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Resumen 

La producción de Phaseolus vulgaris (frijol) a nivel mundial no es suficiente para satisfacer las 

necesidades de consumo humano, esta situación se agrava por el calentamiento global y por el 

ataque de diferentes tipos de insectos que afectan la producción agrícola de los cultivos. El uso de 

cepas de hongos entomopatógenos (HE), es una alternativa viable para disminuir las plagas como 

parte integral del control biológico. Además, se han reportado que algunos HE son endófitos y 

confirieren protección a las plantas a diferentes tipos de estrés.  

El objetivo de este trabajo fue establecer la interacción in vitro de P. vulgaris con las cepas de HE  

Beauveria bassiana (Bb) Tac 1.1, Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1 (provenientes de la CDMX) e 

Isaria javanica (If) CHE-CNRCB 303 (proveniente de Colima). Para ello, la implementación de la 

técnica para la germinación y cultivo in vitro de P. vulgaris proveniente de Puebla, fue el primer paso 

para los experimentos posteriores. Se determinó que el medio Murashige – Skoog (MS) con 5 g/L de 

sacarosa, mostró los mejores crecimientos de P. vulgaris.    

Se corroboró la interacción planta – hongo entomopatógeno (P-HE), mediante Microscopía 

Electrónica de Barrido (MEB)  y con pruebas de endofiticidad. También se obtuvieron resultados 

cuantitativos de la interacción P-HE con las distintas cepas, utilizando las variables de pesos secos, 

longitud y número de raíces. Se observó que Metarhizium robertsii Xoch 8.1, mostró una mejor 

interacción con P. vulgaris, ya que se observó un aumento en el número de raíces de las plantas. Los 

otros hongos estudiados mostraron una relación P-HE neutral, lo cual significa que no afectan ni 

favorecen el crecimiento de la planta. Por ello, se seleccionó a M. robertsii Xoch 8.1 para el 

establecimiento de la asociación P-HE en condiciones de estrés por polietilenglicol (PEG). Los 

resultados indicaron que hay una mejoría en las plantas tratadas con M. robertsii, contrastándolas 

con las plantas control. 

Se realizaron mediciones de cantidad de pigmentos, peróxido de hidrógeno y peroxidasa en la 

asociación P-HE en condiciones de estrés inducido por PEG. La cantidad de pigmentos (clorofila a, 

clorofila b y carotenoides), en las hojas de plantas estresadas que estuvieron en contacto con M. 

robertsii, presentaron una mayor cantidad de pigmentos.  

Este trabajo muestra que además de la aplicación de los HE para el manejo integral de plagas, se les 

puede conferir otra utilidad en la agricultura, ya que además del control biológico, podrían ayudar a 

mitigar ciertos tipos de estrés en los que los cultivos se ven afectados.  
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Abstract 

The production of Phaseolus vulgaris (beans) worldwide is not sufficient to meet the needs of human 

consumption, this situation is aggravated by global warming and by the attack of different types of 

insects that affect agricultural production of crops. The use of strains of entomopathogenic fungi 

(HE) is a viable alternative to reduce pests as an integral part of biological control. In addition, some 

HE have been reported to be endophytic and to confer resistance to different types of stress. 

The objective of this work was to establish the in vitro interaction of P. vulgaris with HE Beauveria 

bassiana (Bb) Tac 1.1, Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1 (from CDMX) and Isaria javanica (If) CHE-

CNRCB 303 (from Colima). To this end, the implementation of the technique for in vitro germination 

and cultivation of bean (Phaseolus vulgaris L.) from Puebla was the first step for subsequent 

experiments. It was determined that the Murashige – Skoog (MS) medium with 5 g/L sucrose, 

showed the best growths of P. vulgaris. 

The plant – entomopathogenic fungus interaction (P-HE), was corroborated by Scanning Electron 

Microscopy (SEM) and endophytic tests. Quantitative results of the P-HE interaction with the 

different strains were also obtained using the variables of dry weights, length and number of roots. 

It was observed that Metarhizium robertsii Xoch 8.1, showed a better interaction with P. vulgaris, 

since an increase in the number of roots of the plants was observed. The other fungi studied showed 

a neutral P-HE ratio, which means that they do not affect or favor the growth of the plant. Therefore, 

M. robertsii Xoch 8.1 was selected for the establishment of the P-HE association under conditions of 

stress by polyethylene glycol (PEG). The results indicated that there is an improvement in the plants 

treated with M. robertsii, contrasting them with the control plants. 

Quantities of pigment, hydrogen peroxide and peroxidase were measured in the P-HE association 

under conditions of stress induced by PEG. The amount of pigments (chlorophyll a, chlorophyll b and 

carotenoids) in the leaves of stressed plants that were in contact with M. robertsii presented a 

greater amount of pigments. 

This work shows that in addition to the application of HE for the integral management of pests, they 

can be given another utility in agriculture, since in addition to the biological control, they could help 

to mitigate certain types of stress in which the crops are seen affected. 
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1. Introducción 

En esta sección, se hará mención de las características socio-geográficas, climatológicas y agrícolas 

de la CDMX, haciendo hincapié en el problema de estrés hídrico que hay la ciudad y que afecta a los 

cultivos como Phaseolus vulgaris (frijol) que es de enorme importancia económica. Con ello, se 

hablará de la forma de simular el estrés hídrico en las plantas mediante el uso de polietilenglicol 

(PEG). También, se abordarán temas como la importancia que tiene el uso de hongos 

entomopatógenos (HE), como una alternativa viable para el manejo integral de plagas más amigable 

con el medio ambiente. Además, se mencionarán reportes de HE que actúan como endófitos, 

confiriéndoles protección a las plantas a distintos tipos de estrés. El conjunto de los temas, mostrará 

que uno de los problemas clave que afrontan los cultivos de la CDMX, es el estrés hídrico, y es 

posible, que utilizando cepas de HE provenientes de la CDMX, que actúen como endófitos, ayuden 

a mitigar ese tipo de estrés, el cual, puede ser simulado utilizando PEG.   

 

1.1 CDMX, características socio-geográficas, climatológicas y agrícolas 

La Ciudad de México (CDMX), anteriormente conocida como Distrito Federal (D.F.), cuenta con una 

superficie de 1,500.45 Km2 y representa el 0.08% de la superficie total del país. Forma parte del Eje 

Neovolcánico y se encuentra en promedio a 2,240 m sobre el nivel del mar; fue construida sobre un 

sistema de lagos que en su tiempo abarcaba 1,500 km². Conforma una de las aglomeraciones 

urbanas más grandes del mundo con una población de 8.9 millones de habitantes, el 7.5% del total 

del país, siendo el 99.5% urbana y 0.5% rural; a nivel nacional el promedio es de 78 y 22 % 

respectivamente (INEGI, 2016; FAO, 2015).  

En la mayor parte del territorio de la CDMX se presenta clima templado subhúmedo (87%), en el 

resto se encuentra clima seco y semiseco (7%) y templado húmedo (6 %). La temperatura media 

anual es de 16°C. La temperatura más alta, mayor a 25°C, se presenta en los meses de marzo a mayo 

y la más baja, alrededor de 5°C, en el mes de enero. Las lluvias se presentan en verano, la 

precipitación total anual es variable: en la región seca es de 600 mm y en la parte templada húmeda 

(Ajusco) es de 1,200 mm anuales.  

El avance de la mancha urbana ha puesto en peligro a todos los ecosistemas que existieron en la 

CDMX. Los primeros ecosistemas afectados por el desarrollo humano fueron los lagos. La zona 

urbana ocupa la mayor parte del territorio, pero hacia la parte sur y sureste se encuentran zonas 

agrícolas, principalmente de temporal, donde se cultiva maíz, frijol, avena y nopal entre otras, siendo 

importantes también las hortalizas y la floricultura (INEGI, 2016). 
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La zona de reserva ecológica, al sur y suroeste de la CDMX ocupa la mayor superficie de la entidad y 

comprende parte de las Sierras Ajusco-Chichinautzin y las Cruces, donde se encuentran los Parques 

Nacionales Desierto de los Leones y el Ajusco, así como los Dínamos, el Valle de las Monjas y el 

monte de las Cruces. Se encuentran también algunas reservas ecológicas hacia el norte y este, como 

la Sierra de Guadalupe, el Parque Nacional Cerro de la Estrella y la Sierra de Santa Catarina. Existen 

zonas hacia el oeste de la CDMX, en el área de las chinampas de Xochimilco y Tláhuac, donde 

prospera un pastizal resistente a las concentraciones de sales (INEGI, 2016).  

Curiosamente, aunque la CDMX sea el centro político, económico, financiero y cultural más 

importante del país y que en él se concentre uno de los núcleos de población más grandes del 

planeta, hace pensar que su carácter es exclusivamente urbano; sin embargo, el 59% del territorio 

es Suelo de Conservación; por lo menos sobre el papel, ya que de acuerdo con el último recuento, 

dentro de su perímetro se habían construido más de 850 asentamientos irregulares. Conocida 

como Suelo de Conservación, esta área protegida fue creada en 1992 para salvaguardar los servicios 

ambientales de la ciudad en el cual se llevan a cabo actividades de producción rural y ecológicas; 

entre las que destacan la producción de maíz, avena forrajera, nopal, frijol, amaranto, alfalfa, hongos 

seta, hortalizas y flores ornamentales. La reserva se constituye por bosques templados (pino, 

oyamel, pino-encino y encino), matorrales, pastizales, humedales para fines ecológicos y de 

conservación (INEGI, 2016; FAO, 2015; CONABIO y SEDEMA, 2016). De la superficie del Suelo de 

Conservación, 62,000 hectáreas son de propiedad social (ejidos y comunidades), en las que habitan 

pueblos originarios. Cuarenta y seis pueblos aún cuentan con superficies destinadas a actividades 

agrícolas (aproximadamente 300 km² de tierras agrícolas), sumando más de 30 mil hectáreas en 

cultivos y 7,000 en actividades pecuarias. (GDF, 2007; FAO, 2015). Para evitar una mayor 

degradación de la zona protegida, el Gobierno de la CDMX está promoviendo la agricultura 

sostenible en las zonas rurales y la producción de alimentos en la propia ciudad (FAO, 2015). 

Existen dos tipos de agricultura: temporal y de riego. En terrenos con pendiente o suelos altamente 

permeables se práctica la agricultura de temporal (Covarrubias, 2007). La agricultura de riego se 

localiza principalmente en zonas bajas y planas de Xochimilco y Tláhuac (INEGI, 2016). De la totalidad 

de las hectáreas dedicadas a las actividades agrícolas, el 93.93% no cuentan con ningún sistema de 

riego, en tanto que el 6.07% si cuentan con sistemas de riego (SEMARNAT, 2013). 

La cosecha de 2012 en la CDMX, alcanzó un valor estimado de más de 100 millones de dólares e 

incluyó 336,000 toneladas (t) de nopal, 147,000 t de avena forrajera, 12,500 t de papa y 15,000 t de 

brócoli, 5,374 t de romerito, 1,142 t de espinaca, 991 t de lechuga, 852 de acelga. En el caso del frijol, 

la producción fue 60,000 t incluyendo la CDMX y los estados de Puebla y México (FAO, 2015). A pesar 
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de que la CDMX es el principal productor de México de nopal y romerito, se estima que el 80 % de 

los alimentos que se consumen en la ciudad proceden de otros estados del país o se importan (FAO, 

2015; SEMARNAT, 2014). 

Casi el 90 % de la producción agrícola se realiza en condiciones de temporal, y el 80 % de la superficie 

cultivable corresponde a cultivos cíclicos, principalmente avena forrajera y maíz. La producción de 

plantas con flor, así como la flor de Nochebuena y avena forrajera, generan más de la mitad del valor 

total de los cultivos cíclicos. El nopal se cultiva en 4,300 ha, más del 90 % de la superficie de cultivos 

perennes, principalmente en Milpa Alta (FAO, 2015). 

En cada una de las Delegaciones Rurales de la CDMX se llevan a cabo actividades agrícolas, donde se 

producen los cultivos que en la Tabla 1.1 se describen. La delegación que concentra la mayor 

producción agrícola es la de Milpa Alta (68.50%), seguida de Xochimilco (15.75%), Tláhuac (7.65%), 

posteriormente Tlalpan (7.54%) y finalmente con una aportación marginal, se encuentran: La 

Magdalena Contreras, Cuajimalpa y Álvaro Obregón (SAGARPA, 2013). 

Tabla 1.1 Principales cultivos de las delegaciones rurales de la CDMX. 

Delegación  Cultivos  

Álvaro Obregón  Maíz, frijol y avena  

Cuajimalpa  Maíz y avena  

Magdalena Contreras  Maíz, frijol, haba y ciruelo  

Milpa Alta  Nopal verdura, avena, maíz, amaranto, 

hortalizas y flores  

Tláhuac  Maíz, amaranto, espinaca, romeritos y 

acelgas, y en forma perenne: alfalfa, pera, 

higo y nogal.  

Tlalpan  Avena forrajera, maíz, papa, chícharo, 

rosa, pera, higo, manzana, ciruela y 

durazno  

Xochimilco  Maíz, fríjol, amaranto, girasol, sorgo, 

papa, la veza de invierno y el maíz de ciclo 

corto para forraje, hortalizas, nopal, 

calabaza, chayote, chilacayote; frutales 

como el durazno, la ciruela roja y negra, el 

tejocote y el capulín.  

Tomado de SEDUVI, 2015. 
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Según la EAA, el estrés hídrico ocurre cuando la demanda de agua excede la cantidad disponible 

durante un período determinado o cuando la mala calidad restringe su uso. El estrés hídrico provoca 

el deterioro de los recursos de agua dulce en términos de cantidad (sobreexplotación de acuíferos, 

ríos secos, etc.) y de calidad (eutrofización, contaminación de materia orgánica, intrusión salina, etc.) 

(EAA, 2017). En todo México, un porcentaje aproximado del 75.72% es destinado al sector agrícola, 

principalmente para el riego de cultivos (CONAGUA, 2014). La CDMX actualmente se encuentra en 

un nivel muy alto de estrés hídrico, el más alto de todo el país (CONAGUA, 2014). Por si fuera poco, 

cerca de la mitad del agua disponible en la CDMX es clasificada como altamente contaminada 

(CONAGUA, 2014).  

Los factores abióticos como la radiación solar, el clima, la sequía y la contaminación, así como los 

factores bióticos como los insectos plaga, virus, hongos y bacterias que atacan a las plantas, afectan 

de una manera considerable la producción agrícola, elevando sus costos. Los períodos de sequía son 

una característica inevitable y recurrente de la agricultura mundial y, a pesar de la capacidad de las 

sociedades humanas para mejorar la predicción de su arribo y para modificar su impacto, la sequía 

sigue siendo hasta ahora el factor más importante para la seguridad alimenticia de la población 

humana. Una de las estrategias para contribuir a la solución de esta problemática mundial, es 

implementar sistemas de mejoramiento dirigidos a la obtención de cultivos resistentes a condiciones 

ambientales que imponen una limitación de agua (Covarrubias, 2007).  

 

1.2 Características e importancia de Phaseolus vulgaris  

Phaseolus vulgaris L. (frijol), pertenece a la familia Fabaceae. Las plantas de frijol son hierbas 

rastreras y trepadoras con foliolos de tres hojas. El color de sus flores tiene tonalidades rosas, lilas y 

violetas. Sus semillas, lo que conocemos como frijol propiamente, tienen forma de riñón y crecen en 

una vaina conocida como legumbre (ejotes, del náhuatl exotl) (CONABIO y SEDEMA, 2016). Como 

otras leguminosas, estas plantas tienen en sus raíces nódulos con bacterias fijadoras de nitrógeno 

(Rhizobium) (McCormack, 2004). Tradicionalmente y desde hace cientos de años, el agricultor 

mexicano ha sembrado en sus chinampas y milpas, de forma combinada, frijol y maíz (Lara-Flores, 

2015). El frijol contiene carbohidratos, alto contenido de proteínas, fibra, grasa, minerales (calcio y 

hierro) y vitaminas del complejo B como la niacina, riboflavina, ácido fólico y tiamina (CONABIO y 

SEDEMA, 2016). 

