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Influencia de la micorrizacion y materia organica en el
crecimiento y la produccion de sustancias bactericidas
del axihuitl

RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos simbiontes
obligados que al asociarse a las raices de las plantas, les proporcionan ciertos
beneficios como: una mejor captacion de agua y de nutrimentos, tolerancia a
estrés hidrico, salino, por metales pesados entre otros. Esta asociaciéon también
puede modificar la concentracion de metabolitos secundarios producidos por las
plantas. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue, evaluar el efecto de distintos
in6culos de HMA comerciales y nativos asi como la materia organica (MO)
adicionada al sustrato, sobre el crecimiento vegetal y la concentracion de
sustancias bactericidas producidas por plantas de axihuitl (Eupatorium
aschembornianum Sch.). Bajo condiciones de invernadero, se establecieron tres
experimentos donde primero se evaludé: un indculo comercial (Rhizophagus
intraradices= RI) y dos niveles de vermicomposta (0 y 5%, v/v); en el segundo
experimento se evaluaron tres in6culos de HMA nativos de Michoacan (Cerro de
Metate, Las Campesinas y El Limon), un comercial (R. intraradices), un nativo de
Morelos (Copalcohuitl) y tres niveles de composta de cachaza de cafa 0, 2.5 y 5%
v/v. Finalmente en el tercer experimento, se evalué un in6culo de HMA comercial
(R. intraradices), dos nativos de Michoacan (Las Campesinas y Cerro de Metate),
tres de Morelos (Copalcohuitl, Tezontitla y antiguas Vias del Tren) y dos fuentes
de materia organica al 5% v/v (composta de cachaza de cafia y un sustrato rico en
materia organica). En todos los experimentos, se midieron variables de
crecimiento como: altura de planta, diametro de tallo, nUmero de hojas, area foliar,
longitud y volumen de raiz, biomasa fresca y seca. Se tifieron las raices para

observacion y conteo de estructuras fungicas y se extrajeron los metabolitos

SUSANA GARCIA TELLEZ 1
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secundarios. Los resultados mostraron que en el primer experimento, el
tratamiento sin in6culo de HMA con vermicomposta al 5% presenté el mayor
incremento en biomasa, mientras que el tratamiento Rhizophagus intraradices (RI)
con vermicomposta al 5% tuvo un 26% de colonizacion micorrizica. En el segundo
experimento, las plantas que presentaron mayor incremento en biomasa, fueron
aguellas con el inoculo nativo Cerro del Metate con composta al 5%, mientras que
el tratamiento Las Campesinas con composta al 5% present6 el mayor porcentaje
de colonizacién micorrizica con el 93%. En el tercer experimento el tratamiento de
Rl con composta al 5% mostré el mayor incremento en biomasa, mientras que los
tratamientos Antiguas Vias del Tren con cachaza 5% y Antiguas Vias del Tren con
suelo de Morelos al 5% como fuente de MO, presentaron el mayor porcentaje de
colonizacion micorrizica con el 61 y 60% respectivamente. Los extractos que
mostraron una actividad bactericida a una concentracién de 60 mg mL* fueron: RI
con 2.5% de MO; Cerro de Metate con 5% de MO y RI con composta al 5% y con
suelo rico en MO al 5%. Estos tratamientos mostraron una inhibicion del 100% del
crecimiento bacteriano in vitro. En conclusion, las plantas que obtuvieron mayor
incremento en la biomasa vegetal, fueron de los tratamientos con adicion del 5%
de MO vy los tratamientos que mostraron incremento en los compuestos

bactericidas, en general, fueron extractos de plantas con adicion de in6culo y MO.

