantas se someten

0 no a la herbivoria de S. frugiperda.

En cuanto a las estructuras de manera general el mayor contenido de vesiculas se
observd en los tratamientos inoculados con especie de F. mosseae
independientemente de la presencia o ausencia de larvas. Mientras que en la
presencia de arbusculos solo la inoculacion de F. mosseae + Larva fue el mayor

estadisticamente (Cuadro 10).

Cuadro 12. Estructuras de las micorrizas de F. mosseae y R. intraradices en plantas
de maiz criollo e hibrido a los 70 dias posteriores a la inoculacion de los HMA y a

los 10 dias se someterse a herbivoria por larvas de S. frugiperda.

Tratamiento Micelio Vesicula Arbusculos
C+Ri 59.62 (a) 6.66 (a) 1.11 (a)
C+Fm 65.18 (a) 20.18 (ab) 4.07 (ab)
H+Ri 68.88 (ab) 5.18 (a) 5.92 (ab)
H+Fm 86.66 (b) 30.33 (ahc) 8.51 (ab)
C+Ri+L 69.99 (ab) 8.51 (a) 5.18 (ab)
C+Fm+L 72.95 (ab) 36.66 (bc) 4.07 (ab)
H+Ri+L 71.82 (ab) 5.92 (a) 5.55 (ab)
H+Fm+L 85.92 (b) 48.14 (c) 26.66 (b)

Maiz criollo (C), Maiz hibrido (h), Larva de S, frugiperda (L), M. anisopliae (Mm) B.
bassiana (Bb) F. mosseae (Fm) R. intraradices (Ri). Letras diferentes al final de los
nameros (a, b y c) indican diferencia significativa entre medias, Prueba de Tukey al
95%.

Colonizacién micorrizica después de la herbivoria en maiz inoculado con HE.

En las plantas donde se realizo la inoculacién dual con los HMA y 30 dias después
la inoculacién con los hongos entomopatdgenos, la colonizacion encontrada a los
70 dias en plantas sometidas y no sometidas a herbivoria, fue de un rango entre el
60 y 90%. F. mosseae asociada a B. bassiana tanto en la variedad hibrida como

criolla mostr6é una tendencia a colonizar mas cuando es sometida a herbivoria. Para

98



el resto de combinaciones entre los HMA, hongos entomopatdgenos y variedad se
mostrd un efecto contrario. La colonizacion muestra una tendencia a disminuir en
las plantas sometidas a herbivoria respecto a las no sometidas. Esto a los 10 dias
después de la infestacion con las larvas de Spodoptera frugiperda (Figura 24).

Conlarva sintarva [l

100

c
bc ¢ cb abc
90 abc
abc abc abc

80 abcabc abc
70 a ab abc ab
60
50
40
30
20
10

0

C+Bb+Fm C+Bb+Ri C+Mm+Fm C+Mm+Ri H+Bb+Fm H+Bb+Ri H+Mm+Fm H+Mm+Ri
Tratamientos

(%)

s

6n micorrizica

Colonizaci

Figura 24. Colonizacién micorrizica a los 70 dias después de la inoculacion de F.
mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri) después de infestacién e herbivoria de S.
frugiperda en maiz criollo (C) e hibrido (H) inoculados con Beauveria bassiana (Bb)
y Metarhizium anisopliae (Ma). Letras diferentes indican diferencias estadisticas

entre medias, Prueba de Tukey al 95%.

El mayor porcentaje de colonizacion se presento con la especie de F. mosseae en
las plantas hibridas asociados con los hongos entomopatdégenos tanto en plantas

con larva y sin larva.

Las plantas inoculadas con HMA y HEE, fueron colonizadas por las diferentes

estructuras de los HMA (Figura 25). El micelio fue la estructura mas abundante
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encontrandose porcentajes de colonizacién comprendidos en un rango de 60 y 90
%.

Figura 25. Colonizacion de las diferentes estructuras de la micorriza en maiz a los
70 dias después de la inoculacion micelio (a), Vesiculas (b), arbusculos (c) y

esporas (c).

Las vesiculas fueron las segundas estructuras encontradas en mayor abundancia.
La colonizacién de vesiculas no supero el 65 % de colonizacion. La presencia de
vesiculas fue mas alta en las plantas que fueron inoculadas con F. mosseae tanto
en las plantas hibridas como criollas. La presencia o ausencia de larvas y la
inoculaciéon de hongos entomopatdégenos no marcaron una diferencia en cuanto el

porcentaje de colonizacion de vesiculas (Cuadro 11).
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Cuadro 13. Estructuras de la micorriza de F. mosseae (Fm) y R. intraradices (Ri)
en plantas de maiz criollo (C) e hibrido (H) inoculadas con hongos entomopatégenos
endofitos Beauveria (Bb) y Metarhizium (Ma) a los 70 dias posteriores la inoculacion

de los HMA y a los 10 dias se someterse a herbivoria por larvas (L) de S. frugiperda.