La producción mundial de frijol creció a una tasa promedio anual de 1.6% entre 2003 y 2014, para 

ubicarse en 25.1 millones de toneladas, por tal motivo, es una de las plantas de cultivo más 
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importantes a nivel mundial (FAO, 2015). En 2014, el 63% de la producción mundial de frijol se 

concentró en siete países: India (16.4%), Myanmar (14.9%), Brasil (13.1%), Estados Unidos (5.3%), 

México (5.1%), China (4.1%) y Tanzania (4.1%). En México, el frijol ocupa la cuarta posición en 

importancia por la superficie que ocupa, después del maíz, pastos y sorgo. En todo México, se 

producen al año, 965,100 t de frijol (FAO, 2015). Puebla, EDOMEX y CDMX producen una cantidad 

anual de 60,000 t de frijol (SAGARPA, 2013; INEGI, 2016). Particularmente en México, el frijol es la 

leguminosa de mayor consumo humano y representa el 36% de la ingesta diaria de proteínas (INEGI, 

2016).  

 

1.3 Uso de polietilenglicol para inducir estrés en las plantas 

El polietilenglicol (PEG) (Fig. 1.3), induce estrés por sequía o estrés hídrico en las plantas (Türkan et 

al., 2005; Al-Taisan, 2010, Ji et al., 2014). También se sabe que el PEG es causante de hiperhidricidad 

(toxicidad por una absorción en exceso de agua), en hojas de betabel (Sen y Alikamanoglu, 2013), 

causando así hipoxia y por lo tanto estrés oxidativo severo (Rojas-Martínez et al., 2010; Verslues et 

al., 1998), debido a la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS), como el peróxido de 

hidrógeno (H2O2). Por otro lado, también se ha reportado acumulación de PEG en las plantas (Lawlor, 

1970; Janes, 1974), inclusive PEG de alto peso molecular de entre 4000 a 8000 g/mol, se ha 

encontrado en plantas que lo absorben, tanto en raíces como en tallos. Se ha encontrado que la 

absorción de PEG en plantas de maíz y frijol es relativamente lenta, a una razón de 1 mg de PEG por 

gramos de peso fresco de la planta (mg/gPf). Sin embargo, cuando las raíces se encuentran dañadas 

o rotas, la razón es mayor (Blum, 2013). Otros ejemplos de ello son las plantas de Gossypium 

hirsutum (algodón), que absorbieron una menor cantidad de PEG (Lawlor, 1970). En plantas de 

Capsicum annuum (pimiento), el PEG con un mayor peso molecular se concentraba principalmente 

en las raíces mientras que PEG con menor peso molecular se acumulaban en las hojas (Janes, 1974). 

Yaniv y Werker (1983) presentaron fotografías sorprendentes de PEG 1500 a 6000 g/mol depositado 

en las hojas de varias solanáceas expuestas a PEG en la raíz durante 24 h o menos. También PEG se 

ha presentado en las  hojas y raíces más viejas de Solanum lycopersicum (tomate) (Jacomini et al., 

1988). 
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Como se ha mencionado, el PEG induce estrés por sequía o estrés hídrico en las plantas (Türkan et 

al., 2005; Al-Taisan, 2010, Ji et al., 2014). Las plantas experimentan estrés hídrico ya sea cuando el 

suministro de agua a sus raíces es limitante o cuando la tasa de transpiración se hace intensa. En 

consecuencia, la capacidad de las plantas para resistir tal estrés es de inmensa importancia 

económica. Todas las plantas tienen tolerancia a la escasez de agua, pero la extensión varía de una 

especie a otra (Rahman et al., 2012). La sequía, como un estrés abiótico, es multidimensional en su 

naturaleza, y afecta a las plantas en varios niveles de su organización. De hecho, en condiciones de 

sequía prolongada, muchas plantas se deshidratan y mueren. El estrés hídrico en las plantas reduce 

el potencial de agua de la célula vegetal y la turgencia, que elevan las concentraciones de los solutos 

en el citosol y matrices extracelulares. Como resultado, el ensanchamiento celular disminuye 

llevando a la inhibición del crecimiento y el fracaso reproductivo. Esto es seguido por la acumulación 

de ácido abscísico (ABA) y osmolitos compatibles como prolina, que causan marchitamiento. En esta 

etapa, hay sobreproducción de ROS y formación de compuestos de captación de radicales tales como 

ascorbato y el glutatión (Rahman et al., 2012).  

Uno de los puntos críticos es el efecto que ejerce PEG sobre las plantas, lo cual varía desde la especie 

de planta, la concentración de PEG y el tiempo que estuvieron expuestas (Blum, 2013). Se ha 

reportado que hojas que contienen PEG, se comportan hidráulicamente diferente de las que no 

tienen PEG, esto cuando las plantas crecen en medio nutritivo con o sin PEG respectivamente (Blum, 

2013). Si el PEG se absorbe dentro de la planta, podría interferir con un crecimiento adecuado de la 

misma, de hecho una dosis de PEG por arriba del 2.5% afecta la morfología de la planta como se ha 

observado en Impatiens walleriana (belén) de una manera grave, relacionando al PEG como una 

barrera para la absorción de nutrientes (Burnett, 2005). Los efectos negativos sobre la nutrición 

mineral (absorción y transporte de nutrientes) y el metabolismo conducen a una disminución en el 

Fig. 1.3 Estructura general del polietilenglicol (PEG). Fuente Sigma-Aldrich. 
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área foliar y a la alteración en la partición asimilada entre los órganos (Rahman et al., 2012). Además, 

el PEG podría causar hiperhidricidad en hojas de betabel (Sen y Alikamanoglu, 2013), causando 

estrés oxidativo severo (Rojas-Martínez et al., 2010; Verslues et al., 1998). Otro factor que se podría 

suscitar al usar PEG, es la contaminación mineral, se ha reportado que PEG con pesos moleculares 

3000-4000 g/mol, contienen altas concentraciones de fósforo y metales tóxicos como aluminio 

(Reid, 1978). Algunos autores recomiendan dosis bajas de PEG para desacelerar el crecimiento en 

plantas de ornato y así facilitar su traslado de un lugar a otro (Burnett, 2005), también se recomienda 

el uso de membranas semipermeables para evitar el contacto directo con PEG (Blum, 2013). 

El uso de PEG 6000 a 8000 g/mol es empírico, era común que durante la época de los años 70 y 80, 

se añadiera PEG 4000-8000 g/mol, a los medios nutritivos en experimentos fisiológicos para inducir 

estrés por sequía en los cultivos. Algunos autores reportan de manera teórica o medida, la relación 

potencial osmótico-concentración, para PEG de diferentes pesos moleculares, la  recomendación 

general, es hacer la revisión de potencial osmótico mediante el uso de un osmómetro o un 

psicrómetro (Blum, 2013; Michel, 1983;  Michel y Kaufmann, 1973).  

 

1.4 Interacciones planta - microorganismos en la rizósfera 

Las interacciones entre las plantas y los microorganismos pueden influir positiva o negativamente 

en el crecimiento de plantas a través una variedad de mecanismos conocidos. La nodulación de las 

leguminosas por rizobios, asociaciones de micorrizas, asociaciones endófitas y factores promotores 

del crecimiento vegetal producidos por bacterias u hongos son los mecanismos establecidos en la 

mayoría de estos tipos de interacciones. Las poblaciones de microorganismos en la rizósfera tienen 

influencias sobre diversos aspectos fisiológicos de crecimiento de la planta incluyendo la morfología 

de la raíz, la relación de peso raíz-brote, la absorción de nutrientes como el calcio, el fósforo y otros 

minerales (Singh et al., 1999; Bais et al., 2008), la tasa de desarrollo y la floración y el rendimiento 

del cultivo (revisado en Sasan, 2012). 

Los hongos son el segundo grupo más frecuente de los microorganismos en el suelo y en ocasiones 

la biomasa fúngica excede la biomasa bacteriana. Las interacciones entre plantas y hongos podrían 

ser beneficiosas, neutrales o perjudiciales. Los hongos patógenos que infectan las raíces, saprófitos 

y micorrizas, se encuentran entre los tres principales tipos de hongos del suelo (Walton et aI., 1994). 

Las plantas se benefician de estas asociaciones con los hongos a través de una mejor captación de 

agua y la absorción de minerales, mayor resistencia a patógenos, y la tolerancia al estrés ambiental 

(Walton et aI., 1994). Los beneficios no se limitan a las plantas, ocasionalmente los hongos se 
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benefician de los nutrientes exudados por las plantas. Los hongos no-mutualistas (por ejemplo, 

Fusarium spp.) también se producen en la rizósfera y en el rizoplano (superficie de la raíz) (Walton 

et aI., 1994). La colonización microbiana de la rizósfera es un primer paso importante en la 

patogénesis de microorganismos transmitidos por suelo y crucial en la aplicación beneficiosa de 

microorganismos (Bais et aI., 2008). 

La capacidad de los hongos micorrízicos para mejorar la tolerancia a la sequía en el trigo ha sido 

reconocida desde la década de 1980 (Allen, 1991). Las micorrizas también mejoran la resistencia al 

calor en el espárrago (Matsubara et al., 2000). La colonización por micorrizas también se asocia con 

la baja regulación de las acuaporinas vegetales, potencialmente disminuyendo la pérdida de agua de 

la planta al suelo circundante (Porcel et al., 2006). Además, las hifas micorrícicas extra-radicales 

brindan a las raíces de las plantas un contacto más estrecho con el suelo, facilitando la absorción de 

agua y/o reduciendo la pérdida de agua debido a los espacios de aire entorno a la raíces (Smith y 

Read, 2008). 

Uno de los principales hongos que tiene una actividad relevante en la rizósfera es Metarhizium 

anisopliae, el cual, es uno de los principales HE a nivel mundial (Greenfield et al., 2016; Vega, 2008; 

Sasan y Bidochka, 2012). Como se ha mencionado, Hu y St. Leger (2002) mostraron la capacidad de 

Metarhizium (M. anisopliae ARSEF 1080) para colonizar la rizósfera. Ellos también mostraron que 

Metarhizium no se distribuye en el suelo al azar si no que muestra asociaciones preferenciales en la 

rizósfera de la planta. Se ha reportado que Metarhizium es más persistente en la rizósfera que en la 

mayor parte del suelo (Hu y St. Leger, 2002), y que tiene una mayor actividad de control biológico 

en su interior (Bruck, 2010). El tema de las poblaciones fúngicas en la rizósfera ha sido bien 

reportado, pero el estudio realizado en 2002 por Hu y St. Leger fue el primer informe de una 

población de HE creciendo en la rizósfera. Se sugiere que la participación de los exudados de las 

raíces focalizados en la rizósfera (Hu y St. Leger, 2002) mejora la esporulación M. anisopliae en la 

rizósfera. Diferentes aislados de M. anisopliae (F52, IP99, y IP285) han mostrado ser competentes 

en la rizósfera para Picea abies, Picea glauca y Taxus bacata en medios nutritivos para macetas sin 

suelo (Bruck, 2010). 

 

1.5 Origen evolutivo de los hongos entomopatógenos 

La especificidad de las relaciones planta – hongo entomopatógeno (P-HE), es uno de los temas que 

más se han discutido debido a que no todas las plantas interaccionan con una cepa de hongo 

endófito o entomopatógeno, debido a las características propias que pueden poseer ambos 
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organismos, por esta razón no todos los casos presentan una interacción ya sea siendo endófitos o 

patógenos de la planta, esto por la misma historia evolutiva que tienen tanto las plantas como los 

hongos (Moonjely et al., 2016; Sasan y Bidochka, 2012; Vega, 2008), inclusive, la interacción puede 

involucrar no nada más un solo microorganismo, sino de toda una comunidad (Greenfield et al., 

2016; Sasan, 2012). Algunos optan por llamar a los hongos entomopatógenos, que además actúan 

como endófitos (ya sea Beauveria, Isaria o Metarhizium), como hongos endófitos entomopatógenos 

(Castillo-López et al., 2014), o como hongos endófitos patógenos de insectos, esto debido a la 

historia evolutiva que han tenido los HE; de ser hongos patógenos de plantas en un inicio de su 

historia evolutiva, pasaron a ser hongos endófitos, y para finalizar, con una característica 

recientemente adquirida, la de HE (Moonjely et al., 2016), por lo tanto estudiar la relación es 

imprescindible para tener un mejor conocimiento en primera instancia de la interacción con las 

plantas y en conjunto con su efecto que tienen sobre los insectos, por lo tanto, se requieren las 

condiciones ideales (Greenfield et al., 2016), para que tanto el  o los microorganismos (en este caso 

los HE), como la planta, interaccionen de la manera adecuada a los tratamientos propuestos 

(Moonjely et al., 2016; Vega, 2008).  

 

1.6 La importancia de los hongos entomopatógenos en el manejo integral de plagas  

La actividad agrícola es esencial para la economía y la generación de alimento a nivel mundial. 

Mantener un ritmo creciente en la productividad agrícola será crucial en las próximas décadas; la 

FAO señala que la producción de alimentos de primera necesidad, deberá aumentar un 60% para 

satisfacer el crecimiento de la demanda esperada. El aumento de la producción agrícola es 

restringido por las pérdidas causadas por los insectos considerados plagas. Para su control, se ha 

hecho el uso de plaguicidas químicos, pero su aplicación indiscriminada, ha tenido efectos adversos 

sobre el medio ambiente y la salud humana; además, las plagas han desarrollado resistencia, 

implicando una menor efectividad de los productos químicos (Dutta et al., 2015; Ortiz-Urquiza et al., 

2014). El Control Biológico como parte del Manejo Integral de Plagas, es una alternativa al uso de los 

agroquímicos. Los hongos entomopatógenos (HE) han sido aprovechados como agentes de control 

biológico, ya que de forma natural pueden causar enfermedad en los insectos llevando a la 

generación de epizootias. La mayoría de los bioplaguicidas disponibles comercialmente están 

formulados a base de los conidios de este tipo de hongos, ya que son las estructuras con las que se 

dispersan en la naturaleza y al entrar en contacto con los insectos, inician el ciclo infectivo (Vega, 

2008). La selección de hongos que puedan ser eficaces para la aplicación en campo, se ha basado en 
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características deseables como son la producción eficiente, la infectividad y la seguridad. (Castillo-

Minjarez, 2015).  

 

1.7 Hongos endófitos y entomopatógenos 

Los endófitos son los microorganismos que colonizan asintomáticamente el tejido vegetal vivo sin 

causar efecto alguno inmediato, evidente, o negativo en la planta (Hirsch y Brown, 1992). Anton de 

Bary (1866), introdujo por primera vez el término "epífitos" a los hongos que viven en la superficie 

de su anfitrión y "endófitos" para aquellos que viven dentro del tejido de la planta. Más tarde, este 

término fue expandido a hongos y bacterias, incluyendo actinomicetos, que pasan la totalidad o 

parte de su ciclo de vida colonizando de manera inter o intracelular el interior de los tejidos vivos 

sanos del hospedero, típicamente sin causar síntoma aparente de enfermedad. La palabra endófito 

proviene de dos palabras griegas, "endon" significa dentro y "phyton" significa planta. Los endófitos 

fueron mencionados por primera vez por Bary en el siglo XIX (Azevedo, 1998) y han sido definidos 

de muchas maneras. Wilson (1995) definió endófito como el hongo que vive internamente y 

permanece asintomático durante al menos parte de su ciclo de vida. También describió la naturaleza 

asintomática de la ocupación endofítica en el tejido vegetal, simbiótica y la relación mutualista entre 

el endófito y su anfitrión. Sin embargo, algunos endófitos pertenecientes a Ascomycota pueden 

cambiar sus interacciones de mutualistas a parasitarias con sus anfitriones (saprófitos agresivos o 

patógenos oportunistas) dependiendo de las condiciones (Vega et al., 2008; Porras-Alfaro y Bayman, 

2011).  