Palabras clave: hongos micorrizicos arbusculares, extractos vegetales,

Eupatorium aschembornianum Sch, promotores de crecimiento.
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Influence of mycorrhization and organic matter in the
growth and production of bactericidal substances axihuitl

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obliged symbiotic microorganisms that
associated with the roots of plants. They provide them certain benefits such as:
better uptake of water and nutrients, water tolerance, salt stress, heavy metals and
others. This association can also modify the concentration produced by plants
secondary metabolites. Therefore the aim of this study was to evaluate the effect
of different inoculum of AMF and native commercial and organic matter (OM)
added to the substrate, on plant growth and the concentration of antibacterial
substances produced by plants axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.)
Under greenhouse conditions, where the first three experiments were evaluated
were established: a commercial inoculum (Rhizophagus intraradices= RI)
vermicompost and two levels (0 and 5%, v / v); in the second experiment, three
native AMF inoculum of Michoacan (Cerro del Metate, Las Campesinas and El
Limén), commercial inoculum (R. intraradices), a native of Morelos (Copalcohuitl)
and three levels of compost were evaluated cane rum 0, 2.5 and 5% v / v. Finally in
the third experiment, a commercial inoculum AMF (RI), two natives from
Michoacan (Las Campesinas and Cerro del Metate), three from Morelos
(Copalcohuitl, Tezontitla and Antiguas vias del tren) and two sources of matter
was evaluated organic 5% v/v (compost cane rum and a substrate rich in organic
matter). Plant height, stem diameter, number of leaves, leaf area, root length and
volume, fresh and dry biomass: In all experiments, as growth variables measured.
The roots for observation and counting stained fungal structures and secondary
metabolites were extracted. The results showed that in the first experiment,
treatment without inoculum of HMA with 5% vermicompost had the highest
increase in biomass, while the treatment RI with 5% vermicompost had 26% of
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mycorrhizal colonization. In the second experiment, the plants had a higher
increase in biomass, they were those with the native inoculum Cerro del Metate
with compost 5%, while treatment with Las Campesinas with compost 5% had the
highest percentage of mycorrhizal colonization 93 %. In the third experiment RI
treating with compost 5% showed the greatest increase in biomass, while the
treatments Antiguas vias del tren with cane rum 5% and Antiguas vias del tren
with Morelos soil 5% as a source of MO, presented the highest percentage of
mycorrhizal colonization with 61 and 60% respectively. The extracts showed
bactericidal activity at a concentration of 60 mg mL™* were: Rl with 2.5% of MO;
Cerro del Metate with MO 5% and RI with compost-rich soil 5%. These treatments
showed 100% inhibition of bacterial growth in vitro. In conclusion, the plants
obtained greater increase in plant biomass were treatments with addition of 5% of
MO and treatments showed increased bactericidal compounds generally plant

extracts were added inoculum and MO.

Key words: arbuscular mycorrhizal fungi, plant extracts, Eupatorium
aschembornianum Sch., growth promoters.
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| INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo que se
asocian mutualistamente a las raices de la gran mayoria de las plantas terrestres y
les proporcionan ciertos beneficios como: tolerancia a estrés hidrico, salino, mejor
captacion de nutrimentos, tolerancia a metales pesados, proteccion contra
patdgenos, entre otras (Smith y Read, 2008). Ademas, promueven el incremento
de la biomasa vegetal y modifican la concentracion de metabolitos secundarios
(Pedone et al., 2012). Sin embargo, los efectos funcionales de la colonizacion de
los HMA han sido examinados solo en aproximadamente un 10% de las plantas
hospederas (Montafio et al., 2012) y los trabajos relacionados con el estudio de la
interaccidn micorriza arbuscular (MA) enfocados al incremento de los metabolitos

secundarios en plantas, aun son insuficientes (Falcéon et al., 2013).

Actualmente se realizan evaluaciones de la respuesta en el incremento de la
concentracion de principios activos en plantas medicinales, cuando son inoculadas
con los HMA (De la Rosa, 2009). Muchos de los compuestos naturales, derivados
de los metabolitos secundarios contienen ingredientes medicinales (Lewinsohn y
Gijzen, 2009), como en las especies del género Eupatorium, distribuidas en todo el
mundo y cuyas propiedades han sido utilizadas como medicamentos tradicionales.
De las 1 200 especies registradas, sélo se han investigado unas pocas hasta el
momento, pero aun, muchas han recibido poca o nula atencién en estudios
fitoquimicos y bioldgicos, motivo por el cual debe enfocarse la busqueda de los
componentes bioactivos mas potenciales (Li et al., 2008). Ante este hecho, en la
planta silvestre, conocida como axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.) se
han encontrado compuestos con actividad bactericida, con base en pruebas
realizadas en la especie bacteriana Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