Tratamiento Micelio Vesiculas Arbusculos
C+Bb+Fm 60.36 (a) 13.33 (ab) 7.4 (ab)
C+Bb+Fm+L 75.92 (abc) 26.66 (ab) 3.33 (a)
C+Bb+Ri 78.88 (abc) 15.92 (ab) 18.51 (ab)
C+Bb+Ri+L 66.47 (abc) 1.85 (a) 1.11 (a)
C+Mm+Fm 83.66 (abc) 37.03 (ab) 13.10 (ab)
C+Mm+Fm+L 75.55 (abc) 23.33 (ab) 1.11 (a)
C+Mm+Ri 66.66 (abc) 4.85 (ab) 1.85 (a)
C+Mm+Ri+L 62.22 (ab) 0.74 () 0.37 (a)
H+Bb+Fm 85.52 (bc) 38.51 (ab) 5.55 (a)
H+Bb+Fm+L 88.88 (c) 51.66 (ab) 18.51 (ab)
H+Bb+Ri 71.48 (abc) 5.18 (ab) 0.37 (a)
H+Bb+Ri+L 70.36 (abc) 9.99 (ab) 10.73 (ab)
H+Mm+Fm 90.18 (c) 64.07 (b) 25.73 (b)
H+Mm+ Fm+L 85.55 (bc) 45.36 (ab) 18.51 (ab)
H+Mm+Ri 79.99 (abc) 41.85 (ab) 9.6 (ab)
H+Mm+Ri+L 69.25 (abc) 1.11 () 2.22 (a)

Maiz criollo (C), maiz hibrido (h), Larva (L), M. anisopliae (Mm) B. bassiana (Bb) F. mosseae
(Fm) R. intraradices (Ri). Letras diferentes al final de los numeros (a, b y c) indican

diferencia significativa entre medias, Prueba de Tukey al 95%.

La presencia de arbusculos en las raices fue en menor medida respecto a las
estructuras de micelio y vesiculas. La colonizacion mas alta de arbusculos se
encontrd en plantas hibridas inoculadas con F. mosseae y con M anisopliae siendo
esta la colonizacion. La colonizacién mas alta de arbusculos obtenida a los 70 dias
fue del 25.7%. La tendencia de colonizacion por parte de los arbusculos fue similar
a la de vesiculas. La mayoria de arbusculos se encontré en la variedad hibridas y
criollas inoculadas con la especie de F. mosseae. La especie de R. intraradices
tanto en la variedad a hibrida como criolla reporta la menor cantidad de estas

estructuras al menos hasta los 70 dias posteriores a la inoculacién con los HMA.
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La presencia o0 ausencia de larvas, asi como la inoculacién con hongos
entomopatdégenos no mostrd tener un efecto sobre el aumento o decremento de

arbusculos durante la simbiosis micorrizica en plantas para las dos variedades.

Gange et al. (2002) proponen que la colonizacién micorrizica en algunas ocasiones
aumenta cuando su huésped es atacado por herbivoros. Esto fue comprobado por
Tawaraya et al. (2012), en un experimento realizado en soja donde encontraron que
la colonizacion aumento en las plantas que fueron sometidas a herbivoria. Las
plantas de soja fueron inoculadas con Gigaspora margarita e infectadas a los 35
DDT con larvas de Spodoptera litura. Durante el experimento realizaron varios
muestreos de colonizacién, a los 40 y 60 DDT la colonizacién fue igual entre plantas
sometidas y no sometidas a herbivoria. A los 77 DDT las plantas que sufrieron la
herbivoria presentaron casi un 15% mas alto de colonizacion respecto a las que no

la sufrieron.

Este mismo efecto fue observado por Kula et al. (2005), en pastos inoculados con
HMA vy los cuales se sometieron a herbivoria de saltamontes. Posterior a la
infestacion las plantas micorrizadas mostraron una sobrecompensacion en el

crecimiento vegetal.

Por su parte Gange et al. (2002), observaron que las plantas de Plantago laceolata
son tolerables a la defoliacion por herbivoros, pero la colonizacién disminuye,
ademas de gue los HMA promovieron el crecimiento vegetativo, pero solo cuando

las plantas no sufrieron herbivoria.