Ciertos hongos endófitos y bacterias han mostrado ser eficientes contra los fitopatógenos. Los 

hongos endófitos son aislados de las plantas y sometidos a las pruebas de actividad antimicrobiana, 

con el fin de investigar su potencial para la aplicación agrícola (Sasan, 2012). Algunas especies de 

Trichoderma que son competentes en la rizósfera (Ahmad y Baker, 1987) y que se utilizan como 

hongos de control biológico contra hongos patógenos de plantas (Harman, 2000), también pueden 

ser endófitos simbiontes de plantas (Yedidia et aI., 1999). Piriformospora indica y Sebacina vermifera 

también forman asociaciones endófitas con plantas y se ha reportado que controlan 

Gaeumannomyces graminis var. tritica (agente causal de la enfermedad "tómalo todo" en el trigo) 

(Ghahfarokhi y Goltapeh, 2010). Se ha reportado que los hongos entomopatógenos (HE), como 

Beauveria bassiana y Lecanicillium spp., proporcionan un control biológico dual tanto de plagas de 

insectos como de patógenos de las plantas (Ownley et al., 2010; Kim et al., 2007). Una serie de 

metabolitos bioactivos producidos por Beauveria spp., se usan en la inhibición directa de plagas, así 

como de patógenos. Beauveria bassiana también se ha reportado como endófito en Gossypium 
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hirsutum (algodón) (Castillo-López y Sword, 2015), y en Solanum lycopersicum (tomate) además de 

protegerlas contra el patógeno Rhizoctonia spp. y Pythium myriotylum (Ownley et aI., 2010). 

Además, B. bassiana ha sido aislado de muchas plantas colonizadas naturalmente (Vega et al., 2008), 

así como después de la inoculación en Zea mays (maíz) (Vakili, 1991; Bing y Lewis, 1992; Jones, 1994; 

Lomer et al., 1997; Cherry et al., 1999; Wagner y Lewis, 2000; Lewis et al., 2001), Solanum tuberosum 

(papa) (Jones, 1994), cadillo (Jones, 1994), etc. Hu y St. Leger (2002) mostraron la capacidad de 

Metarhizium anisopliae para colonizar la rizósfera, además, M. anisopliae presenta actividad 

endófita y promueve el crecimiento en Solanum lycopersicum (jitomate) (Dutta et al., 2015; García 

et al., 2011), Manihot esculenta (yuca) (Greenfield, 2016), Brassica napus (canola) (Batta, 2013). 

Metarhizium robertsii presenta actividad endófita en Phaseolus vulgaris (frijoles blancos) (Sasan y 

Bidochka, 2012), Panicum virgatum (pasto varilla) (Sasan y Bidochka, 2012). Algunas cepas de Isaria 

que pueden ser endófitas, se han aislado de Coffea arabica L. (café) (Vega et al., 2008). Se presume 

que Isaria fumosorosea también presenta actividad endofítica suprimiendo el crecimiento de hongos 

fitopatógenos en Cucumis sativus (pepino) y en Fragaria (fresa) (Kavková y Curn, 2005; Kim et al., 

2007). 

Se han reportado cepas de hongos endófitos que les confieren protección a las plantas expuestas a 

diversos tipos de estrés abióticos (Rodríguez y Redman, 2008), bióticos (Prestidge y Gallagher, 1988; 

Latch, 1993) y/o tanto abióticos como bióticos simultáneamente (Hahn et al., 2008). La colonización 

de un endófito mejora la tolerancia de una planta a muchos tipos de estrés abiótico, como el calor 

(Márquez et al., 2007; Khan et al., 2012b), la sequía (Hahn et al., 2008; Gibert et al., 2012), la 

congelación, la radiación UV-B (Draggen, 2007), la privación de nutrientes, la salinidad (Waller et al., 

2005; Khan et al., 2012a), condiciones alcalinas (Bu et al., 2012) y la contaminación por metales 

pesados (Li et al., 2012; revisados en Rodríguez y Redman 2008). La mejora mediada por hongos del 

rendimiento en la etapa de germinación se conoce como el vitalismo fúngico (Vujanovic y Vujanovic, 

2007). Este proceso es visto como una herramienta moderna para la biotecnología vegetal 

(Vujanovic y Vujanovic, 2007). Además se han reportado, que los hongos endófitos aumentan la 

tolerancia al estrés abiótico en plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas maduras (Márquez et al., 

2007; Rodríguez et al., 2008). 

La inoculación de un endófito puede incrementar el fitness o adaptabilidad de una planta 

confiriéndole tolerancia al estrés por sequía y suelo pobre en nutrientes, o protección contra la 

herbivoría y a enfermedades por hongos (Kuldau y Bacon, 2008; Hubbard et al., 2014). Uno de estos 

endófitos es el hongo Epichloë sp. (Ascomycota, Clavicipitaceae), que aumenta la biomasa de las 

plantas y la producción de vástagos en un 10-15% (Oberhofer et al., 2014). Se ha sugerido que la 

presencia de un endófito mejora el ajuste osmótico de los tejidos de la planta cuando se expone a la 
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sequía, un mecanismo que puede proteger los meristemos apicales y puede mejorar la supervivencia 

de vástagos (Elmi y West, 1995). Sin embargo, se ha observado un crecimiento más rápido de plantas 

inoculadas independientemente del tratamiento de sequía, lo que sugiere que la interacción entre 

plantas y sus endófitos es generalmente mutualista. El desarrollo de mejoras en las plantas se ha 

atribuido a las auxinas producidas por los endófitos (De Battista et al., 1990). Estas fitohormonas 

pueden influir en la división celular, la elongación celular y la asignación de recursos dentro de las 

plantas (Oberhofer et al., 2014). 

Mendarte-Alquisira et al. (2016), han reportado que el establecimiento de la asociación endofítica 

del hongo Lewia sp., en la planta de Festuca arundinacea. Lewia sp., mejorá el crecimiento de la 

planta, así como también las concentraciones de H2O2 y malondialdehido, y reduce la actividad de 

glutatión S-transferasa (GST). Lewia sp., reduce la concentración de H2O2 en plantas expuestas a 

estrés por hidrocarburos e incrementa la actividad de superóxido dismutasa, mientras 

significativamente reducen la actividad de GST.  

Metarhizium robertsii se adhiere a los insectos y las plantas usando dos proteínas diferentes, MAD1 

(Metarhizium ADhesin-like protein 1) y MAD2. Estas se encontraron diferencialmente inducidas en 

la hemolinfa de los insectos y en los exudados de las raíces de las plantas respectivamente, y 

produciendo superficies adhesivas de conidios (Wang y St. Leger, 2007). La expresión de MAD1 y 

MAD2 en Saccharomyces cerevisiae permitieron que las células de levadura se adhieren a la cutícula 

del insecto y a las superficies de las plantas, respectivamente. Metarhizium, es así, un hongo 

competente en la rizósfera con incluso más potencial para el control biológico (St. Leger, 2008; 

Bruck, 2010). 

 

2. Antecedentes 

Se han reportado cepas de hongos entomopatógenos (HE), que también actúan como endófitos, 

confiriéndoles protección a las plantas a diferentes tipos de estrés (Vega et al., 2008; Covarrubias, 

2007). Además, se ha observado que el uso de cepas de hongos micorrízicos, entomopatógenos, y 

endófitos, que provienen o se encuentran aclimatados a la zona donde se inoculan, presentan las 

condiciones óptimas de crecimiento mutualista con las plantas a los cuales han sido propagados 

(Malinowski y Belesky, 2000; Báez-Pérez et al., 2010). 

Además de la colonización de insectos, algunos entomopatógenos pueden colonizar plantas (Vega 

et al., 2008) y la rizósfera (Hu y St. Leger, 2002; Bruck, 2010), y promover el crecimiento de las plantas 

(Kabaluk y Erickson, 2007). El HE Beauveria bassiana ha sido aislado de muchas plantas colonizadas 
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naturalmente (Vega et al., 2008), por ejemplo P. vulgaris (Parsa et al., 2013). Hu y St. Leger (2002), 

demostraron la capacidad de M. anisopliae para colonizar la rizósfera. Sasan y Bidochka (2012), 

reportaron a M. robertsii con actividad endófita y promotora del crecimiento en P. vulgaris.  

En la Universidad Autónoma Metropolita (UAM-I) se tienen distintas líneas de investigación con 

cepas HE, desde experimentos con diferentes especies de insectos, pruebas de calidad de los 

conidios, hasta interacciones con las plantas. Para ello, algunas de las cepas de HE con las que 

actualmente cuenta la UAM-I son: Metarhizium anisopliae CP-OAX, M. anisopliae 59, Beauveria 

bassiana 88 e Isaria fumosorosea CNRCB1 reasignada como Isaria javanica CHE-CNRCB 303 (Gallou 

et al., 2016), junto con las cepas Beauveria bassiana Tac 1.1, Metarhizium robertsii Xoch 8.1 e Isaria 

fumosorosea Cuj 2.1 aisladas de suelo de la CDMX y enviadas al Centro Nacional de referencia de 

Control Biológico (CNRCB) (Estefes-Chávez, 2015; López-Cruceño, 2016). Se han identificado 

molecularmente algunos de los mejores de estos aislados y se propuso una formulación basada en 

estos conidios, que resultó similar a un producto comercial basado en Metarhizium (López-Cruceño, 

2016). También se ha realizado un estudio comparativo de estas cepas en cultivo sólido 

determinando la producción y calidad de los conidios encontrando que Metarhizium robertsii Xoch 

8.1 presentó los mejores resultados de viabilidad e infectividad, usando larvas de Tenebrio molitor. 

Al comparar esta cepa con una comercial identificada como Metarhizium brunneum (Metasin® de 

Agrobionsa®), mostró 50% mayor tolerancia al estrés térmico, medido como tiempo de 

sobrevivencia de los conidios a una temperatura de 42 °C. Se efectuó un escalamiento en la 

producción de conidios con las cepas de Xoch 8.1 y la comercial. Dicho escalamiento, bajo las 

condiciones de estudio, no mostró diferencia significativa entre las cepas en cuanto a producción de 

conidios, germinación y viabilidad (López-Cruceño, 2016). Para el presente estudio se ocuparán 

cepas de HE aislados de zonas agrícolas de la CDMX, resguardadas en la UAM-I, los cuales están 

aclimatados a las condiciones geográficas de la región (temperatura, radiación solar, humedad 

relativa) (Estefes-Chávez, 2015).  

El uso de cepas de hongos provenientes de la CDMX sería una buena opción para proporcionar 

protección a las plantas contra factores estresantes. Algunas de estas cepas aisladas del suelo 

agrícola de la CDMX como son Beauveria bassiana, Metarhizium robertsii e Isaria, pertenecen a 

especies de HE con potencial endofítico (Vega et al., 2008; Sasan y Bidochka, 2012; Kim et al., 2007). 

Si añadimos la potencial capacidad endofítica de estos hongos junto con la capacidad 

entomopatógena que tienen, sin lugar a dudas serán una mejor alternativa para mantener la mayor 

cantidad y calidad de las plantas que el uso de plaguicidas (Dutta et al., 2015).  
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3. Justificación 

El uso de cepas de HE como parte integral del control biológico de plagas son una alternativa viable 

para disminuir el uso de plaguicidas químicos y sus repercusiones ambientales; la capacidad de los 

HE de actuar también como endófitos de plantas añade una ventaja adicional al uso de los HE en 

campo, pues pueden proporcionar protección a las plantas contra factores estresantes. Evaluar la 

capacidad de los HE de formar asociaciones endofíticas con plantas de interés comercial, y los 

efectos protectores de esta asociación contra diversos tipos de estrés, cómo el estrés hídrico, son 

de particular importancia si consideramos que el cambio climático, y las inundaciones o sequias 

causadas por este, podría poner en peligro nuestra seguridad alimentaria. 

 

 

4. Hipótesis 

El establecimiento in vitro de la asociación Phaseolus vulgaris – HE proporcionará protección a la 

planta del estrés inducido por PEG.  

 

 

5.1 Objetivo general 

Establecer la interacción de Phaseolus vulgaris con HE en condiciones de estrés inducido por PEG. 

 

5.2 Objetivos específicos 

a) Seleccionar las semillas cultivables y los HE provenientes de la zona agrícola de la CDMX. 

b) Estandarizar las condiciones particulares para la obtención de plantas y el establecimiento 

de la asociación P-HE bajo condiciones in vitro. 

c) Seleccionar las condiciones de cultivo y la cepa de HE que mejoren el crecimiento vegetal. 

d) Determinar el efecto de la asociación Phaseolus vulgaris – HE en condiciones de estrés 

inducido por PEG. 
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6. Materiales y Métodos 

6.1 Estrategia experimental 

Para la realización de este trabajo, se planearon las siguientes etapas para la fase experimental:  

1)  Implementación de la técnica para la germinación y cultivo in vitro de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 

proveniente de Puebla, y del cultivo y conservación de las cepas de hongos entomopatógenos (HE), 

Beauveria bassiana (Bb) Tac 1.1, Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1 (provenientes de la CDMX) e 

Isaria fumosorosea CNRCB1 reasignada como Isaria javanica (If) CHE-CNRCB 303 (Gallou et al., 2016) 

(proveniente de Colima). 

2) Estandarización de las condiciones adecuadas para el establecimiento de la asociación planta – 

hongo entomopatógeno (P-HE). 

3) Estandarización de las condiciones adecuadas para el establecimiento de la asociación P-HE en 

condiciones de estrés inducido por PEG. 

El diagrama general se puede observar en la Figura 6.1. 

 

 

                              Fig. 6.1. Etapas que se siguieron para el trabajo experimental. 
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6.2 Cultivo del inóculo y conservación de la cepa 

Todas las cepas de hongos entomopatógenos (HE), que se utilizaron para el experimento, Beauveria 

bassiana (Bb) Tac 1.1, Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1 (provenientes de la CDMX) e Isaria 

javanica (If) CHE-CNRCB 303 (proveniente de Colima), están resguardadas en el Centro Nacional de 

referencia de Control Biológico (CNRCB) (López-Cruceño, 2016; Estefes-Chávez, 2015). Las cepas se 

inocularon en medio papa dextrosa agar (PDA) de la marca J. T. Baker®. Se cultivaron a 28 °C con un 

fotoperiodo luz-oscuridad 12:12. Después de 7 días, se conservaron las cepas en agua desionizada 

estéril (López-Lastra et al., 2002), se almacenaron a 4 °C en viales de vidrio con capacidad de 10 mL, 

que contenían 4 mL de agua desionizada estéril, en los cuales se colocaron 4 trozos de agar (5 mm2) 

de cada cepa cultivada (García-Ortiz, 2012). Las cepas utilizadas se propagaron a 28 °C por 7 días con 

fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 previo su uso en la interacción con las plantas de P. vulgaris (Sasan 

y Bidochka, 2012). 

A partir de los conidios conservados en agua destilada se obtuvieron los inóculos. Para la 

conservación por liofilización se adicionaron 20 ml de Tween 80 al 0.05% a 3 matraces de 250 mL 

con 50 mL de medio PDA donde se propagó la cepa durante 7 días, se agitaron en vórtex para 

posteriormente vaciarlos hasta obtener una suspensión concentrada la cual se filtró con gasa estéril 

y posteriormente se estandarizó a una concentración de 1x 107
 conidios/mL (con/mL), después de 

obtener esta suspensión se agregó leche descremada (Svelty®) al 10% (previamente esterilizada a 

120°C por 10 min), suficiente para obtener una suspensión de conidios con una concentración de      

1 x 107
 con/mL (García-Ortiz, 2012). La leche descremada funciona como agente crio protector 

(Hernández-Rosas, 2006) para la liofilización (conservación a largo plazo de las cepas). 

 

6.3 Tratamiento y germinación de semillas de P. vulgaris en condiciones in vitro 

Cada planta requirió de necesidades específicas para su crecimiento ideal, además, las necesidades 

germinativas son distintas en cada planta, sin embargo, existen procedimientos generales que se 

necesitarán llevar a cabo previo a la inoculación con el hongo.  