(Godinez, 2012). Este fitopatdgeno pertenece al grupo de bacterias que son
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capaces de ocasionar dafios graves a plantas de valor econémico considerable
(Young et al., 2008). Por ello, el implemento del extracto del axihuitl como
“bioplaguicida”, podria aplicarse en la agricultura organica y puesto que su origen
es vegetal, es de bajo impacto ambiental. Puede beneficiar al ambiente, dado que
a diferencia de los productos quimicos, estos son biodegradables, lo que provoca
un impacto minimo sobre el ambiente, son efectivos contra enfermedades y no
tienen restricciones toxicologicas (Chirinos, 2009). Pero en la busqueda para
mejorar el rendimiento y la calidad de material vegetal se debe hacer énfasis en el
desarrollo de nuevas técnicas, que no sean un obstaculo en la explotacion de los
extractos por su baja concentracion en los tejidos (Smith y Read, 2008). Tales
técnicas, pueden incluir el uso de microorganismos benéficos para el suelo y que
ademas estimulen el crecimiento de las plantas e influyan en el nivel de
compuestos organicos, benéficos para una agricultura sustentable (Zubek et al.,
2010). Por este motivo y considerando que los HMA pueden modificar la
concentracion de los metabolitos secundarios, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de distintos in6culos de hongos micorrizicos arbusculares y
diferentes niveles de materia organica sobre el crecimiento de las plantas de
axihuitl, asi como su efecto en la concentracion de compuestos bioactivos sobre el
crecimiento de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Para ello, se
establecieron experimentos en los que, se aplicaron distintos inéculos de HMA
nativos del estado de Michoacén y de Morelos, asi como un inéculo comercial, tres
fuentes a tres concentraciones de materia organica en plantulas de axihuitl bajo
condiciones de invernadero. Durante los experimentos se evaluaron diferentes
variables de crecimiento y se realizaron pruebas microbiolégicas para determinar
la efectividad bactericida de los extractos del axihuitl, sobre Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola en condiciones in vitro. La hipétesis del trabajo fue que,
las plantas de axihuitl micorrizadas mostrarian una actividad bactericida

(concentraciéon minima inhibitoria) menor a la reportada (80 mg mL1).
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Los resultados mostraron que la materia organica fue un factor determinante
en el crecimiento del axihuitl, debido a que las plantas a las que se adicion6 5% de
MO fueron las que incrementaron su biomasa, con respecto a las que tuvieron
menor porcentaje o ninguna adicion de MO, asi como en el incremento de los
compuestos con efecto bactericida, lo cual se present6é en las pruebas, donde al
menos en uno de los tratamientos que no tuvo indculo de HMA, hubo incremento

en los compuestos bactericidas.
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I ANTECEDENTES

2.1 Hongos micorrizicos arbusculares.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son biétrofos obligados, que
viven simbioticamente en las raices de alrededor del 80% de plantas terrestres.
Pertenecen al Phylum Glomeromycota y comprenden 9 familias (Redecker et al.,
2013). Las plantas hospederas incluyen angiospermas, gimnospermas Yy
pteridofitas (Simon et al., 1993).

Un rasgo caracteristico de estos hongos es la formacion de estructuras
altamente ramificadas llamadas arbusculos (Mukerji et al., 2000), los cuales se
producen dentro de las células corticales del hospedero, de las cuales existen dos
tipos (Figura 1). Uno es el tipo Aurum, que consiste en la formacién de los
arblsculos caracteristicos, mientras que el tipo Paris consiste en el desarrollo
intercelular en espiral y también desarrollan estructuras llamadas vesiculas, que
se producen dentro o entre las células corticales radicales (Smith y Read, 1997),
cuya funcion es la de almacenar reservas, para cuando exista una limitacion
energética para que siga creciendo el hongo, sin embargo estas estructuras no se

forman en los géneros Gigaspora y Scutellospora (Carreon et al., 2007).