El aumento en la colonizacion en las plantas, se cree que es debido al aumento en
los niveles de carbono en la raiz y a un incremento o cambios en los exudados de
la raiz. Los cuales pueden influir en una mayor adquisicion de nutrientes disponibles

para la planta (Wamberg et al., 2003; Gehring y Bennett, 2009)

Por otro lado, la disminucién de colonizacion micorrizica en las plantas sometidas a
herbivoria se piensa que es principalmente a la falta de nutrientes en forma de
carbono para la micorriza (Gehring y Bennett, 2009). Otros factores considerados

que pueden influir en una reduccion en la colonizacion son los largos periodos a la
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herbivoria. Wamberg et al. (2003), reportaron un aumento de colonizacion
micorrizica a los 10 dias después de la herbivoria sin embargo a los 16 dias el efecto
fue contrario. Otros factores a considerar son las poblaciones altas de insectos
causantes de la herbivoria a mayor poblacion mayor sera el dafio y mayor desgaste

energético para la planta. Estos factores pueden llegar a tener un efecto mayor

cuando la planta se encuentra en condiciones de estrés (Gange, 2007).

La colonizaciéon micorrizica bajo condiciones de herbivoria puede variar de acuerdo
a las condiciones bajo las cuales se encuentren la planta y de las interacciones con
los herbivoros. Dependiendo del grado de asociacion y de sus relaciones con su

entorno dependera el su desarrollo y supervivencia.

NUumero de esporas de hongos micorrizicos

Las dos especies de micorrizas usadas lograron llegar a la produccion de esporas
a los 70 dias después de la inoculacion. La mejor para producir esporas fue la de F.
mosseae inoculada en maiz de origen criollo cuando no se sometié a herbivoria
(Figura. 26). En las plantas que se sometieron a herbivoria el nUmero de esporas
fue menor. Esta misma especie en la variedad hibridad produjo la misma cantidad
de esporas en plantas sometidas y no sometidas a herbivoria. Las esporas
producidas por R intraradices fue similar entre las dos variedades de maiz bajo
condiciones de herbivoria y en condiciones de no herbivoria. La baja densidad de

esporas tal vez se deba a al corto periodo de tiempo que duré el experimento.
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Figura 26. Numero de esporas en 10 gramos de suelo de R. intraradices (Ri) y F.
mosseae (Fm) en maiz hibrido (H) y criollo (c) a los 70 dias después de la
inoculacion. Letras superiores diferentes indican diferencias estadisticas entre
medias (P<0.05), Prueba de Tukey al 95%..

Variables en las larvas

El desarrollo larval de Spodoptera frugiperda fue uniforme entre los tratamientos
evaluados, sin importar la presencia del HMA, el diametro de la capsula cefalica fue
en promedio de 2.18 mm. La diferencia estadistica solo se encontr6é entre los dos
tratamientos inoculados con B. bassiana y F. mosseae de los dos tipos de maices
(Cuadro 12), donde el ancho de la capsula cefalica fue menor para las larvas que
se alimentaron de las plantas inoculadas con B. bassiana y F. mosseae en la
variedad criolla. El peso de las larvas fue bajo para las larvas de la variedad criolla
mientras que el peso mas alto fue para las larvas de variedad hibrida. En la
determinacién del estadio larval de acuerdo a la escala propuesta por Villay Catalan

(2004), solo las larvas de tres tratamientos se encontraron en instar cinco, las
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hibridas inoculadas con R. intraradices y las de la variedad criolla inoculadas con R.

intraradices inoculada individualmente y en combinacion con M. anisopliae.

Cuadro 14. Desarrollo de S. frugiperda después de someterse a herbivoria en
plantas de maiz criollo e hibrido inoculados con Hongos micorrizicos arbusculares

y hongos entomopatdgenos enddfitos.