La técnica que se menciona a continuación, ha sido la adecuación para las plantas de P. vulgaris 

(frijol), la cual se seleccionó de los resultados obtenidos en los experimentos preliminares, por lo 

tanto, forma parte de los resultados (sección 7.2). Las semillas de P. vulgaris, obtenidas de la zona 

agrícola de Cholula, Puebla, se escarificaron térmicamente con el fin de inducir una germinación más 

rápida, para lo cual se sumergieron en agua destilada a 75 °C durante 60 s (Rojas-Loria, 2010; 

Alcántara-Martínez, 2013). Una vez escarificadas, las semillas se desinfectaron a través de su lavado 
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con detergente comercial marca Roma al 4% durante 30 min en agitación, después se hicieron 5 

enjuagues de 1 min cada uno con agua destilada para eliminar el detergente y se colocaron en una 

solución de etanol al 70% por 2 min, finalmente, se sumergieron en una solución de hipoclorito de 

sodio (NaClO) al 2% marca Meyer por 50 min (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Alcántara-Martínez, 

2013); entre cada cambio las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril. Una vez tratadas, las 

semillas se sembraron en cajas Petri con agar-agua (11 g/L; marca J.T. Baker), se mantuvieron en 

oscuridad a una temperatura de 25 °C de 3-7 días hasta su germinación (Alcántara-Martínez, 2013).  

Para la selección de las plántulas se ocuparon semillas germinadas con un tamaño aproximado de la 

radícula de 2 cm. Posteriormente se trasplantó una semilla germinada por caja Magenta® con 70 mL 

de medio MS: Murashige-Skoog (MS, 4.4 g/L), sacarosa y Phytagel (1.8 g/L), de la marca Sigma-

Aldrich, y se colocaron en cámara de incubación (marca Binder), a 25 °C con un fotoperiodo de 16 h 

luz 8 h obscuridad a una intensidad lumínica de 50 µmol/m2s (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Rojas-

Loria, 2010; Alcántara-Martínez, 2013). En la Tabla 6.3.1 se muestra la composición del medio MS.  

 

Tabla 6.3.1. Composición del medio Murashige & Skoog (MS) 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

La tabla muestra la composición del medio MS que se utilizó para el crecimiento de las plantas de P. vulgaris. 

 

6.4 Tratamiento y germinación de semillas de P. vulgaris en condiciones de huerto urbano  

 

A manera de comprobación, se sembraron semillas de P. vulgaris que no germinaron en PDA; 

después de dos semanas de no haber presentado crecimiento de la radícula en las placas de PDA, 

Compuesto  mg/l 
NH4NO3  1650 

KNO3 1900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2.2H2O 440 
EDTA-Na2       37.3 
FeSO4.7H2O       27.8 
H3BO3         6.2 
MnSO4.4H2O       22.3 
ZnSO4.4H2O         8.6 
Na2MoO4.2H2O           0.25 
CuSO4.5H2O             0.025 
CoCl2.6H2O             0.025 
KI          0.83 
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fueron utilizadas para la germinación y crecimiento en huerto urbano en tierra preparada con 

sustrato de hoja en descomposición junto con tierra negra rica en materia orgánica en 

descomposición (principalmente abono de vaca, borrego y caballo), en una proporción de 1:1 

(hojarasca/tierra negra), esto para poder comparar el crecimiento de las plantas utilizadas en 

condiciones in vitro de laboratorio con plantas puestas a crecer en condiciones de campo, debido a 

que las plantas no completaron su ciclo biológico en las condiciones propuestas de laboratorio. Se 

utilizaron 5 macetas con 4 semillas por maceta. Las condiciones climáticas de crecimiento para las 

plantas fueron al aire libre en contacto con luz solar directa, riego cada 3 días de 300 mL con agua 

potable, temperaturas según las condiciones climáticas estacionales de la zona de Iztacalco entre los 

periodos de octubre del 2016 y marzo del 2017. En este periodo se presentaron lluvias esporádicas 

con poca precipitación.   

 

6.5 Pruebas para establecer la relación P-HE 

 

Para el caso de P. vulgaris, la segunda fase del experimento consistió en seleccionar las condiciones 

idóneas de crecimiento para la planta en interacción con las cepas de HE (Bb Tac 1.1, Mr Xoch 8.1 e 

If CHE-CNRCB 303), con sus respectivos controles. Para lo anterior, se tomó como el día 0 cuando las 

plántulas alcanzaran una longitud del tallo de entre 8-10 cm (4-8 días de crecimiento después de ser 

trasplantadas en diferentes medios MS con sacarosa y Phytagel), y se seleccionaron al azar las 

plántulas control, así como las inoculadas con conidios de los HE, a nivel de raíz. Con el fin de obtener 

una concentración de medio ideal para la interacción P-HE, se prepararon diferentes 

concentraciones para las tres diferentes cepas, cada caja magenta contenía 1 semilla germinada. Los 

experimentos preliminares mostraron que la concentración ideal para el establecimiento P-HE es de 

MS5 (medio MS con 5 g/L de sacarosa y 1.8 g/L de Phytagel) y que la cepa más idónea para la tercera 

fase del experimento (condiciones de estrés mediado por PEG) fue M. robertsii comparando con lo 

reportado por Sasan y Bidochka (2012). Estos resultados preliminares se encuentran en la sección 

7.1 de Resultados. 

Las plántulas se inocularon por piquete con cada cepa por separado. Cada inoculación se realizó con 

asa estéril en una campana de flujo laminar. La punción o piquete fue a nivel de raíz. Las plantas de 

control fueron inoculadas de manera simulada (libres de endófito) y se trataron de la misma manera, 

excepto por el uso de agua estéril en lugar del inóculo (Oberhofer et al., 2014). Finalmente las cajas 

se colocaron en una cámara de crecimiento a una temperatura de 25 °C, con un fotoperiodo de 16 
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h luz, 8 h obscuridad por 14 días. Este mismo método, se empleó para las plantas ocupadas en la 

extracción peróxido de hidrógeno (H2O2) (sección 6.10).  

Además de los experimentos de 14 días de interacción P-HE, se elaboraron pruebas preliminares de 

3 meses de interacción de interacción Phaseolus vulgaris – M. robertsii. La metodología es 

exactamente la misma antes mencionada en esta misma sección exceptuando, por el mismo 

crecimiento rápido de la planta, trasplante de medio nutritivo cada mes, que en este caso fue MS0 

(MS sin sacarosa), desde un inicio. 

Se revisó el efecto de cada cepa sobre el crecimiento vegetal a través de una inspección visual 

(análisis cualitativo) y de las siguientes variables cuantitativas: elongación del tallo (desde el 

hipocótilo hasta la punta apical de la planta como se observa en la Fig. 6.5.1), peso seco de raíz (PSr), 

peso seco de tallo (PSt) (sin considerar el peso de los cotiledones) y número de raíces, junto con 

determinaciones de peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxidasa (POX) (Mendarte-Alquisira et al., 

2016; Alcántara-Martínez, 2013; Rojas-Loria, 2010). Para comprobar el establecimiento P-HE, se 

realizaron observaciones por microscopía electrónica de barrido (MEB), según se muestra en la 

sección 6.6 de Materiales y Métodos, junto con pruebas de endofiticidad para comprobar el 

crecimiento de M. robertsii. Para la prueba de endofiticidad, se cortó tejido vegetal de raíz, tallo y 

hoja de plantas con 14 días de interacción P-HE a partir del día 0, como se detalló más arriba, este 

día 0 se toma a partir de que las plántulas alcanzaran un tallo de entre 8-10 cm (Fig. 6.5.1). Cada 

fragmento cortado de raíz, tallo y hoja, se desinfestó utilizando etanol al 70% por 60 segundos y 

NaClO al 1.5% por 10 min; entre cada cambio se utilizó agua destilada estéril. Para el caso de la raíz 

hubo un lavado previo con Tween 80 al 0.05% por 3 min, esto para facilitar el desprendimiento de 

los conidios. Una vez completada la desinfestación, se cortaron en 4 partes y se adhirieron a placas 

con PDA, se incubaron las placas durante 7 días a 28 °C  dejando una huella en otra placa de PDA 

como control. Además, se realizaron pruebas de endofiticidad, junto con los respectivos controles, 

de cortes tanto en raíz, tallo y hoja de plantas con 30 días de interacción P-HE, y tejido vegetal de 

raíz y hoja de plantas con 90 días de interacción P-HE a partir del día 0. Se desinfestó utilizando 

etanol al 70% por 60 segundos y NaClO al 1.2%, 1.8% y 2% para hoja, tallo y raíz por 10 min 

respectivamente; entre cada cambio se utilizó agua destilada estéril (Greenfield et al., 2016; Parsa 

et al., Sasan y Bidochka, 2012). 
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6.6 Preparación de muestras para microscopía electrónica de barrido (MEB) 

Se realizaron observaciones del establecimiento P-HE por MEB utilizando la cepa M. robertsii con 10 

días de interacción en medio MS5 a partir del día 0, la planta control recibió el mismo tratamiento 

exceptuando la ausencia del HE. El primer paso fue fijar muestras de raíz, tallo y hoja de plantas con 

10 días de interacción con M. robertsii en glutaraldehído al 3% en solución amortiguadora de fosfatos 

0.02 M, pH 7.2 (Gomori, 1955), durante 48 horas. Una vez transcurrido este tiempo, el glutaraldehído 

se retiró por decantación y se reemplazó inmediatamente por amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 

7.2, se realizaron de 3 a 5 lavados de 5 min cada uno. Después del lavado se realizó una 

deshidratación con soluciones de alcohol (de 30 a 100%) durante 15 min en cada cambio. La 

deshidratación de las muestras culminó con la desecación al punto crítico utilizando para ello el 

equipo denominado desecador al punto crítico (SAMDRI-780B. Tousimis®) con CO2 para lo cual las 

muestras se colocaron en cápsulas microporosas embebidas en alcohol al 100% e incorporando 

etiquetas de papel bond escritas a lápiz para identificarlas. Las muestras se montaron en soportes 

de aluminio y se recubrieron con una capa de oro de 500 Å de grosor en un recubridor de oro (BAL-

TEC SDC 050) (Bozzola, et al, 1991); se observaron en un microscopio electrónico de barrido (JEOL 

modelo JSM-5900LV) y se obtuvo material micrográfico (Bello et al., 2017; Castillo-Minjarez, 2015; 

Barbosa-Martínez, 2003). 

 

Fig. 6.5.1. Zonas características de P. vulgaris y su crecimiento. Se observan las partes 
importantes de P. vulgaris  y el tiempo transcurrido entre cada etapa de su crecimiento 

desde su germinación hasta su maduración. Fuente: cienciasnaturalesonline.com 

3-7 días para la 
germinación 

Día 0 (inoculación). Longitud 
del tallo de 8-10 cm 

Día 14-30 
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6.7 Pruebas para establecer la relación P-HE en condiciones de estrés inducido por PEG 

Una vez establecida la relación P-HE, se prosiguió con la tercera fase del experimento, limitar a la 

asociación P-HE a condiciones de estrés inducido por PEG. En este punto como se detallará más 

adelante, los resultados preliminares mostraron que M. robertsii y el medio MS5 fueron los 

candidatos idóneos para el crecimiento adecuado de P. vulgaris. De la misma manera como se realizó 

en las pruebas de establecimiento P-HE, se tomó como el día 0 cuando las plántulas alcanzaron una 

longitud de tallo de entre 8-10 cm (4-8 días de crecimiento después de ser trasplantadas a medio 

MS5), y se seleccionaron al azar las plántulas control, así como las inoculadas con conidios de M. 

robertsii (6 x 106
 con/mL), a nivel de raíz. El estrés se realizó trasplantando a las plantas control e 

inoculadas con 14 días de interacción P-HE con MS5 y con MS5 más polietilenglicol (PEG) 6000 al 1% 

y 2%, y PEG 8000 al 7% de la marca Sigma-Aldrich, teniendo un diseño factorial 22. El experimento 

duró un total de 30 días (+/- 1 día) a partir del día 0 (Fig. 2). Este mismo método, se empleó para las 

plantas ocupadas en la extracción de pigmentos (Sección 4.7), peróxido de hidrógeno (H2O2) (sección 

6.10) y peroxidasa (sección 6.11).  

Se revisó el efecto de la interacción P-HE en condiciones de estrés inducido por PEG a través de una 

inspección visual (análisis cualitativo) y de las siguientes variables cuantitativas: elongación del tallo, 

peso seco de raíz (PSr), peso seco de tallo (PSt) y número de raíces (crecimiento y biomasa), junto 

con determinaciones de pigmento, peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxidasa (POX). El diagrama 

del tiempo de experimentación (Fig. 6.7.1), explica de maneca gráfica todos los experimentos 

elaborados. 
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6.8 Procedimiento para la extracción de pigmentos  

Para la extracción y cuantificación de pigmentos se ocuparon muestras frescas de hoja de P. vulgaris 

tratadas con PEG al 1%, tanto con M. robertsii y sin el HE, como se explica en la sección 6.7. De las 

muestras de hoja se cuantificó tanto el área foliar aproximada como el peso fresco. Para cada 

tratamiento, se utilizó un solo foliolo lateral a nivel de la tercera trifoliación del tallo. Una vez medido 

y pesado, el foliolo se cortó en fragmentos pequeños y se maceró con ayuda de mortero con pistilo, 

se agregaron 3 mL de acetona al 100% al momento de macerar, se recuperó todo el sobrenadante 

en un tubo Eppendorf de 5 mL agregando 2 mL más de acetona al 100%, de tal manera que el 

volumen final de la muestra fue de 5 mL. La muestra se homogeneizó en vórtex por 30 s y después 

se centrifugó a 2500 rpm a 20 °C durante 10 min, se extrajo el sobrenadante, se hizo una dilución 

1:5 con agua destilada y las absorbancias se leyeron en un espectrofotómetro UV-visible (Varian, 50 

Conc.), utilizando como blanco acetona al 100%. Se ha reportado que con acetona, la clorofila “a” 

presenta el máximo de absorbancia a 662 nm, la clorofila “b” a 645 y el total de carotenoides a 470 

Fig. 6.7.1. Diagrama esquemático del tiempo de experimentación para la interacción P-HE 
en condiciones de estrés inducido por PEG. 
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nm. La cantidad de estos pigmentos se calculó de acuerdo con las fórmulas de Lichtenthaler y 

Wellburn (1985; Dere et al., 1998), que se muestran a continuación: 

 

 Ca = 11.75 A662 - 2.350 A645 

 Cb = 18.61 A645 - 3.960 A662 

 Cx+c = (1000 A470 - 2.270 Ca - 81.4 Cb)/227 

Donde Ca = Clorofila “a”, Cb = Clorofila “b”, Cx+c = Carotenoides totales 

 

6.9 Obtención de extractos crudos (EC) 

Para las pruebas de cuantificación de H2O2 y POX, se ocuparon extractos crudos de P. vulgaris, los 

cuales fueron previamente tratados con y sin PEG al 1%, tanto con M. robertsii y sin la cepa, como 

se explica en la sección 4.4 y 4.6. Al término del tiempo de cultivo correspondiente, las plántulas se 

cosecharon y se separaron en raíces y tallos. Las raíces se lavaron con agua destilada para eliminar 

el medio sobrante. Cada tejido en fresco, se pulverizó por separado con N2 líquido durante 5 minutos 

y el pulverizado se almacenó a -70°C en un ultra congelador (New Brunswick, U9270-0000), para su 

uso posterior. El tejido pulverizado se resuspendió y homogeneizó con 1 mL de la solución 

correspondiente por cada 100 mg de tejido fresco. Todas las muestras se trataron a 4°C para la 

obtención de los extractos crudos (EC) (Alcántara-Martínez, 2013). 