LGl et BRI e

Figura 1. Estructuras arbusculares de hongos micorrizicos. A) Tipo Aurum. B)
Tipo Paris.
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Los HMA se encuentran en el suelo como esporas, las cuales son capaces de
germinar y crecer una vez que se presenta una planta hospedante, asi como las
condiciones edaficas y ambientales favorables (Koltai y Kapulnik, 2010),
igualmente también existen condiciones que inhiben la micorrizacién, como son
las concentraciones elevadas de fosforo (P), presencia de metales pesados como
zinc, cadmio y manganeso e incluso acidos orgénicos, dependiendo también de la
especie (Smith y Read, 1997), ya que especies como Rhizophagus intraradices ha
presentado tolerancia a metales pesados como Pb y Cd (Alvarado et al.,
2011).También hay diversos hébitats o condiciones donde puede existir baja
incidencia de micorrizas como son climas humedos, zonas altamente perturbados,
sobre todo en las primeras etapas de sucesion, en tundra y habitats alpinos (Smith
y Read, 1997).

El término micorriza proviene de las palabras griegas “mycos” y “rhiza”, que
significa hongo-raiz, el cual fue acufiado, por primera vez por Albert Bernard Frank
en 1885, botanico aleman quien ademas, mencioné que son tres los componentes
funcionales basicos de la simbiosis micorrizica: (1) el micelio fungico, que explora
mayor superficie en el suelo; (2) la planta, interfaz donde se produce la
transferencia de nutrimentos, (3) los tejidos vegetales, que producen y almacenan

los hidratos de carbono (Mukeriji et al., 2000).

Se conoce que para que los HMA colonicen las raices intervienen exudados
de las mismas, las cuales desempefian una funcién de comunicaciéon con los HMA
(Akiyama et al., 2005). Los HMA colonizan las raices de las plantas mediante el
desarrollo de un apresorio sobre la superficie de la raiz y una vez que el hongo

penetra, comienza a proliferar con la extension de la hifa (Camarena, 2012).

Los HMA tienen una larga historia evolutiva y se tienen reportes de su existencia
en la Era del Devonico. La distribucion geografica y biolégica que presentan los
hongos micorrizicos arbusculares, sugieren que este mutualismo fue fundamental

en el origen de la flora terrestre (Mukeriji et al., 2000).
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2.2 Contribucion de los HMA en las plantas y en el ecosistema.

La asociacion mutualista que establecen los HMA con las plantas confiere un
efecto benéfico, donde los HMA proveen una mejor captacion de los nutrientes
minerales y de agua a través del micelio (Van der Heiiden y Sanders, 2003),
incrementan la longevidad, el tamafio y la biomasa de la raiz, caracteristicas que
permiten un aumento en la absorcion y retencion de nutrimentos, principalmente
en lugares con baja disponibilidad de estos o que son infértiles (Cuadros et al.,
2011).

Los hongos micorrizicos parecen ser los principales mediadores del
movimiento del nitrogeno (N) en el sistema planta-suelo, debido a que
proporcionan el acceso a las formas organicas de N, que son por lo general mas
altas que las formas inorganicas disponibles para las plantas (Hobbie y Hogber,
2012). Asi mismo, incrementan la tolerancia a estrés hidrico, debido al aumento en
la exploracion de mayor volumen del suelo realizado por el micelio extraradicular,
las cuales penetran en poros reducidos e inaccesibles para las raices, ademas
que modifican la tasa fotosintética, la de transpiracion y el potencial hidrico tanto

de las hojas como del suelo (Harris et al., 2009).

Por otra parte, también mejoran la eficiencia de absorcién de nutrientes en
suelos de baja fertilidad, incluso mejora la absorcién de fésforo, el cual se
encuentra en estos ambientes en una forma insoluble, como fosfato de calcio
(Pedone et al., 2012).

Al colonizar las raices, los HMA tienen efecto en la inducciéon de mecanismos
de defensa de la planta, denominada “resistencia sistémica inducida” (Van Loon et
al., 1998; Orujeia et al., 2013). Una investigacion reciente sobre los mecanismos
que influyen en el reconocimiento de la planta-hongo mostré que Rhizophagus
intraradices secreta una proteina, SP7, que contrarresta el sistema “inmunologico”
de la planta, lo cual favorece la micorrizacién arbuscular (Martinez et al., 2013).