Tratamiento Céapsula cefalica (mm) | Instar Peso delarva(g) | Peso de pupa(g)
C+L 2.0917ab 4° 0.067ab 0.23138a
C+Mm+L 1.9620ab 4° 0.104ab 0.24934a
C+Bb+Fm+L 1.7980a 4° 0.061ab 0.23580a
C+Mm+Fm+L 2.1050ab 4° 0.079ab 0.25268a
C+Bb+L 2.1550ab 4° 0.066ab 0.27636a
C+Bb+Ri+L 2.1600ab 4° 0.091ab 0.26538a
C+Fm+L 2.1967ab 4° 0.0592 0.23317a
C+RI+L 2.3200ab 5° 0.091ab 0.23435a
C+Mm+Ri+L 2.3883ab 5° 0.104ab 0.24854a
H+L 2.1283ab 4° 0.077ab 0.23068a
H+Bb+Ri+L 2.1683ab 4° 0.096ab 0.25060a
H+Fm+L 2.2100ab 4° 0.102ab 0.23160a
H+Mm-+L 2.2117ab 4° 0.116ab 0.25937a
H+Mm+Fm+L 2.2833ab 4° 0.114ab 0.24968a
H+RI+L 2.5500ab 5° 0.147b 0.28214a
H+Mm+Ri+L 2.0280ab 4° 0.116ab 0.24580a
H+Bb+L 2.0317ab 4° 0.066ab 0.27490a
H+Bb+Fm+L 2.1117b 4° 0.102ab 0.24623a

Maiz criollo (C), Maiz hibrido (H), Larva de Spodoptera frugiperda (L), M. anisopliae (Mm)
B. bassiana (Bb) F. mosseae (Fm) R. intraradices (Ri). Letras diferentes al final de los
nameros (a y c) indican diferencia significativa entre medias, Prueba de Tukey al
95%.

En el peso de larva, solo dos tratamientos fueron estadisticamente diferentes entre
ellos el C+Fm+L con respecto al H+Ri+L, para el resto de los tratamientos
estadisticamente no fueron diferentes. En la variable de peso de pupas todos los

tratamientos presentaron el mismo peso con un promedio de 0.24 g.

105



En varios trabajos que documentan los efectos benéficos de los hongos micorrizicos
arbusculares sobre los herbivoros. Los efectos sobre los herbivoros pueden ser
positivos 0 negativos, dependiendo las condiciones bajo las cuales se da la
interaccion planta-micorriza-herbivoro. Entre los efectos beneficios se encuentra
una mayor fertilidad, mayor tasa de crecimiento, mayor pupacion y mayor
supervivencia en larvas de Spodoptera litura alimentadas con plantas de soja
micorrizadas (Tawaraya et al., 2012). Por otra parte, se han reportado casos donde
el herbivoro se ve afectado indirectamente por la colonizacidbn micorrizica.
Depredadores y/o parasitoides son atraidos por medio de volatiles producidos por
las plantas. Ademas, en otros casos los insectos herbivoros se ven afectados
directamente. Se han presentado casos donde la fecundidad, el desarrollo y la

supervivencia se han visto afectados (Gehring y Bennett, 2009)

La interaccién entre hongos micorrizicos arbusculares y hongos entomopatégenos
endofitos sobre los insectos aun no han sido estudiados a profundidad. Uno de los
trabajos donde se reporta la interaccion entre HMA y HE es el de Shrivastava et al.
(2015), en este trabajo plantas de tomate fueron inoculadas con R. intraradices + B.
bassiana e infestadas con larvas de Spodoptera exigua durante 10 dias. Las larvas
que se alimentaron de plantas con la colonizacion dual del HMA y HE presentaron
menor peso que plantas sin HMA y HE. Este trabajo demuestra que las
inoculaciones duales de HMA y HE tiene efecto negativo en el desarrollo de los

herbivoros y podrian utilizarse en el manejo integrado de plagas.

El efecto de las combinaciones de hongos entomopatégenos endofitos y HMA, se
han estudiado por separado. Los resultados no siempre son positivos. Por ejemplo
Gangue et al. (2002), encontraron que plantas de Senecio jacobaea inoculadas con
HMA e infestadas con larvas de palomilla, las larvas no fueron afectadas al
momento de la herbivoria, ademas de que las plantas inoculadas crecieron menos
respecto a las no inoculadas. Por otra parte Wamberg et al. (2003), obtuvieron
resultados similares en plantas Pisum sativum inoculadas con Glomus intraradices

y sometidas a herbivoria por Sitona lineatus. Después de 10 semanas de herbivoria
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de plantas inoculadas y no inoculadas, no se encontrd diferencia en el desarrollo de

Sitona lineatus.

6.4.5. Conclusiones

Las dos especies de hongos micorrizicos arbusculares inoculados establecieron la
simbiosis micorrizica con el maiz criollo e hibrido. Los porcentajes de colonizacion
fueron de 80%en promedio a los 70 dias. Durante la simbiosis, los HMA lograron
formar las diferentes estructuras fungicas como vesiculas y arbusculos. La especie
de F. mosseae fue la que mejor se asocio con las plantas mostrando tendencias a
producir mas vesiculas y esporas. Sin embargo, la colonizaciébn micorrizica no
promovio el crecimiento vegetativo en las plantas de maiz, pero mostro tener un
efecto compensatorio en el area foliar ante la herbivoria. Mientras que en las larvas

sus efectos en el desarrollo fueron nulos.