 

6.10 Peróxido de hidrógeno H2O2 

Los tejidos frescos fueron homogeneizados en buffer de fosfatos de sodio frío (50 mM, pH 7) con 1% 

de polivinilpirrolidona y 5 mM de KCN para después ser centrifugados a 12000 rpm por 10 min a 4 

°C, se extrae el sobrenadante (EC). El EC se mezcló con la solución de reacción que contenía sulfato 

ferroso amónico (250 μM), sorbitol (100 μM), y naranja de xilenol (100 μM) en etanol al 1% con 25 

mM de H2SO4. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente (23 °C) por 30 min, y el complejo 

formado entre Fe2+ y el naranja de xilenol fue espectrofotométricamente medido a 560 nm (Varian, 

50 Conc.). La curva patrón de H2O2 fue preparada con agua destilada en un intervalo de 

concentración de 0.5 a 80 μM (Mendarte-Alquícira, 2013; Cheeseman, 2006). 

 

6.11 Peroxidasa total (G-POX) 

La actividad peroxidasa total se determinó mediante el método descrito por Maehly (1954), usando 

guayacol (G-POX) como sustrato donador de H+. El método cuantifica la tasa de utilización de 
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peróxido para formar un cromóforo (tetra-guayacol) que absorbe a 415 nm (Chance y Maehly, 1955). 

Para cada tejido fresco se utilizó buffer de fosfatos de sodio 50 mM (pH 7) con inhibidor de proteasas 

(P8215, Sigma, 5 µL/100 mg de tejido fresco); el homogenizado se centrifugó a 14000 rpm a 4°C por 

15 min, se extrae el sobrenadante (EC). La mezcla de reacción contenía 200 µL de buffer de fosfatos 

de sodio (50 mM, pH 7), 10 µL de guayacol (1% preparado en buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH 

7), 20 µL de H2O2 (10 mM preparado en buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH 7) y 10 µL de EC. La 

reacción se inició con la adición de H2O2 y en el blanco éste se sustituyó por buffer (50 mM, pH 7). 

La actividad G-POX se determinó en un lector de microplacas, a través del aumento en la absorbancia 

a 415 nm, considerando un ε de 16.8 mM-1 cm-1 (Maehly, 1954). Una unidad G-POX se definió como 

la cantidad de enzima que cataliza la formación de 1 mmol de tetra-guayacol por minuto a 26°C y pH 

7 (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Alcántara-Martínez, 2013). 

 

6.12 Análisis estadístico 

Se realizaron análisis estadísticos ocupando los paquetes estadísticos de NCSS, SPSS con niveles de 

significancia α = 0.05. En la primera etapa experimental se obtuvieron los valores de germinación de 

las plantas. Para la segunda etapa del experimento, establecimiento P-HE y se obtuvo la interacción 

más adecuada, tomando en cuenta el crecimiento de la planta. En la tercera etapa experimental se 

realizó un análisis estadístico factorial en dos fases. En primer lugar, se ocupó la P-HE con los mejores 

niveles de establecimiento. Después, se evaluó el efecto del estrés inducido por PEG en la interacción 

Planta-HE. Los datos obtenidos se evaluaron tomando en cuenta el crecimiento de la planta con las 

variables cuantitativas como peso seco de raíz (PSr), peso seco de tallo (PSt), elongación del tallo y 

número de raíces. 
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7. Resultados 

Este capítulo de resultados se dividirá en varias partes, iniciando con la selección de las plantas con 

las que se ensayó y demostró la interacción planta – hongo entomopatógeno (P-HE). Se presentarán 

también los ciclos biológicos de estas plantas en condiciones de huerto urbano para mostrar que se 

trabajó con semillas capaces de producir plantas sanas. Después se presentarán las variables que se 

midieron en las plantas donde se probó la endofiticidad a partir de distintos cortes de los tejidos 

vegetales. La parte final corresponde a la prueba de resistencia al polietilenglicol (PEG), causante de 

estrés de plantas de Phaseolus vulgaris comparando con y sin la presencia del HE. 

 

7.1 Resultados de la implementación de la técnica de germinación y crecimiento de P. vulgaris  

 

Debido a la contaminación frecuente por crecimiento fúngico distinto a los hongos usados, así como 

de bacterias en las plantas y en los medios de agar-agua y MS (Fig. 7.1.1), también forma parte de 

los resultados la implementación de la técnica para la germinación y crecimiento de P. vulgaris (frijol) 

en condiciones axénicas (solamente el desarrollo de la planta con o sin (c/s) HE). Para ello, se 

experimentaron diferentes tiempos de escarificación, inmersión en etanol e inmersión en NaClO 

para desinfestar, por lo cual, se hicieron 3 experimentos, los cuales se muestran en las Tablas 7.1.1, 

7.1.2 y 7.1.3.   

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
Desinfestación 

Tratamiento 
Escarificación 

a 75 °C (s) 

Detergente 
comercial 
4%, (min) 

Etanol 
70% 
(s) 

Hipoclorito 
de sodio 

1.8% (min) 

MS10 + luz* 60 30 30 35 

MS5 60 30 30 35 

Se pueden observar las condiciones para el primer experimento donde se probaron 2 medios diferentes MS 
y para uno de los tratamientos *con luz desde el inicio de la siembra. 4 cajas Magenta por tratamiento con 2 

semillas por caja. MS = medio Murashige-Skoog, MS5 = MS con 5 g/L de sacarosa, MS10 = con 10 g/L de 
sacarosa, s = segundos, min = minutos. 

Tabla 7.1.1. Diagrama básico para la escarificación y desinfestación de las semillas de P. vulgaris (Experimento 1)  
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Tabla 7.1.2. Condiciones de escarificación y desinfestación para las semillas de P. vulgaris (Experimento 2) 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7.1.3. Condiciones de escarificación y desinfestación para las semillas de P. vulgaris (Experimento 3) 

 

 

 

 

 

 

En el experimento 1 (Tabla 7.1.1) se probaron medios y condiciones de desinfestación diferentes, 

incluyendo los medios MS10 y MS5 y NaClO al 1.8% a diferentes tiempos utilizando 4 cajas Magenta 

por tratamiento con 2 semillas por caja. Los mejores resultados de este primer experimento con P. 

 

   
Desinfestación 

Tratamiento 
Escarificación 

a 75 °C (s) 

Detergente 
comercial 
4%, (min) 

Etanol 
70% 
(min) 

Hipoclorito 
de sodio (%, 

min) 

MS5 60 30 1 1.8%, 40 

   
Desinfestación 

Tratamiento 
Escarificación 

a 75 °C (s) 

Detergente 
comercial 
4%, (min) 

Etanol 
70% 
(min) 

Hipoclorito 
de sodio 
(%, min) 

a) MS5 60 30 2 2.0%, 50 

b) MS5 60 30 2 4.0%, 50 

Fig. 7.1.1. Plantas de frijol con MS10 + luz* presentando contaminación 
fúngica (a), y plantas con MS5 presentando crecimiento bacteriano (b).  

Las semillas todavía presentaban contaminación en algunos casos, por esa 
razón se incrementaron los tiempos de escarificación. MS = medio Murashige-

Skoog, MS5 = MS con 5 g/L de sacarosa, s = segundos, min = minutos. 

Las semillas presentaban ligera contaminación tanto para el caso “a” como el 
“b”. Se tomó el tratamiento “a” como el más adecuado. MS5 = MS con 5 g/L de 

sacarosa, s = segundos, min = minutos. 

a b 
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vulgaris se presentaron con el medio MS5, ya que las plántulas en el medio MS10 presentaron 

contaminación fúngica (Fig. 7.1.1a), aproximadamente de un 80 %; sin embargo, aunque el medio 

MS5 fue más adecuado, las plántulas seguían presentando contaminación bacteriana (Fig. 7.1.1b), 

pero en una menor medida. Se realizó un segundo experimento donde se aumentó el tiempo de 

inmersión en NaClO al 1.8% (Tabla 7.1.2), y como resultado hubo un menor número de semillas 

contaminadas por caja. Para seguir aminorando la contaminación de las semillas, se realizó un 

experimento 3 (Tabla 7.1.3), donde se incrementó la concentración de NaClO y los tiempos de 

inmersión, dando por resultado leves apariciones fúngicas y bacterianas. Esto dio por resultado que 

la contaminación se redujo considerablemente. La técnica que mejor se adecuó al tratamiento de 

germinación y crecimiento de P. vulgaris es la “a” (Tabla 7.1.3), ya que una concentración alta de 

NaClO, podría aumentar la oxidación en las semillas. Las condiciones de “a” son exactamente las 

mismas mencionadas en la sección 6.3 de Materiales y Métodos como método idóneo de 

escarificación, desinfestación y crecimiento de P. vulgaris. 

Además de los tratamientos, otra problemática a resolver fue el crecimiento acelerado de P. vulgaris, 

para ello, se tuvieron que ajustar las cajas Magenta (Fig. 7.1.2a), dado que las plántulas alcanzaban 

una altura del tallo de aproximadamente 10 cm entre 4-7 días después de trasplantar la semilla 

germinada al medio MS, y una vez alcanzado el tope de la caja, la plántula corría el riesgo de 

fracturarse, entonces se optó como mejor opción las bolsas para plantas de la marca Sigma (Fig. 

7.1.2b), en lugar de usar las cajas Magenta modificadas.  

Fig. 7.1.2. Plántulas de P. vulgaris dentro de cajas Magenta ajustadas (a), 
y en bolsas para plantas de la marca Sigma (b). Se puede observar que las 

plántulas crecieron mejor en las bolsas de Sigma. 
 

a b 
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7.2 Resultados de la germinación de P. vulgaris  

Las semillas de P. vulgaris del experimento 1 con medio MS5 (Tabla 7.1.1), presentaron una CDG 

promedio del 57.1% ± 20.20 con un TMG promedio de 3.0 ± 0.88 días (1 lote con 6 cajas, 7 semillas 

por caja). En cuanto a las semillas del experimento 2 (Tabla 7.1.2), éstas presentaron una CDG 

promedio del 77.1% ± 17.68 con un TMG promedio de 3.8 ± 0.79 días (1 lote con 8 cajas, 6 semillas 

por caja). Por otro lado, las semillas del experimento 3 tratamiento “a” (Tabla 7.1.3), presentaron 

una CDG promedio del 62.5% ± 21.65, con un TMG promedio de 4.0 ± 0.34 días (1 lote con 3 cajas, 

8 semillas por caja; Fig. 7.2.1a). Las semillas del experimento 3 tratamiento “b” (Tabla 7.1.3), 

presentaron una CDG promedio del 75%, con un TMG promedio de 3.2 ± 0.39 días (1 lote con 3 cajas, 

8 semillas por caja; Fig. 7.2.1b).  

Como se ha mencionado, los experimentos 1 y 2 presentaron contaminación fúngica y bacteriana, 

por ello se incrementó la concentración de NaClO, así como el tiempo de inmersión de las semillas 

en esta solución (experimento 3). En el experimento 3 se probaron 2 concentraciones de NaClO, al 

2% y al 4%, en ambos casos las semillas presentaron ligera contaminación, y debido a que no se 

presentó una diferencia considerable entre la CDG y TMG de “a” y “b”, se optó por el tratamiento 

“a” (donde se ocupó una concentración de NaClO del 2%), como el más adecuado para germinar y 

desinfestar las semillas de P. vulgaris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.2.1. Germinación de frijol con NaClO al 2% como desinfestante (a), y con NaClO al 4% (b). Los gráficos 
muestran la CDG de P. vulgaris utilizando concentraciones de NaClO al 2% y al 4% por 50 min para desinfestar las 
semillas. La caja 1 de la fig. b, no se observa porque las semillas tuvieron una CDG similar a la caja 3 y las curvas se 

traslapan.  
 

a 
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7.3 Resultados preliminares de crecimiento de P. vulgaris en condiciones de huerto urbano  

 

Debido a que las plantas no completaron su ciclo biológico en las condiciones propuestas de 

laboratorio, inclusive para plantas con casi 4 meses de crecimiento in vitro, se sembraron semillas 

de P. vulgaris en condiciones de huerto urbano, para así comprobar su germinación, crecimiento y 

productividad de las semillas utilizadas en el experimento. 

Los resultados mostraron una germinación del 60 % de las 20 semillas en total utilizadas para este 

experimento (4 semillas por maceta). También se observó que las plantas en condiciones de campo 

completan su ciclo (Figs. 7.3.1 y 7.3.2). 

A continuación, se describe la cronología del ciclo biológico de las semillas de P. vulgaris de Cholula, 

Puebla: a) 19 de octubre 2016, siembra en tierra, b) 5-15 de enero 2017, floración (Fig. 7.3.1), c) 20 

de enero 2017 formación de la vaina (Fig. 7.3.2a), d) 30 de enero al 5 de marzo 2017, maduración 

de la vaina (Fig. 7.3.2b) y e) 6 de marzo 2017, cosecha (semillas maduras). 

Las semillas de P. vulgaris que no germinaron en PDA y que fueron utilizadas para la germinación y 

crecimiento en huerto urbano, presentaron una capa mucilaginosa. Al inicio se sospechó de 

crecimiento bacteriano (lo cual todavía no queda del todo descartado), posiblemente esta capa 

protegió a las semillas de una germinación precoz, como en el caso de la planta Ocimum basilicum 

(albahaca) (Zhou, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7.3.1. P. vulgaris puesta en condiciones de huerto urbano con 3 meses de crecimiento. Se puede 

observar la floración de P. vulgaris de semillas no germinadas en el laboratorio. La flecha roja señala la flor 
(a), además, se puede observar un acercamiento a la flor (b). 

a b 
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7.4 Resultados de crecimiento con 14 días de interacción P-HE  

Para este análisis, se tomaron en cuenta las variables cuantitativas como peso seco de raíz (PSr) (Fig. 

7.4.1A), peso seco de tallo (PSt) (Fig. 7.4.1B), elongación del tallo (Fig. 7.4.2A) y número de raíces 

(Fig. 7.4.3A), a partir de plantas con 14 días de interacción con los HE utilizados (Bb, Mr e If). Estos 

resultados se presentan en las figuras por variable y tratamientos (control y los HE inoculados), las 

cuales se analizaron con los paquetes estadísticos Prism, NCSS y SPSS. Algunas plantas tratadas con 

HE presentaron ligera clorosis, sin embargo, esto no afectó su biomasa (Fig. 7.4.4).  

Como se puede observar en las figuras de las variables cuantitativas analizadas, ninguno de los 

tratamientos presentó diferencias significativas (ANOVA, α = 0.05, comparación de medias por 

Tukey, n = 6, 4, 6, 3). En cuanto al PSr (Fig. 7.4.1A), hay datos entre 40-120 mg, y en el caso de PSt 

(Fig. 7.4.1B), entre los 100-170 mg. Para el caso de longitud del tallo, la medida se tomó a partir del 

inicio del tallo (hipocótilo) hasta la punta apical del mismo como indican las flechas rojas de la Fig. 

7.4.2B. La longitud oscila entre los 20-35 cm para estos tratamientos (Fig. 7.4.2A). Para el caso de 

número de raíces (Fig. 7.4.3A), los datos se encuentran entre las 6-25 raíces contabilizadas, en este 

último punto, cabe señalar una tendencia de crecimiento radial para el tratamiento de Mr (Fig. 

7.4.3B), a pesar de que estadísticamente no se observen diferencias significativas.  

 

Fig. 7.3.2. Maduración de la vaina de P. vulgaris puesta en condiciones de huerto urbano con 3-4 meses de 
crecimiento. Se puede observar el fruto (vaina), no maduro de la planta de P. vulgaris con 3 meses de 

crecimiento (a), además, se puede observar la vaina madura (planta con 4 meses de crecimiento), como 
indica la flecha roja (b). 