También se ha encontrado que los HMA tienen la capacidad de reducir el exceso
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de absorcion de la planta de ciertos metales pesados como cadmio, zinc y cobre,
mediante la retencion de estos metales por las hifas de las micorrizas (Joner et al.,
2009), asi mismo, las plantas micorrizadas llegan a proporcionar tolerancia en las
plantas bajo condiciones de estrés salino, debido a la mejora en la nutricion de la
planta, hay una mejora en el ajuste osmético y un uso eficiente del agua bajo

salinidades elevadas en el suelo (Porcel et al., 2012).

Los HMA en el ecosistema también son esenciales para la rehabilitacién del
suelo asi como para la restauracion o sustentabilidad de los agroecosistemas
tropicales, de los cuales, se ha documentado en un estudio de mas de 15 afios
gue los HMA han contribuido en la restauracién y regeneracion de plantas en la
selva tropical, contribuyendo ademas a través de su micelio externo a la
agregacion del suelo, a las actividades enzimaticas asociadas con otros
microorganismos Yy su influencia en la fertilidad del suelo (Montafio et al., 2012).
También los HMA producen glomalina, que mejora la estructura del suelo al

aglutinar particulas del suelo (Diaz et al., 2014).

En ecosistemas &ridos y semiaridos, la micorriza pueden proporcionar
tolerancia en las plantas a la sequia (Montafio et al., 2012) y otra de las bondades
gue resulta de la presencia de HMA en el suelo es la fitorremediacion, debido a
gue pueden mejorar la adaptacion y la supervivencia de las plantas en suelos
contaminados, colocandose como una alternativa en la eliminacién de

contaminantes toxicos (Fernandez et al., 2008).

2.3 Materia organica.

La materia organica proviene de la descomposicién quimica de las excreciones
de animales, asi como de microorganismos y de los restos organicos de
organismos, tales como plantas y animales (Julca et al., 2006), la cual al

descomponerse, por sus propias caracteristicas en su composicion, se forma el
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humus, que enriquecera al suelo y modificar4 algunas de sus propiedades y
caracteristicas como las reacciones del pH, quelacion de elementos, disponibilidad
de fosforo, calcio, magnesio y potasio, ademas de tener efectos en los
microorganismos del suelo (SAGARPA, 2010).

Entre los productos derivados de la materia organica aplicados como
fertilizantes biolégicos, que actian como sustitutos de fertilizantes quimicos
tradicionales, aplicados a los cultivos agricolas (Carvajal y Mera, 2010), se
encuentra la composta a base de cachaza de cafa, la cual es rica en fésforo,
calcio, nitrégeno y pobre en potasio, debido a que en el proceso de fabricacion del
jugo, es tratado con fosfato para su pronta clarificacién. El contenido de calcio de
la cachaza varia dependiendo de las cantidades de cal empleadas durante la
clarificacion del jugo, que usualmente es aplicada en dosis elevadas, mientras que
los bajos contenidos de cal se deben a la gran solubilidad de este elemento. La
cachaza presenta altos contenidos en nitrdgenos, debido a la elevada cantidad de
materia organica que presenta este residuo y los micronutrientes se derivan
parcialmente de las particulas adheridas a la cafia. Ademas, la cachaza también
es fuente importante de micronutrientes como magnesio y zinc. Los efectos que
presenta en el suelo son el incremento temporal de la capacidad de intercambio
catiénico debido a la produccion de humus, aumenta el contenido o la capacidad
de retencibn de humedad y produce gran cantidad de CO2, el cual, al
transformarse junto con otros acidos organicos, disolveran los nutrimentos

insolubles en suelos de pH alcalinos (Zérega, 1993).