La colonizacion de los hongos entomopatégenos como endofito no se pudo
comprobar por el método utilizado para corroborar su presencia en las plantas de
los maices, lo que sugiere que la colonizacién endofita de las dos especies de
hongos entomopatégenos endofitos no se establecié en las plantas de maiz, razén
por la cual no se realizaron andlisis estadisticos para las variables correspondientes
a los enddfitos. La colonizacion de los entomopatdgenos posiblemente no se dio
debido a las condiciones ambientales bajo las cuales se desarrollaron las plantas
las cuales no son las optimas para los hongos entomopatégenos. Al no colonizar
las plantas sus efectos de los hongos entomopatdgenos como endofitos no se
pudieron observar las variables de crecimiento vegetativo y desarrollo de las larvas
de S. frugiperda.
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7. DISCUSION GENERAL

En el primer capitulo se comprobo6 que el maiz criollo es altamente suceptible a la
micorrizacion, a la colonizacion de R. intraradices y F. mosseae, pero contrario a lo
gue se ha reportado en otros trabajos como el de Andreia y Carencho, (2017). La
simbiosis no necesariamente implica una promocion de crecimiento vegetativo. Sin
embargo, las dos especies de HMA son capaces de influir en forma indirecta en el
desarrollo de Spodoptera frugiperda en estado larval después de la herbivoria, en

las plantas micorrizadas se pueden observar dos efectos diferentes en las larvas.

Por un lado, la simbiosis micorrizica de F. mosseae afectd el desarrollo de
Spodoptera disminuyendo la ganancia de peso y por el otro lado R. intraradices
mejora la ganancia de peso después de la herbivoria en maiz, lo que es negativo
para la planta ya que posiblemente el ataque por herbivoria es mas severo. Gange
et al., (2002); Gehring y Bennett (2009), mencionan que la interaccion entre hongos
micorrizicos e insectos por medio de las plantas, puede ser perjudicial para los
insectos (menor desarrollo) y/o en caso contrario los insectos pueden beneficiarse

de la interaccion (mayor desarrollo).

En el segundo capitulo tuvo como objetivo la evaluacion de la patogenicidad de los
hongos entomopatégenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en larvas
de Spodoptera frugiperda en segundo instar. La evaluacion se realiz6 con tres cepas
de M. anisopliae y seis de Beauveria bassiana obtenidas del cepario de
biotecnologia vegetal del CIATEJ unidad Zapopan. En la prueba de patogenicidad
realizada se usé una suspensiéon de conidios a una consentracion de 1X10
conidios/mL, la inoculacién de las larvas se realizé por inmersion de las larvas en la
solucion de conidios. De los resultados obtenidos las nueve cepas evaluadas fueron
patogénicas para S. frugiperda. La cepa BbP2 de Beauveria bassiana fue la que
causo la mayor mortalidad teniendo una diferencia del mas del 50 % con la cepa
gue causo la mortalidad mas baja. De manera general las cepas de Beauveria
bassiana causaron una tasa de mortalidad entre el 50 y 100%. Por su parte las
cepas de Metarhizium anisopliae causaron una mortalidad promedio del 58% siendo

la cepa Met maiz la que alcanzé la mortalidad mas alta con el 72.5%. Posiblemente
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la afinidad de la cepa Met maiz por S. frugiperda se deba al origen de la cepa, ya
que esta fue aislada de suelo asociado al cultivo de maiz. El origen de la especie
del hongo entompatdgeno influye en su patogenicidad sobre los insectos, de él
dependera la virulencia que tendra sobre los insectos (Srisukchayakul et al., 2005).
Por ejemplo, Garcia et al. (2011) encontraron que una cepa de B. bassiana aislada
en campo de S. frugiperda era altamente virulenta sobre S. frugiperda en ensayo a
nivel laboratorio. Otro factor que influye en la patogenicidad del hongo es especie
de insecto que infecta ya que dependiendo del tipo de insecto la patogenicidad de

los hongos también va a variar.

