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Introduccion

En sentido amplio, los endodfitos son
microorganismos que viven en los tejidos
vegetales durante todo o parte de su ciclo de
vida, sin causarles sintomas aparentes (Schulz
y Boyle 2005). No fue hasta finales del siglo
XX cuando se observd por vez primera el
establecimiento de Beauveria bassiana en el
interior de tallos de maiz (Zea mays L.), y su
desarrollo para la proteccion sistémica frente
al barrenador Ostrinia nubilalis (Lepidoptera:
Pyralidae) (Bing y Lewis 1992, Wagner y Lewis
2000). Este hecho impuls6 el interés por la
funcién de los hongos entomopatégenos (HE)
como endofitos, mas alla de la interaccion directa
con los insectos, que se ha ido ampliando con el
tiempo a un gran niamero de especies vegetales y
fingicas (Quesada-Moraga et al. 2014; Resquin-
Romero et al. 2016). La colonizacion de la planta
por parte de los HE podria ocurrir a partir de los
conidios depositados en el filoplano y en otros
casos del suelo a través de las raices. De hecho,
tanto Beauveria como Metarhizium forman
asociaciones intimas con una gran variedad de
plantas y han demostrado ser capaces de movilizar
nitrégeno y de recibir carbono (carbohidratos) de
las plantas hospedantes (Behie et al. 2012, 2013,
Sasan y Bidochka 2012).

El objetivo de este trabajo incluye la capacidad
de colonizaciéon de endofitos y el estudio
morfoanatémico de los hongos entomopatdgenos
endofitos en plantas de melon.

Metodologia

Cepas y suspensiones fungicas. Para los ensayos
se utilizaron tres cepas de Beauveria bassiana y
una de Metarhizium brunneum, pertenecientes
a la coleccion de la micoteca del Departamento
de Ciencias Agricolas y Forestales de Ila
Universidad de Coérdoba, Espafia. Este trabajo
se realizo entre 2015 y 2016. Cada una de estas
cepas fueron repicadas en tubos de ensayo sobre
medio de cultivo malta agar (MA; Biocult,
Madrid, Espana), a 25°C en la oscuridad y
se almacenaron a -4°C. Las suspensiones de
hongos se prepararon raspando conidios en una
solucion acuosa estéril Tween 80 al 0,1%, que
posteriormente se filtrd a través de un visillo.
Las suspensiones de conidios utilizadas para los
ensayos se ajustaron diluyendo con Tween 80 al
0,1% (v/v) a una concentracion final de 1,0x108
conidios mL"' utilizando un hemocitometro
Malassez (Quesada-Moraga et al. 2006).

Substrato y proceso de la colonizacion de tejidos
vegetales por hongos entomopatdogenos

Para el ensayo fueron utilizadas plantas de
melon (Cucumis melo L.), sembradas sobre
sustratos desinfestados en tres oportunidades y
luego inoculados con suspensiones fungicas de
1,0x10% conidios mL! de Beauveria bassiana
y Metarhizium brunneum cuando las plantas
contaban con 10 hojas verdaderas. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar
con 5 tratamientos y 10 repeticiones. Control
utilizado fue control medio y control absoluto,
agua con Tween 80 (0,1%). La evaluacion fue
realizada cada 24 h en cuatro oportunidades.
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Estudio histologico y morfoanatomico de las
plantas colonizadas por hongos endofitos

Las suspensiones fungicas de las diferentes cepas
estudiadas se aplicaron sobre las superficies de
las hojas de melon a una concentracion 1,0x108
conidios mL"' cuando las plantas contaban con
10 hojas verdaderas. Luego, las superficies de
las hojas fueron desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 5% y aclarada tres veces con agua
autoclavada. Se seleccionaron al azar tres
pequenias secciones de tallos, hojas y raices por
tratamiento al igual que el control. Estos, se
fijaron por inmersion en formalina al 10% (Fisher
Scienti fi ¢, Ltd., Leicestershire, UK) durante
24 horas y después se procesaron para analisis
histoloégico por inclusion en parafina (Garrido et
al. 2016). Las muestras se cortaron a un espesor
de 3 um con un micrétomo, se tifieron con Acido
Peryddico-Schiff (PAS) y se examinaron bajo un
microscopio optico (Figura 1). Para este ensayo,
fueron seleccionadas plantas colonizadas a 72 h
para ambos hongos (B. bassiana 'y M. brunneum).
La identificacion de los diferentes tejidos se

realiz6 de acuerdo con Landa et al. (2013).