Otro abono organico es la vermicomposta o lombricomposta, la cual se obtiene
mediante la técnica de actividad biologica de lombrices, consistente en el
aprovechamiento de la actividad metabolica de lombrices de tierra para producir
humus con alto contenido de nutrientes. Para su obtencion, se requiere de
residuos organicos como cachaza, residuos de cosecha, etc. EI material organico
pasa a través del tracto digestivo de la lombriz, donde sera transformado en un

material rico en macro y micronutrientes (Carvajal y Mera, 2010).
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En general, los beneficios del uso de fertilizantes bioldgicos, radican en la
movilizacion de nutrientes, favorecida por el desarrollo de la actividad biolégica en
el suelo; mantiene la salud de las plantas, la cual es favorecida por la adicion
balanceada de nutrientes; impulsa el incremento de microorganismos benéficos
para el suelo; brinda buena estructura al suelo, favoreciendo el crecimiento de las
raices; favorece el desarrollo de asociaciones micorrizicas, lo que incrementa la
disponibilidad de P en el suelo; contribuye al mantenimiento de concentraciones
de N y P estables en el suelo, minimizando la lixiviacion y mejora la capacidad de

intercambio de nutrientes en el suelo (Carvajal y Mera, 2010).

2.4 Efecto de la materia organica sobre el crecimiento de los HMA.

Uno de los elementos mas importantes que requieren las plantas, es el
nitrogeno. Se ha encontrado que los HMA pueden afectar la absorcion de este
nutriente, dependiendo de la disponibilidad en que se encuentre en el suelo, ya
sea, incrementando o reduciendo su absorcion (Miransari, 2011), pero también,
las propiedades del suelo donde se introducen los in6éculos de HMA son factores
gue pueden determinar la respuesta que se desencadene en la plantas,
dependiendo de la materia organica disponible. Los HMA pueden incrementar o
disminuir su crecimiento (Gryndler et al., 2009), sin embargo, las cepas de HMA
seleccionadas, pueden ser clave del efecto del crecimiento en las plantas (Herrera
et al., 2011).

En estudios realizados sobre el efecto que puede tener la materia organica en
el establecimiento de la simbiosis de los HMA con las plantas, se encuentra el
estudio de Gryndler et al. (2009) donde se adicioné celulosa pura y alfalfa en el
sustrato con diferentes dias de descomposicion en suelo no estéril, con y sin
adicion de N (139 mg) y P (103 mg) por kilogramo de suelo y HMA como testigo

inocularon Rhizophagus intraradices en plantas de maiz, mostrando que la
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colonizacion de HMA en la raiz bajo las concentraciones mencionadas con Ny P,
no es afectado, presentando el caso contrario con la adicién de celulosa, debido a
que los resultados obtenidos asociaron el crecimiento del micelio de los HMA con
una fraccion soluble de materia organica que se encuentra disponible en el suelo,
la cual esté relacionada con el &cido 3,4,5 trihidroxibenzoico o &cido siringico y
aunque la celulosa es materia vegetal que puede ser descompuesta por
microorganismos, es un sustrato complejo de degradar, sobre todo, tratandose de

celulosa pura (Gryndler et al., 2009).

La respuesta de la colonizacion de los HMA ha variado respecto a diferentes
niveles de nutricion en el suelo, por ejemplo, cepas de Glomus fasciculatum y
Glomus etunicatum establecieron una simbiosis en suelos relativamente ricos en
nutrientes y materia organica, mientras que Paraglomus occultum y Glomus
mosseae efectuaron la simbiosis en suelos relativamente pobres y Glomus
manihotis prefiri6 una fertilidad media (Herrera et al.,, 2011). En cultivos de
platanera, se utilizé una fertilizacion fosforada y se aplicé la cepa Rhizophagus
intraradices, misma que alcanzé niveles elevados de colonizacion, considerando
en términos generales, que la micorrizacion es inhibida en suelos con alto
contenido de P (Rosales et al.,, 1998). Este hongo presenté un nivel de
colonizacion del 50% en dos especies de plantas forestales Albizia cubana
(Bacona) y Swietenia macrophylla (caoba de honduras), con un suelo Pardo
sialitico carbonatado (segun clasificacion de suelos de Cuba, MINAGRI) como
sustrato, el cual se agrupa en suelos de fertilidad media y que ademas demostré
efectividad en este tipo de suelo, incluso superando a las plantas obtenidas en los
tratamientos, los cuales son recomendados en las normas técnicas de porcion de
suelo por materia organica (5:1) que contienen mayor porcentaje de materia
organica que en la porcion de (7:1) utilizada en los experimentos que tuvieron

mayor efectividad (Falcén et al., 2013).
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2.5 Metabolitos secundarios.