En el tercer capitulo se evaluaron los hongos entomopatégenos como posibles
enddfitos en maiz hibrido por medio de una inoculacion artificial al follaje a una
concentracion de 1X108 conidios/mL. Las cepas Bb maiz de Beauveria bassiana y
Met maiz de Metarhizium anisopliae fueron las que se utilizaron. Los resultados
obtenidos demuestran que tanto Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
tienen la capacidad de establecer una colonizacién como endoéfitos en maiz hibrido.
Se sabe que B. bassiana y M. anisopliae entran a la planta por mecanismos
similares a cuando lo hacen en los insectos, aunque se desconoce si la planta

contribuye en el proceso de colonizacion (Méndez, 2019).

De las cepas evaluadas las correspondientes a Beauveria bassiana fueron los que
mayor colonizacion presentaron en especial la cepa de BbMaiz la cual llego a
alcanzar hasta el 27 % de colonizacion en las hojas de maiz y de 22.2% en el tallo.
Mientras que las cepas de M. anisopliae colonizaron en porcentajes mas bajos, la
cepa de Met maiz coloniz6 16% en hoja y 10% en tallo. Esto indica que ambos
hongos entomopatdégenos tienen mas afinidad a colonizar las partes donde se
realiza la inoculacion, aunque la presencia en el tallo indicaria un movimiento
sistémico. Se sabe que algunos endofitos pueden se sistémicos o estables en la
planta (Sanchez, 2009). La colonizacion fue mayor en las hojas quizas porque fue
el lugar donde se realiz6 la inoculacién. A un asi hay una diferencia entre los dos

géneros en el porcentaje de colonizacion. Beauveria bassiana se asocia mas a la
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colonizacion foliar mientras que Beauveria bassiana se asocia méas a la inoculacién

en la raiz (Bamisille et al., 2018).

En el dltimo experimento se estudio la respuesta de las plantas de maices criollo e
hibrido a la inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares y hongos
entomopatdégenos enddfitos. En las plantas de maiz criollo e hibrido inoculadas con
B. bassiana y M. anisopliae, y con los HMA no se encontré una colonizacion de los
primeros en hoja, tallo y raiz. Una posible explicacion es que las condiciones
ambientales no fueron las adecuadas para que se diera la colonizacion en los
trabajos revisados donde se han hecho pruebas de hongos entomopatégenos como
endofitos incluido el de esta investigacion en el capitulo 3, han sido bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura (60% de HR y 25°C). Al no colonizar, sus
efectos en el desarrollo de la planta y las larvas de S. frugiperda no se pudieron
observar. Sin embargo, se sabe que son capaces de inducir los mecanismos de
defensa de la planta, afectando indirectamente el desarrollo de los insectos
(Méndez, 2019). Ademas, son capaces de promover el crecimiento vegetativo
(Bamisille et al., 2018). Contrario a los hongos entomopatdgenos endofitos, los
hongos micorrizicos si colonizaron las plantas. F mosseae en maiz hibrido fue la
que mayor colonizacién alcanz6 antes y después de la infestacion de S. frugiperda.
La colonizacion por hongos micorrizicos se presentd en las plantas de maiz, pero

no influyeron en el desarrollo de las larvas y crecimiento del maiz.

113



8. CONCLUSIONES GENERALES.

El maiz criollo es altamente susceptible a la colonizacion micorrizica de F. mosseae

y R. intraradices a los 52 dias.

Funneliformis mosseae en simbiosis con maiz criollo afecta el desarrollo de S.
frugiperda en su estadio larval, aparentemente las larvas se alimentan menos de las
plantas micorrizadas, fomentando la bioproteccion de la planta de maiz. Mientras
gue Rhizophagus intraradices en simbiosis con maiz criollo favorece el desarrollo

de S. frugiperda en estado de larva.

Las cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae son patogénicos en
larvas de Spodoptera frugiperda. Sobre todo, la cepa BbP2 de Beauveria bassiana

la cual es altamente patogénica.

La colonizacion endofita de los hongos entomopatégenos es posible en maiz hibrido
de la variedad DK-2052 bajo condiciones controladas de humedad y temperatura.
Mientras que a nivel de invernadero la colonizacion enddfita no se establece

posiblemente por las variaciones climaticas.

Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices tienen gran afinidad para
establecer simbiosis con maiz criollo e hibrido, sin embargo, la simbiosis no

promovié el crecimiento vegetativo en plantas de maiz criollo e hibrido DK-2052.

La infestacién de Spodoptera frugiperda no afecta el desarrollo de la colonizacion

micorrizica en las plantas de maiz criollo e hibrido.