Deteccion de metabolitos secundarios en plantas
colonizadas

Las hojas de melon inoculadas con la cepa
EAMD 09/01-Su de M. brunneum se procedieron
a la extraccion e identificacion del compuesto
biactivo através del analisis cromatografialiquida
de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masa (HPLC-MS) con base a la metodologia
propuesta por Skrobek et al. (2008) adaptadas
con modificaciones para determinar el contenido
de destruxina A (dtx A). Para la misma se
utilizaron el siguiente procedimiento: 1,5 g de
plantas colonizadas con Metarhizium brunneum
liofilizadas y centrifugadas a 27.000 rpm
durante 20 min. El sobrenadante se desechd. A
continuacion, se anadié el mismo volumen de
acetato de etilo y se dejo evaporar en cadmara
extractor. Finalmente, se afiadieron 0,5 mL de
acetonitrilo: agua (1:1). Las muestras fueron
almacenadas a -4°C (Figura 1).

Figura 1. Proceso de: A) Corte histologico y tincion de los tejidos de plantas colonizadas por
hongos endofitos. B) Extraccion de metabolitos secundarios de plantas colonizadas.

Resultados y discusion

Estudio histologico y morfoanatomico de las
plantas colonizadas por hongos enddfitos

El examen histolégico y morfoanatémico de los
tejidos foliares inoculados con las cepas EABb
01/33-Su y EAMb 09/01-Su de B. bassiana

y M. brunneum, respectivamente, revelaron
estructuras fungicas tefiidas positivamente por
PAS, inclusive en la raiz zona no inoculada.
Sin embargo, tanto las hojas, tallos y raices del
control mostraron una estructura normal bajo
microscopia. El hongo B. bassiana coloniz6 de
forma profusa las hojas por la via del apoplasto.
Diferentes investigaciones realizadas al respecto,
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afirman que la penetracion de los HE en los
tejidos de las plantas se realiza a través de los
estomas o por medio de la penetracion directa
mediante la actuacion de la enzima MAD2 que
permite la adhesion a la planta (Wang y St. Leger
2007). Posteriormente el movimiento se produce

Figura 2.

en los espacios intercelulares siguiendo la via del
apoplasto (Landa et al. 2013) como lo demuestra
en las imagenes tomadas en el laboratorio de
Servicio Central de Apoyo a la Investigacion
(SCAI) de la Universidad de Cordoba, Espafia
(Figura 2).

Resumen grafico de la comprobacion microbioldgica e histopatologica, morfoanatomica

de la colonizacion de las plantas de melon (hoja, tallo y raiz) inoculadas con hongos
endofitos (Beauveria bassiana y Metarhizium brunneum) con sus respectivos controles
(hoja, tallo y raiz sin inocular). A) Penetracion y colonizacion de estomas (bar, 50um). B)
Hifas de B. bassiana en los espacios intercelulares (bar, 50um). C, D) Hifas de M.
brunneum en los espacios intercelulares (bar, S0um). E, F) Hifas de B. bassiana y M.
brunneum endofitica en los espacios intercelulares del tallo y raiz del melon (bar, 50pum).
H) Comprobacioén microbiologica de la colonizacion endofitico (bar, 50pum).

Deteccion de metabolitos secundarios en plantas
colonizadas endofiticamente

En las hojas colonizadas endofiticamente por la
cepa EAMD 09/01-Su de Metarhizium brunneum,
se detectd 0,0011ppb. destruxina A. En trabajos

AL i

inéditos realizados por Garrido et al. (2016) y
Resquin-Romero et al. (2016) comprueban la
existencia de una interacion entre hongo-planta-
insecto para el control de fitéfagos chupadores
suctores (Bemisia tabaci) 'y masticadores
(Spodoptera littoralis).
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Conclusiones

Las aplicaciones foliares de los hongos
entomopatogenos M. brunneum y B. bassiana
conducen a la colonizacion endofitica transitoria
de los tejidos de la planta de meldn. Los hongos
entomopatogenos son capaces de colonizar
temporalmente las plantas y muestran una
colonizacién en los espacios intercelulares
via apoplasto. Las plantas colonizadas
endofiticamente secretan compuestos bioactivos
como la destruxina A, metabolitos secundarios.
De esta manera, las nuevas funciones ecologicas
de los hongos entomopatégenos (Ascomycetes
mitosporicos; Hypocreales) deben ser tenidas
en cuenta no solo para el desarrollo de nuevas
estrategias de control de plagas, sino para la
correcta evaluacion de su eficacia.
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