 

a b 
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Fig. 7.4.2. Longitud del tallo. Se muestra el gráfico de las longitudes de los tallos medidos en las plantas (A) y un 
ejemplo de medición con una planta control (B). La medida del tallo se tomó a partir del inicio del tallo (hipocótilo) 

hasta la punta apical del mismo como indican las flechas rojas (B). Las letras diferentes indican diferencias 
significativas, ANOVA, α = 0.05 (p = 0.0832), comparación de medias por Tukey, n = 6, 4, 6, 3. cm = centímetros  

a  a 

a 

P e s o  s e c o  t a l l o

T r a t a m i e n t o

P
e

s
o

 (
m

g
)

C
o

n
t r

o
l  

S
T

B
b

 S
T

M
r  S

T

I f
 S

T

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0 a 
a 

a a 

Fig. 7.4.1. Peso seco de raíces (A) y Peso seco de tallos (B). Se puede observar que PSt presenta una mayor 
biomasa seca que PSr. Las letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (PSr p = 

0.2117; PSt p = 0.1169), comparación de medias por Tukey, n = 6, 4, 6, 3.  
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7.5 Resultados de crecimiento con 3 meses de interacción P. vulgaris - M. robertsii  

Se muestran los resultados cualitativos de crecimiento con 3 meses de interacción P. vulgaris - M. 

robertsii. Las plantas se inocularon a los 4 días de trasplantar la semilla germinada al medio MS0 (sin 

sacarosa). En un inicio se tenían 2 plantas tratadas con Mr y 1 planta control, las plantas con Mr 

sobrevivieron (Fig. 7.5.1A), sin embargo, la planta control murió a los 2 meses de crecimiento, justo 

después de hacer otro trasplante en medio MS0, debido a que el medio estuvo a punto de agotarse 

Fig. 7.4.3. Número de raíces. Se puede observar el gráfico del número de raíces contadas por cada planta (A). 
Algunas de las plantas tratadas con Mr presentaron crecimiento radicular entre la parte inicial del tallo 

(hipocótilo) y las cicatrices de los cotiledones como señala la flecha amarilla (B). Las letras diferentes indican 
diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (p = 0.0513), comparación de medias por Tukey, n = 6, 4, 6, 3 

  

1 cm 

Fig. 7.4.4. Planta tratada con Mr, la flecha blanca indica ligera 
clorosis en las hojas simples, sin embargo, no afectó su biomasa 
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(capa de 5 mm de alto en una caja Magenta). Las plantas tratadas con el HE sobrevivieron casi 4 

meses (Fig. 7.5.1B y C); sin embargo, las plantas murieron cuando se realizó el tercer trasplante. De 

estas plantas se obtuvo prueba de endofiticidad en raíz y en hoja a los 3 meses de interacción que 

se encuentra en la sección 7.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.6 Resultados de la prueba de endofiticidad con 14 días de interacción P-HE  

En esta sección se presentan los resultados de las pruebas de endofiticidad para la interacción P. 

vulgaris-Mr de 14 días, en placas con PDA para fragmentos de raíz (Figs. 7.6.1 y 7.6.2), raíz secundaria 

(Fig. 7.6.3), tallo (Figs. 7.6.4 y 7.6.5) y hoja (Fig. 7.6.6), con sus respectivos controles (huellas), además 

de vistas de hifas y conidios (Fig. 7.6.5D). Las pruebas resultaron positivas para la zona radicular y 

tallo. Los números romanos indican la proximidad hacia la zona media de la planta (hipocótilo), entre 

mayor sea el número, más alejado se encuentra de esta zona. La placa control (huella), de uno de 

los cortes de raíz (Fig. 7.6.2A), presentó contaminación de Mr como indica la flecha amarilla, lo que 

sugiere realizar una desinfestación más agresiva.  

Fig. 7.5.1 Planta con 2 meses de interacción con Mr (A) y con 3 meses de interacción 
(B y C), en medio MS0. Se puede apreciar la gran cantidad de área foliar en las 

plantas, principalmente en las plantas B y C 

A 
B 

C 
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Cabe aclarar que se hizo un seguimiento de cada una de las placas cada 7 días después de tomar las 

imágenes, en ninguna creció algo fuera de lo normal de lo ya antes mencionado. 

 

 

Fig. 7.6.1. Corte de raíz, parte media. 5 días en PDA. Se 
observa huella (control) (A), y fragmento de raíz con Mr (B). 

 

Fig. 7.6.2. Corte de raíz, parte más proximal al tallo. 5 días en PDA. Se observa 
huella (A), la flecha indica crecimiento de Mr, y fragmento de raíz con Mr (B). 
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En las Figura 7.6.3B se puede observar el crecimiento radial característico del género Metarhizium, 

con coloraciones verde obscuras en la zona de los conidios a blancas en la zona de las hifas. 

 

 

Fig. 7.6.3. Corte de raíz secundaria. 10 días en PDA. Se observa 
huella (A), y raíz secundaria con Mr (B). 

 

Fig. 7.6.4. Corte de tallo, parte distal (a nivel de los cotiledones). 10 días en PDA. Se 
observa huella (A), y fragmento de tallo con Mr donde la flecha amarilla indica (B). 
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Fig. 7.6.5. Corte de tallo, zona del hipocótilo presentando crecimiento de Mr. 10 días en PDA. Se observa 
huella (A), fragmentos de tallo con Mr (B) con un acercamiento (C), e hifas y conidios (flecha), de una 

etapa inicial de Mr con 3 días de crecimiento en PDA a 4X (D). 

1 cm 

A B 

D C 
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7.7 Resultados de la prueba de endofiticidad con 30 días de interacción P-HE  

En esta sección se presentan los resultados de las pruebas de endofiticidad para la interacción P. 

vulgaris-Mr de 30 días, puestas en placas con PDA durante 10 días, para fragmentos de raíz (Fig. 

7.7.2), tallo (Fig. 7.7.1), y hoja (Fig. 7.7.3), vistas de hifas y conidios en corte de raíz (Fig. 7.7.5), con 

sus respectivas placas control (huellas).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.6.6. Corte de hoja. 10 días en PDA. Se observa huella (A), y 
fragmentos de hoja sin crecimiento de Mr (B). 

1 cm 

A B 

1 cm 

Fig. 7.7.1. Cortes de tallo con 30 días de interacción P-HE. 10 días en PDA. Se muestran los 
fragmentos de raíz con Mr a nivel de hipocótilo (A), entre hipocótilo y marca de los cotiledones (B) y a 

nivel de la marca de los cotiledones (C). 

C B A 
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También se realizó prueba de endofiticidad en planta sin Mr (Fig. 7.7.4), donde se demuestra que no 

hay crecimiento de otro microorganismo. Como se muestra en las figuras, la prueba resulto positiva 

(crecimiento de Mr), para la parte inicial de la raíz, raíz secundaria, la parte inicial del tallo y la parte 

final del tallo (a nivel de los cotiledones). También se hicieron pruebas en plantas no inoculadas 

(control, Fig. 7.7.4), resultando negativas.  

 

 

 

 

 

Fig. 7.7.2. Cortes de raíces con 30 días de interacción P-HE. 10 días en PDA. Se muestran los fragmentos 
de raíz con Mr (D), y los de raíces secundarias (B), con sus respectivos controles (C y A).  
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1 cm 

Fig. 7.7.3. Corte de hoja (5𝑚𝑚2) con 30 días de interacción. 10 días en PDA. Se muestran los fragmentos de 
hoja de plantas en interacción con Mr sin crecimiento del HE (B y D), con sus respectivos controles (A y C). 

Algunos fragmentos de hoja presentaron oxidación debido al contacto con el NaClO (flechas amarillas). 

Fig. 7.7.4. Cortes de los controles de hoja y raíz con 30 días sin interacción P-HE. 10 días en PDA. 
Se muestran los fragmentos de raíz y de hoja de plantas sin Mr (B y D), con sus respectivos 

controles (A y C).  Como se observa, no se presentó crecimiento alguno en ninguna de las placas. 
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7.8 Resultados de la prueba de endofiticidad para plantas con 3 meses de interacción P-HE 

 

Como se mencionó en la sección 7.5, a continuación, se presentan los resultados de las pruebas de 

endofiticidad para la interacción P. vulgaris-Mr de 3 meses, puestas en placas con PDA durante 15 

días, para fragmentos de raíz (Figs. 7.8.1B), y hoja (Fig. 7.8.1D), con sus respectivos placas control 

(huellas) (Figs. 7.8.1A y 7.8.1C).  

 

 

 

 

Fig. 7.7.5. Corte de raíz secundaria con 30 días de interacción. 3 días en PDA. Vista 
de hifas y conidios saliendo del corte de la raíz (flechas negras).  
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7.9 Resultados de las observaciones por microscopía electrónica de barrido (MEB) 

Como parte de las observaciones de la interacción P-HE entre P. vulgaris y M. robertsii se obtuvieron 

las siguientes microfotografías por microscopía electrónica de barrido (MEB), donde resalta la 

presencia de conidios de 5.80 µm (Figs. 7.9.2 y 7.9.4) y de micelio (Figs. 7.9.1, 7.9.3 y 7.9.5), a nivel 

D C 

A B 

Fig. 7.8.1. Cortes de raíces y hojas con 3 meses de interacción P-HE. 15 días en PDA. Se 
muestran los fragmentos de raíz (B), y de hoja (D), de plantas con Mr con sus respectivos 

controles (A y C).   
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de raíz, micelio a nivel de hipocótilo (Fig. 7.9.6) y ausencia del hongo a nivel del tallo (Fig. 7.9.7), en 

plantas con 10 días de interacción con la cepa y su respectivo control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fig. 7.9.2. Corte de raíz de P. vulgaris. Se observan conidios de M. robertsii de 5.80 µm. La muestra se tomó a 
los 10 días de interacción P-HE. 

 

Fig. 7.9.1. Cortes de raíz de P. vulgaris. Se observa micelio de M. robertsii (Mr) en la epidermis de la raíz 
(flechas rojas), con 10 días de interacción con el HE, y planta control sin hongo (C).  

 

C Mr 
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Fig. 7.9.3. Corte de raíz de P. vulgaris. Se observa micelio de M. robertsii en la epidermis de la raíz (flechas 
blancas). La muestra se tomó a los 10 días de interacción P-HE. 

 

. 

Fig. 7.9.4. Corte de raíz de P. vulgaris. Se observan conidios de M. robertsii. La muestra se tomó a los 10 días 
de interacción P-HE. 

 

Fig. 7.9.5. Corte de raíz de P. vulgaris donde se observa micelio de M. robertsii. La muestra se tomó a los 
10 días de interacción P-HE. 
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7.10 Resultados de crecimiento de la interacción P-HE en condiciones de estrés por PEG 

A partir de los resultados anteriores que muestran una asociación entre P. vulgaris y Mr, se procedió 

a las pruebas de estrés por PEG como se describe a continuación. Se tomaron en cuenta las variables 

cuantitativas peso seco de raíz (PSr), peso seco de tallo (PSt), elongación del tallo y número de raíces. 

Los datos se visualizan en las figuras 7.10.1-7.10.7 (exceptuando 7.10.6), organizadas por variable y 

tratamiento de la siguiente manera: control (sinMr), plantas “control” inoculadas (conMr), plantas 

con PEG sin la presencia de hongo (PEGsin), y con la presencia del hongo (PEGMr), analizados con 

NCSS y SPSS.  

Tomando en cuenta que se deseaba experimentar con diferentes niveles de estrés, los primeros 

experimentos se llevaron a cabo con PEG 8000 a una concentración de 7% por volumen de medio 

MS5 (Türkan, et al., 2005). La sobrevivencia en este experimento fue del 66%, las plantas sufrieron 

un estrés extremo. Subsecuentemente, se redujeron los niveles al 2% y 1% con PEG 6000 (Burnett, 

et al., 2005), obteniendo un estrés severo y moderado, respectivamente. 

 

 

 

10kv, 56 .10 µm, 200X 

Fig. 7.9.6. Corte a nivel de hipocótilo (A), donde se observa micelio (flecha blanca) de Mr y vellosidades (flecha 
amarilla), y corte a nivel de tallo (debajo de la marca de los cotiledones) (B) de P. vulgaris con M. robertsii. La 

muestra se tomó a los 10 días de interacción P-HE. 
 

10kv, 249.32 µm, 45X 

A B 
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Se pueden observar los resultados obtenidos de número de raíces (Fig. 7.10.1A), PSr (Fig. 7.10.1B), 

PSt (Fig. 7.10.2A), y longitud del tallo (Fig. 7.10.2B), por cada planta con medio MS5 + PEG 8000 al 

7%, en general, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figs. 7.10.1A y 7.10.2), 

exceptuando el caso de PSr tratamiento PEGsin (Fig. 7.10.1B), donde se observan diferencias 

significativas entre los grupos (p = 0.0079). Además, la Fig. 7.10.3A, muestra un estrés extremo 

debido a PEG, como se ha mencionado, la sobrevivencia en este experimento fue del 66%, esto 

concuerda con lo reportado con plantas de P. vulgaris por Blum (2013) y algodón (Lawlor 1970), con 

respecto a la absorción de PEG hacia el interior de las plantas provocando estrés. 

 

 

 

 

 

Fig. 7.10.1. Número de raíces (A), y peso seco de raíz (B) por cada planta con medio MS5 + PEG 8000 al 7%. Las letras 
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (# raíces p = 0.5188; PSr p = 0.0079), comparación de medias 

por Tukey, n = 4, 5, 2, 2 
  
 

  

Peso seco raíz 8000 7% 

  

Fig. 7.10.2. Peso seco de tallo (A), y longitud del tallo (B), por cada planta con medio MS5 + PEG 8000 al 7%. Las 
letras diferentes indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (PSt p = 0.1576; Longitud del tallo p = 

0.1263), comparación de medias por Tukey, n = 4, 5, 2, 2 
  

a 
a 

a 
a 

A B 

A B 
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Fig 7.10.3. Plantas en contacto con PEG. Se observa una planta PEGsin (sin Mr), con un estrés extremo 
con medio MS5 + PEG 8000 al 7% (A), una planta PEGsin con medio MS5 + PEG 6000 al 2% (B), y una 

planta PEGMr (con Mr), con medio MS5 + PEG 6000 al 2% (C). El 33% de las plantas con medio MS5 + PEG 
8000 al 7% se secaron, entre el segundo y el tercer día después de estar en contacto con PEG, se 

marchitaron.   

 

  

A B 

Fig. 7.10.4. Peso seco de raíz por cada planta con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (A) y al 2% (B). Las letras diferentes indican 
diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (PSr con PEG 6000 al 1% p = 0.6705; PSr con PEG 6000 al 2% p = 0.009), 

comparación de medias por Tukey, para A n = 4, 5, 4, 5, para B n = 4, 5, 4, 6. 
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Medida del tallo del hipocótilo hasta la parte apical 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

a 

a a 
a 

Fig. 7.10.5. Número de raíces por cada planta con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (A) y al 2% (B). Las letras 
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (# raíces con PEG 6000 al 1% p = 0.470; # raíces con 

PEG 6000 al 2%  p = 0.264), comparación de medias por Tukey, para A n = 4, 5, 4, 6, para B n = 4, 5, 4, 6. 
  

A B 

A 

B 

B 

Fig. 7.10.6. Peso seco de tallo por cada planta con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (A) y al 2% (B). Las letras diferentes 
indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (PSt con PEG 6000 al 1% p = 0.017; PSt con PEG 6000 al 2%                  

p = 0.204), comparación de medias por Tukey, para A n = 4, 5, 4, 5, para B n = 4, 5, 4, 6. 
  

Fig. 7.10.7. Longitud de tallo (cm) por cada planta con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (A) y al 2% (B). Las letras 
diferentes indican diferencias significativas, ANOVA, α = 0.05 (tallo con PEG 6000 al 1% p = 0.6873; tallo con PEG 

6000 al 2% p = 0.005), comparación de medias por Tukey, para A n = 4, 5, 4, 5, para B n = 4, 5, 4, 6. 
  

A 
a 



56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Con respecto a los experimentos elaborados con medio MS5 + PEG 6000 al 2%, el estrés no provocó 

la muerte de las plantas tratadas, pero en el caso de las plantas sin el HE Mr, con medio MS5 + PEG 

6000 al 2% (PEGsin), se presentó sequía y marchitamiento. Como se observa en las Figuras 7.10.3B 

y 7.10.8C, las plantas en contacto con Mr, con medio MS5 + PEG 6000 al 2% (PEGMr), se encontraban 

más sanas que las PEGsin (Figs. 7.10.3C y 7.10.8D), se encontraron diferencias significativas entre 

grupos, tal es el caso de PSr tratamiento PEGsin (Fig. 7.10.4B), donde difiere de los demás grupos 

exceptuando de PEGMr con una p = 0.009, también del caso de longitud de tallo (Fig. 7.10.7B) donde 

PEGMr difiere de los demás grupos exceptuando de conMr (p = 0.005). 