La inoculacién de HMA y hongos entomopatégenos en maiz criollo e hibrido no
afectan el desarrollo de S. frugiperda después de someterse a la herbivoria por 8

dias de plantas inoculadas.
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9. RECOMENDACIONES

Este trabajo aporta informacion que permite sugerir a los hongos micorrizicos
arbusculares y entomopatdgenos como potencial solucion para la bioproteccion de

plantas de maiz afectadas por la herbivoria de Spodoptera frugiperda.

Se recomienda nuevos estudios para la especie de F. mosseae. Que, aunque no
promovié el crecimiento vegetativo en plantas de maiz bajo nuestras condiciones,

tuvo un efecto negativo en el desarrollo de las larvas de S. frugiperda.

En futuro trabajos esta especie F. mosseae puede trabajar con esta especie en la
bioproteccién de S. frugiperda. Probando las infestaciones de S. frugiperda en
diferentes tiempos en las plantas de maiz micorrizadas con F. mosseae. Utilizando
la alimentacion de las larvas directa y en forma in vitro en laboratorio con material

vegetal de las plantas micorrizadas.

También se pueden probar ambas especies de HMA y/o consorcios en diferentes
variedades de maiz evaluandose como promotoras de crecimiento, asi como en la

bioproteccién en contra de S. frugiperda.

En cuanto a los hongos entomopatdgenos se comprobd su mortalidad sobres
Spodoptera frugiperda, asi como su capacidad de establecerse como enddfitos en

maiz bajo condiciones controladas de humedad y temperatura.

Se propone seguir trabajando con las cepas utilizadas en este trabajo, probando
diferentes concentraciones de inoculacion en las plantas de maiz para la
colonizacion enddfita, y en las larvas de S. frugiperda para la patogenicidad.
Probando diferentes métodos de inoculacién artificial que permitan establecer una

colonizacion principalmente en las plantas como enddéfitos.

Al igual que los HMA se propone probar los hongos entomopatdgenos en diferentes
variedades de maiz, en busca de variedades que sean mas afines a la colonizacion

endoéfita.
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A nivel de campo se pueden implemetar la combinacion de HMA y hongos
entomopatdégeno como parte de un manejo integrado de plagas no solo en maiz, en

diferentes cultivos de interes econémico.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Dieta artificial para S. frugiperda en estapa de larva.
Dieta de Spodoptera de frugiperda, fue una mezcla de harinas y minerales

= Agar papa dextrosa
= Germen de trigo
» Harina de soja

=  Azlcar

= Levadura

= Sales de wesson
= Nipagin

= Acido ascoérbico
» Acido acético

= Colina

= Vitaminas

= Antibiéticos

Preparacién
Para un litro de dieta artificial.

Pesar los materiales en balanza de precision

En un matraz de 2 L se agregan los siguientes materiales

= Aagar

» Harina de Soja
= Levadura

=  Azlcar

= Germen de trigo.

Mezclar los ingredientes hasta homogenizar la mezcla.

Agregar 940 mL agua destilada al matraz y agitar hasta homogenizar.
Meter a autoclave el matraz a 120 °C y 15 libras de presion por 15 minutos

Sacar de la autoclave el matraz y dejar que la temperatura baje a 50°C y pasar la
pasta a un vaso precitado de 1 L, para posteriormente agregar los siguientes
materiales

= Nipagin
= Acido ascorbico
=  Sales de Wesson
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Vitaminas
Antibioticos
Acido acético
Cloruro de colina

Agitar con una batidora de inmersion por 5 minutos y vaciar la pasta a un recipiente
de plastico de 1.5 L tapar con papel aluminio y meter a refrigeracion a 5 °C hasta su

uso.

Anexo 2 Extraccion de esporas de Hongos micorrizicos (German y Nicolson,
1963; Walker,1997)

Pesar la muestra de suelo.

Colocarlo en un vaso precipitado de 1L, agregar agua de la llave y agitar
vigorosamente.

Dejar reposar de 10 a 15 segundos, pasar en sobrenadante en una serie de
tamices ordenados del mayor al menor (125,75 y 40 pum).

Recoger el contenido de cada tamiz con agua destilada con una piseta y
colocarlo en tubos para centrifuga.

Agregar a cada tubo agua destilada y centrifugar durante 5 min a 2500rpm.
Retirar de la centrifuga y quitar el sobrenadante de los tubos. Al precipitado
de cada tubo agregar sacarosa al 50% y agitar vigorosamente.

Meter a centrifugar por 1 min a 1500 rpm.

Sacra de la centrifuga y recuperar el sobrenadante en el tamiz de 40 um,
enjuagar el tamiz con agua destilada y recuperar las esporas en un tubo.
para centrifuga.

Realizar el conteo de esporas en estereoscopio.

Anexo 3 Tincién de raices (Philips y Hayman, 1970)
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Lavar raices con agua de la llave y enjuagar con agua destilada.
Cortar las raices en fragmentos de 1 cm con bisturi y depositarlas en un

frasco de vidrio.



¢ Afadir KOH al 10% hasta cubrir totalmente las raices y poner en bafio
maria tiempo necesario hasta que al tomar las raices con una aguja de
decepcién se doblen.

e Decantar el KOH y enjuagar con agua de la llave hasta que salga agua
clara.

e Agregar HCI 0.1N a las raices y dejar actuar de 5 a 10 min.

e Decantar el HCl y agregar azul de tripano al 0.05% a las raices.

e Calentar en autoclave durante 10 min a 120°C. (14-15 Ib/pulg? de presion
de vapor)

e Silas raices presentan demasiada tincion decolorar con lactofenol.

e Decantar el azul de tripano y agregar lacto glicerol hasta cubrir las raices.

e Para verificar si la tincion fue exitosa tomar una muestra y llevar a

microscopio para observar.

Adecuacion de la técnica de Philips y Hayman (1970) para la tincion de raices

de maiz

e Lavar raices con agua de la llave y enjuagar con agua destilada.

e Cortar las raices en fragmentos de 5cm con bisturi y depositarlas en un
frasco de vidrio.

e Afadir KOH al 10% hasta cubrir totalmente las raices y poner en bafio
maria por 10 minutos a 93°C.

e Decantar el KOH y enjuagar con agua destilada hasta que salga agua
clara.

e Agregar HCI 0.1N a las raices y poner a bafio maria por 7 min a 93°C

e Decantar el HCIl y agregar azul de tripano al 0.02% a las raices y poner a
bafio maria por 10 min a 93°C.

e Decantar el azul de tripano y agregar lacto glicerol hasta cubrir las raices.

e Para verificar si la tincion fue exitosa tomar una muestra y llevar a

microscopio para observar.
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Anexo 4. Escala de villa ya catalan para estimar el desarrollo por instar de S.
frugiperda.

Rango de ancho de capsula cefalica por instar de Spodoptera frugiperda.

Instar larval Ancho capsula cefalica (mm)
0.64
0.64-1.14
1.14-1.72
1.72 -2.38
2.38 >

ga b~ wN Pk

Anexo 5 Solucién nutritiva de Hoagland en mmol y mg/L

Elemento mmol/L Elemento mg/L
Nitrogeno (N) 15.0 Fierro (fe) 2.5

Fosforo (P) 1.0 Manganeso 0.5

(Mn)

Potasio (K) 6.0 Cobre (Cu) 0.02

Calcio (Ca) 4.0 Zinc (Zn) 0.05
Magnesio (Mg) 2.0 Boro (B) 0.5

Azufre (S) 2.0 Molideno (Mo) 0.01

Anexo 6 Multiplicacién de hongos entomopatdégenos en arroz
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La inoculacion de una matriz de arroz se hace partiendo de un cultivo puro de

hongos entomopatégenos propagado en medio de cultivo PDA. Una caja Petri

alcanza para realizar la inoculacion en promedio de 7 matrices de arroz.

Preparacion de la matriz

Dejar el arroz remojando durante 20 minutos en agua esteéril

Pre-cocer el arroz en excedente de agua estéril durante 5 minutos.

Filtrar el arroz pre-cocido con un tamis y poner a secar sobre papel
absorbente estéril

Poner 200g de arroz pre-cocido en un matraz erlenmeyer de 500mL.
Sellar el matraz erlenmeyer herméticamente con papel aluminio y masking
tape.

Poner el matraz con arroz en autoclave a esterilizar por 15 minutos a 120
°Cy 15 libras de presion.

Sacar el matraz de autoclave y dejar reposar por 24 horas para proceder a

hacer la inoculacién con los hongos entomopatégenos.

Inoculacion de la matriz

La inoculacion de las matrices debe de realizar en campana de flujo laminar, un

mechero y materiales esterilizados.
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Escoger la caja Petri con el cultivo mas puro y extraer todo el hongo raspando
la caja.

Disolver el hongo recolectado en agua esterilizada, y mezclar para obtener
una solucion

homogénea.

Disolver el hongo recolectado en agua esterilizada, y mezclar para obtener
una solucion homogénea.

Extraer una muestra de la suspension para contar los conidios en camara de

Neubauer. Se debe buscar un conteo de 1*1068.
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