Para finalizar este apartado, los experimentos elaborados con medio MS5 + PEG 6000 al 1%, el estrés 

no provocó la muerte de las plantas tratadas, pero en el caso de las plantas sin el HE Mr, con medio 

MS5 + PEG 6000 al 1% (PEGsin), se presentó sequía y marchitamiento moderado. Como se puede 

observar en las Figuras 7.10.9A y 7.10.2B, las plantas en contacto con Mr, con medio MS5 + PEG 

A 
D 

B C 

Fig 7.10.8. Plantas tratadas con y sin PEG con 30 días de tratamiento total a partir del día 0. Se observa 
una planta sinMr tratada con medio MS5 (A), una planta conMr tratada con medio MS5 (B), una planta 
PEGsin tratada con medio MS5 + PEG 6000 al 2% (C), y una planta PEGMr tratada con medio MS5 + PEG 

6000 al 2% (D). Como se puede observar, la planta más perjudicada fue la PEGsin tratada con medio MS5 
+ PEG 6000 al 2% (C) presentó inicios de marchitamiento entre los días 5-7 después de estar en contacto 

con PEG. La barra azul indica una escala de 30 cm. 
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6000 al 1% (PEGMr), se encontraban más sanas que las PEGsin (Figs. 7.10.9B y 7.11.2A), en general, 

no se encontraron diferencias significativas entre grupos (Figs. 7.10.4A, 7.10.5A y 7.10.7A), 

exceptuando el caso de PSt tratamiento PEGsin (Fig. 7.10.6A), donde se observan diferencias 

significativas entre los grupos (p = 0.017), a excepción PEGsin con sinMr (Fig. 7.10.6A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 7.10.9. Plantas tratadas con y sin PEG con 30 días de tratamiento total a partir del día 0. Se observa 
una planta PEGsin tratada con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (A), y una planta PEGMr tratada con medio 
MS5 + PEG 6000 al 1% (B). Como se puede observar, la planta más perjudicada fue la PEGsin presentó 

inicios de marchitamiento y clorosis entre los días 10-14 después de estar en contacto con PEG.  

 

  

A 

B 
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7.11 Resultados de la extracción de pigmentos de P. vulgaris en interacción con M. robertsii en 

condiciones de estrés inducido por PEG 

A continuación, de la extracción de pigmentos de P. vulgaris en interacción con M. robertsii en 

condiciones de estrés inducido por PEG (medio MS5 + PEG 6000 al 1%). Se pueden observar los 

diferentes pigmentos medidos en las plantas (clorofila a, b, y carotenoides), en fragmentos de hoja 

para una planta sin Mr (PEGsin) y otra con Mr (PEGMr), cabe destacar que el tratamiento de PEGMr 

sobresale ligeramente de los demás (Fig. 7.11.1). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Fig. 7.11.2 se presentan Plantas en medio MS5 + PEG 6000 1% utilizadas para la prueba de 

pigmentos. Se observa una planta con PEGsin (Fig. 7.11.2B) y una PEGMr (Fig. 7.11.2A). La planta 

inoculada con Mr (PEGMr), a pesar de tener ligeramente una menor altura, presenta las hojas más 

verdes y más sanas que las hojas PEGsin. 

 

 

 

Fig. 7.11.1. Pigmentos de P. vulgaris con medio MS5 + PEG 6000 al 1%. Se muestran las mediciones 
de pigmentos (clorofila a, b, y carotenoides), en fragmentos de hoja para una planta sin Mr (PEGsin) 

y otra con Mr (PEGMr), cabe destacar, que el tratamiento de PEGMr sobresale ligeramente de los 
demás. (mg/gPf) = miligramos de pigmento/gramos de peso fresco de la planta. 
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7.12 Resultados de la extracción de peróxido de hidrógeno de P. vulgaris en interacción con M. 

robertsii en condiciones de estrés inducido por PEG 

En este apartado se muestran los resultados de la extracción de peróxido de hidrógeno (H2O2), con 

14 días de interacción P. vulgaris-Mr (Fig. 7.12.1A), y P. vulgaris ya establecido con Mr, en contacto 

con medio MS5 + PEG 6000 al 1% (Fig. 7.12.1B), tal se explica en la sección 6.10 de Materiales y 

métodos.  

Se observa que la concentración de H2O2 en conMr (interacción P. vulgaris-Mr), sobresale de las 

demás (Fig. 7.12.1A), esto seguramente es debido al estrés que se genera con el contacto inicial 

(establecimiento), donde la planta presenta un periodo de aclimatación al hongo (Mendarte-

Alquisira et al., 2016; Cheeseman, 2006).  

 

 

Fig. 7.11.2. Plantas en medio MS5 + PEG 6000 1% utilizadas para la prueba de pigmentos. Se observa 
una planta con PEGsin (B) y una PEGMr (A). La planta inoculada con Mr (PEGMr), a pesar de tener 

ligeramente una menor altura, presenta las hojas más verdes y más sanas que las hojas PEGsin.  

A B 
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Cuando las plantas son sometidas a estrés, la cantidad de H2O2 en PEGsin incrementó 

considerablemente, pero la cantidad de H2O2 en PEGMr se encuentra casi al mismo nivel (Fig. 

7.12.1B), en vez de duplicarse si la planta hubiese sido sometida a un estrés mayor, lo que podría 

confirmar el establecimiento P-HE (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Rojas-Martínez et al., 2010; 

Cheeseman, 2006), que además, ayudaría a mitigar o amortiguar el efecto del estrés inducido por 

PEG (Türkan et al., 2005; Burnett et al., 2005).  

 

7.13 Resultados de la extracción de peroxidasa de P. vulgaris en interacción con M. robertsii en 

condiciones de estrés inducido por PEG 

 

A continuación, se muestran los resultados de la extraccón de la enzima peroxidasa, de la interacción 

P. vulgaris-Mr (en contacto por 15 días), que estuvo en contacto con PEG 6000 al 1% (adicionado al 

medio MS5), por 15 días (30 días en total a partir del día 0) (Fig. 7.13.1), para los tratamientos PEGsin 

y PEGMr. Como se puede observar en la Fig. 7.13.1, el tratamiento de PEGsin sobresale de los demás, 

alcanzando un valor de 145 u/gPf (unidades de peroxidasa/gramos de peso fresco). Cabe destacar 

que los niveles de PEGMr se encuentran muy por debajo de PEGsin, principalmente en tallo.  

Fig. 7.12.1. Concentración de H2O2 en la interacción P-HE con medio MS5 + PEG 6000 al 1%. 
Plantas con interacción P-HE (14 días) (A), y 30 días de interacción con medio MS5 + PEG 

6000 al 1% (B). Se muestran las mediciones de raíz y de tallo por separado, cabe destacar, 
que conMr sobresale de los demás. (nmoles/gPf) = nmoles de H2O2/gramos de peso fresco.  
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8. Discusión 

Para que una asociación planta – hongo entomopatógeno (P-HE) sea exitosa, se necesitan establecer 

las condiciones para que la planta crezca de manera adecuada, además de que el hongo 

entomopatógeno (HE) crezca lo suficiente sin afectar a la planta (Moonjely et al., 2016). Con el fin 

de conocer la productividad de la planta y la capacidad de las semillas para generar plantas sanas, 

se corroboró en los experimentos de huerto urbano, que las semillas de Phaseolus vulgaris 

provenientes de Puebla completan su ciclo biológico, lo que significa que las plantas presentaron 

floración y formación de fruto con semilla. (McCormack, 2004; David, 1998).  

Como se ha mencionado, las semillas de P. vulgaris que no germinaron en agar – agua, y que sí lo 

hicieron en huerto urbano, presentaron una capa mucilaginosa, posiblemente esta capa protegió a 

las semillas de una germinación precoz, como en el caso de la planta Ocimum basilicum (albahaca) 

(Zhou, 2012), y en especies de las familias Cruciferae, Euphorbiaceae, Labiatae, Onograceae y 

Plantaginaceae (Young y Evans, 1973). En algunos casos con las semillas de P. vulgaris, la capa de 

polisacáridos se presentó días después de poner las semillas desinfestadas en las cajas con agar-

agua, diferente al caso de la albahaca (Zhou, 2012), y de Salvia hispanica L. (chia) (Muñoz et al., 

2012), donde con un par de minutos después de hidratar a las semillas, la capa mucilaginosa se 

presenta (Capitani et al., 2013; Zhou, 2012; Muñoz et al., 2012). Cabe mencionar, que el mucilago 
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Fig. 7.13.1. Enzima peroxidasa de P-HE + PEG 6000 al 1%. Se muestran las mediciones de raíz 
y de tallo por separado, cabe destacar, que el tratamiento de PEGsin sobresale de los demás.   

(u/gPf) = unidades de peroxidasa/gramos de peso fresco. 
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puede influir en la dispersión de las semillas e influir con la humedad requerida durante la 

germinación (Young y Evans, 1973), como ocurrió con las semillas del P. vulgaris.  

Los experimentos para montar las condiciones de desinfestación, germinación y crecimiento de la 

planta en los diferentes medios siempre son necesarios, puesto que cada planta, desde especie, 

variedad, inclusive región y origen, requieren cierto grado de especificidad (Moonjely et al., 2016). 

Por eso, se ajustan las técnicas para cada tipo de organismo (Alcántara-Martínez, 2013; Rojas-Loria, 

2010). Las semillas de P. vulgaris provenían de un grupo de agricultores independientes y de cultivos 

orgánicos, por esta razón las semillas no necesariamente tienen una desinfección profunda o 

tratamiento con fungicidas, lo que pudo haber propiciado contaminación por hongos (Maitlo et al.,  

2014), aunque también es posible que las semillas presenten un endófito de inicio (Greenfield et al., 

2016; Moonjely et al., 2016). 

Es este estudio se usaron plantas de P. vulgaris mexicanas en condiciones in vitro con 14 días de 

interacción con las cepas de HE provenientes de México, Beauveria bassiana (Bb) Tac 1.1, 

Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1 e Isaria javanica (If) CHE-CNRCB 303. El establecimiento de P. 

vulgaris proveniente de México con estas cepas de HE, no se había reportado hasta el momento, y 

es importante mencionarlo por la gran variedad de respuestas que se pueden presentar en una 

interacción P-HE. Por lo tanto, es muy relevante conocer la composición del medio nutritivo ideal 

para la germinación y crecimiento de las plantas de P. vulgaris y, sobretodo, para establecer una 

asociación benéfica. Es interesante que el medio nutritivo MS5 (MS + 5 g/L de sacarosa), haya 

prevalecido sobre MS10 (MS + 10 g/L de sacarosa) y MS0 (MS + sin sacarosa), la decisión de tomar 

MS5 se debió a que en este medio se presentaron las mejores condiciones de crecimiento e 

interacción con el HE, desde la baja contaminación bacteriana y/o fúngica, la acelerada tasa de 

crecimiento de la plántula, hasta el exitoso establecimiento de la planta con el HE. Sin embargo, no 

se descarta la importancia de hacer más experimentos con los demás medios, principalmente con el 

medio MS0, en el cual, se presentó un resultado destacable al observar la interacción P-HE hasta por 

90 días, verificando el crecimiento del HE tanto en raíz como en hoja mediante la prueba de 

endofiticidad. Las variables cuantitativas de crecimiento para analizar la interacción P-HE fueron las 

de peso seco de raíz (PSr), peso seco de tallo (PSt), elongación del tallo y número de raíces 

(Mendarte-Alquisira et al., 2016; Alcántara-Martínez, 2013; Rojas-Loria, 2010). Greenfield et al. 

(2016), reportaron que plantas de yuca (Manihot esculenta), en contacto con cepas de B. bassiana 

presentan un alto nivel de colonización (84%), entre los 7-9 días post inoculación comparadas con 

plantas con bajo nivel de colonización (40%), analizadas a los 47-49 días post inoculación. También 

reportaron que Metarhizium anisopliae logra un nivel alto de colonización (80%) entre los 7-9 días 

post inoculación, comparadas con plantas con bajo nivel de colonización (80%), analizadas a los 47-
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49 días post inoculación, lo cual sugiere que M. anisopliae es más capaz de persistir en el suelo o 

como un endófito en raíces de yuca a través del tiempo. Comparado con la cepa de M. robertsii 

utilizada en el presente trabajo, la colonización se presentó tanto en raíz y tallo a los 14, 30 y 90 días 

de interacción P-HE, además, en hoja se presentó a los 90 días de interacción.  

Para fijar del tiempo de inoculación, se tomaron en cuenta diversos reportes. Sasan y Bidochka 

(2012), utilizaron plántulas de P. vulgaris con 10 días de crecimiento antes de inocular el hongo M. 

robertsii, mientras que Parsa et al. (2013), inocularon a B. bassiana en semillas de P. vulgaris, 

aproximadamente al día 14 después de haber plantado la semilla en maceta, el criterio fue usar 

plántulas con la primera aparición de hojas verdaderas (que en este caso las primeras son hojas 

simples) (Parsa et al., 2013), lo cual concuerda con lo hecho en la presente tesis; si sumamos el 

tiempo de germinación (3-5 días), al tiempo transcurrido en medio MS (4-7 días), después de 

trasplantar las semillas germinadas de P. vulgaris se obtiene un promedio de 10 días de crecimiento, 

donde la longitud del tallo se encuentra entre los 8 a 10 cm, con el aparecimiento de las primeras 

hojas verdaderas. 

Para llevar a cabo el establecimiento del hongo dentro de la planta, se requiere de un periodo de 

interacción P-HE dependiendo de las especies que se están ocupando (Moonjely et al., 2016). 

Mientras que algunos manejan interacciones de 7-9 días y de 47-49 días para el caso de Manihot 

esculenta (yuca) con M. anisopliae y B. bassiana (Greenfield et al., 2016), Sasan y Bidochka (2012) 

manejan interacciones de 60 días P. vulgaris – M. robertsii. En el presente trabajo se decidió por un 

tiempo intermedio, ya que no existían antecedentes de la interacción con plantas en condiciones in 

vitro con las cepas de HE provenientes de México. Debido al crecimiento tan rápido que presentó P. 

vulgaris, se decidió optar por una interacción de 14 días de manera inicial, posteriormente 

experimentar con tiempos de 30 y 90 días como ya se ha mencionado.      

Las variables de crecimiento PSr y PSt son de mayor confianza que los pesos frescos, esto por la gran 

variación que se presenta en la medición de los pesos frescos, desde el momento de extraer la planta 

del medio, hasta el momento de pesarla en sí. Los retrasos en la medición pueden generar esa gran 

variación debido a la deshidratación de la planta (Smart et al., 1974). El número de raíces es una 

variable ya reportada por Sasan y Bidochka (2012), donde se miden el número de raíces laterales de 

P. vulgaris en interacción con una cepa de M. robertsii, puesto que medir la longitud de la raíz es 

complicado debido a que las raíces se enrollan y presentan un crecimiento homorrízico (que todas 

las raíces tienen un crecimiento uniforme y que la raíz principal solamente se puede observar con 

facilidad a nivel de hipocótilo). Los resultados muestran que no hay diferencias significativas si se 

ocupa o no alguno de los HE, por lo cual la interacción P-HE es neutral para las condiciones dadas. 
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Cabe señalar, que se observó una tendencia a presentar un mayor número de raíces en las plantas 

que interaccionaron con HE, principalmente en el caso de Mr, a pesar de que no se presentaron 

diferencias significativas. Esto a su vez, podría relacionarse con un estrés generado por la misma 

interacción P-HE, donde la planta responde entrando en una fase de aclimatación o adaptación al 

HE, o inclusive a un mejor desarrollo radial para la obtención de un mayor número de nutrientes 

(Mendarte-Alquisira et al., 2016; Sasan y Bidochka, 2012).  

La interacción de 14 días entre P. vulgaris y las cepas de HE no modificó significativamente el 

crecimiento vegetal, por lo cual puede considerarse una interacción neutral, lo cual es positivo, ya 

que estas cepas de HE (Bb, Mr e If), han sido evaluadas para comprobar su viabilidad e infectividad 

hacia insectos plaga (López-Cruceño, 2016; Estefes-Chávez, 2015), lo cual quiere decir, que los 

cultivos en contacto con estos HE, además de que no se verán afectados, los HE proporcionarán el 

control biológico hacia el insecto plaga al cual vayan dirigidos. La interacción con plantas 

provenientes del mismo país, pueden ser de gran ayuda para el manejo integral de plagas como 

alternativa viable para disminuir el uso de los plaguicidas químicos (Dutta et al., 2015 Vega et al., 

2008) y para no dañar las comunidades biológicas, aunado a la capacidad entomopatógena que 

tienen estos hongos. 

La sencillez de la prueba de endofiticidad es su gran virtud, ya que teniendo las condiciones 

adecuadas de desinfestación, sin matar al microorganismo y además contar con las condiciones 

necesarias de esterilidad en la placa control (huella), es una prueba para verificar crecimiento dentro 

de la planta. Los resultados en P. vulgaris, mostraron crecimiento de Mr tanto en raíz, raíces 

secundarías y en tallo (hasta la zona del hipocótilo), en plantas con sólo 14 días de interacción, y en 

plantas con 30 días de interacción. De hecho, la prueba resultó positiva para plantas con más de 3 

meses de interacción P. vulgaris – Mr, en este caso, se comprobó crecimiento en raíz  y en hoja, 

mostrando así el crecimiento estable del hongo dentro de la planta, sin afectar su crecimiento. Se 

ha reportado que crecimiento de HE dentro de plantas desde los 7 hasta los 60 días (Greenfield et 

al., 2016; Castillo-López et al., 2014; Sasan y Bidochka, 2012), sin embargo en este trabajo se 

demostró la persistencia de M. robertsii en P. vulgaris a 90 días, lo cual constituye el mayor tiempo 

de persistencia reportado. 

En algunas cajas control (huella), hubo crecimiento de Mr porque el tratamiento de desinfestación 

no fue eficiente, lo cual sugiere hacer una desinfestación más agresiva (Greenfield et al., 2016; Parsa 

et al., 2013), quizás aumentar la concentración de NaClO de 2% a 3% e inclusive hasta 4% (Sasan y 

Bidochka, 2012), solamente para el caso de raíces y tallos. Sin embargo, para el caso de hoja, 1.2% 

es una concentración adecuada, ya que en el caso de las plantas con 3 meses de interacción, hubo 
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una prueba de endofiticidad en hoja exitosa con su respectivo control sin crecimiento alguno. 

También es adecuada porque no mata a Mr y además la posibilidad de oxidación en la planta es 

mínima. A pesar que es comúnmente usada, otras desventajas del uso de la prueba de endofiticidad, 

es lo laboriosa y propensa a errores que podría llegar a ser, por la razón de contaminación en las 

cajas, identificación de la cepa, o por el crecimiento lento del HE, por lo tanto, la prueba de 

endofiticidad puede arrojar resultados falsos positivos o falsos negativos (Parsa et al., 2013). Por eso 

se recomienda corroborar la especie del hongo a través de métodos basados en la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Castillo-López et al., 2014; Parsa et al., 2013). 

La microscopía electrónica de barrido, confirmó la interacción entre P. vulgaris – Mr, donde se 

observó el micelio en la epidermis de la planta tanto en la raíz  como a nivel de hipocótilo en el tallo, 

además de conidios, en plantas con sólo 10 días de interacción. Con ayuda de MEB, Sasan y Bidochka 

(2012) reportaron la adhesión del hongo M. robertsii a la planta Panicum virgatum, además Dai et 

al. (2016) confirmaron que Bacillus sp., crece como endófito y promueve el crecimiento en Wedelia 

trilobata. Esta técnica de microscopía también se reportó por Castillo et al. (2005) para la 

confirmación de estreptomicetos endófitos de Kennedia nigricans. Probablemente con 4 o 5 días 

más de interacción el hongo hubiese llegado hasta la zona del tallo (a nivel de cotiledones). Es posible 

que el gen de la adhesina MAD2, el cual facilita la adhesión del hongo M. robertsii a la planta como 

se observó en las microfotografías, ayude a la planta a soportar el estrés inducido por polietilenglicol 

(PEG) (Sasan y Bidochka, 2012).  

 

Como ya se mencionó en la Sección 7.10, no se encontraron diferencias significativas en el 

crecimiento entre los grupos de plantas expuestas al medio MS5 + PEG 8000 al 7%, exceptuando el 

caso de PSr tratamiento PEGsin (plantas con medio MS5 + PEG sin la presencia de hongo). En este 

caso hubo una mayor cantidad de peso seco en las plantas control sometidas a estrés por PEG que 

en las plantas con medio MS5 sin el hongo (sinMr) y en las plantas con medio MS5 con hongo 

(conMr), inclusive mayor que en el tratamiento de plantas con medio MS5 + PEG con la presencia de 

hongo (PEGMr), con diferencias significativas entre los grupos (p = 0.0079). Türkan et al. (2005), 

reportaron datos de pesos secos donde P. vulgaris en contacto con PEG 6000 al 10%, presentó un 

incremento o decremento en los pesos secos dependiendo del tiempo de contacto al cual fueron 

sometidas las plantas al PEG. Türkan et al. (2005) no mencionaron datos de sobrevivencia; si las 

plantas que ocuparon sufrieron de marchitamiento o sequía que pudiera matarlas al segundo o 

tercer día de contacto como sucedió en el presente trabajo. Es posible que el marchitamiento entre 

el segundo y el tercer día después de añadir PEG 8000 al 7% al medio MS5 a las plantas de P. vulgaris, 



66 

haya sido provocado por la sequía que produce el PEG (Burnett et al., 2005; Al-Taisan, 2010, Ji et al., 

2014). Las fotografías mostradas en esta tesis, muestran a las plantas secas y estresadas debido a 

PEG 8000 al 7% al tercer día. Como se ha mencionado, la sobrevivencia en este experimento fue del 

66%, que concuerda con lo reportado sobre el P. vulgaris (Blum 2013) y el algodón Lawlor (1970), 

con respecto a la absorción de PEG hacia el interior de las plantas provocando estrés.  

A partir de las concentraciones de PEG reportadas por Burnett et al. (2005), se decidió bajar las 

cantidades usadas a 1% y 2%. Se pudo observar marchitamiento más moderado a estas 

concentraciones de PEG 6000 mencionando que al 2% se observó una mayor sequía que al 1%. En 

este caso, las plantas soportaron el estrés (ninguna murió), a diferencia del medio con PEG 8000 al 

7%, donde algunas plantas murieron. Una posible explicación del porqué algunas plantas no 

soportaron esta concentración de PEG, es debido a que, a esa concentración, se pudo haber creado 

un bloqueo en la absorción del agua causado por el PEG, actuando como un agente secuestrante del 

agua debido a la conformación química que este polímero tiene. De manera concreta, las plantas 

soportaron mejor el estrés cuando se encontraban asociadas al hongo, en general, las plantas 

crecieron mejor, tanto por el color, como por el grado de sequía observado. De manera cuantitativa, 

los pigmentos ayudar a explicar este resultado. Las plantas estresadas con PEG, en contacto con el 

hongo, presentaron una mayor cantidad de pigmentos (clorofilas y carotenoides), que las plantas 

estresadas sin el hongo, lo cual se relaciona con una mayor capacidad fotosintética para el caso de 

las plantas con M. robertsii.   

Si contrastamos los tratamientos de PEG 6000 al 1% y al 2%, se observa que los valores de PSr en 

PEG 2% aumentaron en comparación con los de 1%, tan es así que el tratamiento PEGsin difiere de 

los controles, pero no de PEGMr lo cual podría ser un fenómeno de acumulación de PEG (Sen y 

Alikamanoglu, 2013), causando así hipoxia y por lo tanto estrés oxidativo severo (Rojas-Martínez et 

al., 2010; Verslues et al., 1998). En cuanto al número de raíces, no se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos de PEG 1% y al 2%, aunque sí sobresale el número de raíces en 

los tratamientos en presencia de Mr, lo cual concuerda con Sasan y Bidochka (2012), es decir, la 

planta está generando señales bioquímicas (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Cheeseman, 2006), 

para incrementar el número de raíces y su biomasa si se contrasta este resultado con los datos de 

PSr. En este punto, es interesante señalar que, si comparamos las plantas tratadas con el PEG al 2%, 

la variable del número de raíces con el PSr del tratamiento PEGsin, se presenta una tendencia 

inversa, es decir, entre menor es el número de raíces, mayor la biomasa (Blum, 2013; Jacomini et al., 

1988). Esto no quiere decir que la planta se encuentre sana, al contrario, los casos más severos de 

estrés se observaron en los tratamientos de PEGsin (Figuras 7.10.3A, 7.10.3B, 7.10.8C, 7.10.9A y 

7.11.2B). Conjuntando todos estos datos, se observa una posible tendencia de acumulación de PEG 
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dentro de las plantas (Jacomini et al., 1988; Lawlor, 1970), ya que en los resultados obtenidos de los 

pesos secos de P. vulgaris con la presencia de PEG aumentaron, lo cual afectó a las plantas 

provocando un marchitamiento severo.  

A continuación, se hará una breve discusión de los resultados obtenidos de H2O2 y de peroxidasa. 

Mendarte-Alquisira et al. (2016), reportaron que el establecimiento de una asociación endofítica 

puede incrementar significativamente la producción de H2O2 y de peróxidos lipídicos, donde la planta 

presenta un periodo de aclimatación al hongo (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Cheeseman, 2006). 

Como se observó en la interacción P. vulgaris – M. robertsii, la concentración de H2O2 fue mayor en 

la interacción P-HE que en la planta sin el HE. Cuando las plantas se someten a estrés, la cantidad de 

H2O2 en el tratamiento PEGsin incrementó considerablemente, pero la cantidad de H2O2 en el 

tratamiento PEGMr, se encuentra casi al mismo nivel (fig. 7.12.1B), de tal manera que el hongo 

posiblemente, ayudó a mitigar o amortiguar el efecto del estrés inducido por PEG. Lo anterior, 

sugiere que el hongo causa un efecto positivo para el control del estrés oxidante generado por el 

PEG (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Rojas-Martínez et al., 2010). 

En el caso de peroxidasa, ocurre algo muy similar a lo que paso con H2O2, pero en mayor medida. 

Cuando las plantas son sometidas a estrés, la cantidad de peroxidasa en PEGsin incrementó 7 veces 

respecto al tratamiento PEGMr (fig. 7.13.1), indicando altos niveles de estrés en comparación a un 

estado inicial mucho menor, lo cual puede ser la explicación de que el HE ya se encuentra aclimatado 

a la planta, y por lo tanto, ayudó mitigando el estrés oxidativo causado por PEG (Mendarte-Alquisira 

et al., 2016; Rojas-Martínez et al., 2010; Cheeseman, 2006). Se ha reportado una regulación a la baja 

en la actividad de peroxidasa, por efecto de un endófito, la cual, puede ser atribuida a la degradación 

de H2O2 por catalasas (Mendarte-Alquisira et al., 2016; Mhamdi et al., 2010). Debido al estrés 

inducido por PEG en las plantas, las concentraciones de H2O2 aumentaron y con ayuda del hongo, 

por la acción de las peroxidasas, las concentraciones de H2O2 disminuyeron.   

La importancia agronómica, ecológica y social que tienen las investigaciones para mejorar los 

cultivos, ya sea por el daño causado al ecosistema o el inminente cambio climático, tienen una gran 

relevancia. Cada vez es más difícil obtener cultivos asequibles y sanos, poco a poco los precios se 

disparan y la demanda mundial por los alimentos parece no terminar. Poder experimentar con los 

hongos entomopatógenos y saber que pueden ser endófitos protegiendo a los cultivos por diversos 

tipos de estrés, puede ser una vía prometedora para poder generar más cultivos a nivel nacional y 

mundial.  
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9. Resumen de resultados 

 Las condiciones idóneas para la germinación y crecimiento in vitro de Phaseolus vulgaris 

(frijol), proveniente de Cholula, Puebla en cámara de incubación fueron a 25 °C, con un 

fotoperiodo de 16 h luz 8 h obscuridad a una intensidad lumínica de 50 µmol/(m2s), en medio 

MS5, utilizando caja Magenta como maceta y bolsas Sigma para plantas, esto para 

mantenerlas aisladas. 

 En las condiciones de desinfestación de las semillas, se ocupó etanol al 70% por 2 min y 

NaClO por 50 min  

 P. vulgaris completa su ciclo biológico en condiciones de huerto urbano. 

 La interacción de 14 días P-HE in vitro fue neutral (no afecta ni favorece a la planta), para P. 

vulgaris y las cepas de HE utilizadas (Metarhizium robertsii (Mr) Xoch 8.1, Beauveria bassiana 

(Bb) Tac 1.1 e Isaria javanica (If) CHE-CNRCB 303), en las condiciones propuestas. Esto puede 

ser beneficioso porque los HE creciendo en las plantas podrían ejercer el efecto 

entomopatógeno contra los insectos plaga. La interacción de 30 días de P. vulgaris – Mr 

siguió manteniendo un efecto neutral. 

 Las pruebas de endofiticidad muestran crecimiento de Mr tanto en raíz y tallo a los 14 y 30 

días de interacción. La prueba en hoja dio positiva a los 90 días de interacción.  

 La asociación P-HE es estable hasta los 90 días de interacción, lo cual no se había reportado. 

 La prueba de MEB muestra a Mr adherido a la epidermis de P. vulgaris, lo que podría ser la 

explicación del efecto barrera o de amortiguamiento que se genera por el estrés inducido 

por PEG, quizás ligado al gen MAD2 encargado de la adhesión del hongo hacia la planta.   

 La interacción P. vulgaris – Mr en condiciones de estrés inducido por PEG, presenta un efecto 

positivo hacia la planta. Las imágenes muestran el daño ocasionado por PEG a las plantas sin 

Mr (sequía y marchitamiento), además las pruebas preliminares de pigmentos (mayor 

contenido de clorofila a, b y carotenoides en plantas con Mr), peróxido de hidrógeno (H2O2), 

y peroxidasa, sugieren una tendencia positiva de que Mr aminora el choque producido por 

PEG, lo cual quiere decir, que hay un efecto benéfico del hongo hacia la planta. 
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10. Conclusiones  

 

• Se establecieron las condiciones para germinación y crecimiento in vitro de Phaseolus 

vulgaris L. (frijol).  

• La interacción P-HE presenta un efecto neutral en Phaseolus vulgaris.  

• La asociación P. vulgaris – M. robertsii (además de ser entomopatógeno), fue de carácter 

endófito y neutro. 

• El PEG ocasiona efecto cuantitativo en las plantas de frijol, sin embargo, la asociación estable 

entre P. vulgaris – M. robertsii  proporciona protección del estrés causado por PEG a través 

de un mejor crecimiento, con plantas visiblemente más saludables y menos marchitas, muy 

probablemente asociado a un mayor número de raíces, y a una mayor cantidad de 

pigmentos fotosintéticos. 

 

 

11. Perspectivas 

 Corroborar el estrés oxidativo, debido a que no hubo repeticiones y no sabemos si es un 

fenómeno real. 

 Realizar estudios moleculares donde se compruebe por PCR la presencia endófita del HE 

 Corroborar la idea de que la interacción P-HE promueve la resistencia al ataque de 

insectos. 

 A mediano plazo, se planea hacer el escalamiento a invernadero y de ser posible a 

experimentos en campo. En este caso, se puede considerar otra molécula distinta a PEG 

por los diferentes efectos que tiene sobre la planta y porque todavía se desconoce 

exactamente qué es lo que provoca en la planta como factor estresante. En este sentido, 

es recomendable inducir el estrés salino o estrés generado por hidrocarburos. 
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