Las plantas, a diferencia de otros organismos, utilizan una enorme cantidad de
carbono asimilado y de energia para la sintesis de una gran variedad de
moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en los procesos de
fotosintesis, respiracion, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis
de proteinas, lipidos o carbohidratos. A este conjunto de reacciones quimicas
llevadas a cabo en las células de los seres vivos, donde se sintetizan sustancias
mas complejas a partir de otras mas simples, se le conoce como metabolitos

secundarios (Avalos y Pérez, 2009) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de compuestos secundarios presentes en plantas segun
sus rutas biosintéticas (Pérez y Jiménez, 2011).

Compuestos procedentes de metabolismo secundario

Monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,

Terpenos _
triterpenos, tetraterpenos, esteroles.
Compuestos fendlicos Acidos fendlicos, cumarinas y taninos.
_ Isoquinoleicos, inddlicos, quinoléicos, piridinicos y
Alcaloides L _ _
piperidinicos, derivavos de tropano y esteroides.
o Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos
Glicosidos

cianogénicos y glucosinolatos.

Se calcula que las plantas producen aproximadamente 100 000 metabolitos
secundarios, de los cuales, son descritas cada afio, unas 1 600 estructuras con
actividad biolégica, motivo que hace al estudio de estos compuestos organicos un
enorme reto para su estudio y la implementacion de diversas tecnologias para su

produccion (Karlovsky, 2008; Pérez y Jiménez, 2011; Lingua et al., 2013).

Los metabolitos secundarios se encuentran distribuidos entre los diferentes
grupos taxonémicos de plantas. Son varias las funciones que desempefan en las

plantas:
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Defensa contra depredadores y ataque de patdgenos: algunas especies
vegetales, ante la respuesta de hipersensibilidad al momento de ser atacadas por
patdgenos, producen compuestos como terpenoides y fenilpropanoides, que
participan matando directamente a los microorganismo patdgenos, asi mismo,
otros metabolitos secundarios contribuyen a destruir las especies reactivas de
oxigeno que son toxicas para la misma célula vegetal, las cuales se sintetizan
durante las etapas tempranas de la respuesta de defensa, mientras que los
conjugados de fenilpropanoides con aminas aumentan rigidez en las hojas para
reducir la digestibilidad por insectos y herbivoros, asi como, algunos alcaloides

son neurotoxicos a insectos y vertebrados herbivoros (Sepulveda et al., 2004).

Adaptacion a rayos UV: se han documentado distintos mecanismos de
adaptacién a rayos UV, como la produccién y acumulacion en células epidérmicas
de fenoles y flavonoides, inducidos por este tipo de radiacién, que son capaces de
absorber la radiaciones entre los 280-360 nm, sin interferir en la fotosintesis
(Carrasco, 2009). Mientras que para la alelopatia, compuestos de metabolitos
secundarios son liberados por las plantas al medio ambiente, influenciando en el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de otros organismos, en sistemas naturales
y agroecosistemas. Un ejemplo de alelopatia es cuando estos compuestos tienen

efectos de defensa en las plantas contra la herbivoria (Cheema et al., 2013).

Otras de las funciones que los compuestos del metabolismo secundario
desempefian en las plantas, es la determinacién de color en las flores, frutos:
como atrayentes, tanto a polinizadores, como a animales dispersores de semillas
(Lingua et al., 2013). Sin embargo, aun se desconoce la funcion de muchos

compuestos derivados del metabolismo secundario (Hounsome et al., 2008).

Empiricamente, el hombre, ha aprovechado dichas propiedades que utilizan
las plantas para repeler o eliminar a las plagas que afectan sus cultivos, por lo cual

en algunos paises se incentiva a utilizar extractos obtenidos en forma directa de
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las plantas, ya sea por su efectividad, bajo costo de preparacioén, facil obtencion y
su degradacion (Chirinos, 2009).

Como ejemplos del uso de extractos de plantas en el control de
enfermedades, se han utilizado extractos de pimienta (Piper nigrum), ajo (Allium
sativum L.), helecho (Pteridium aquilinum L.), eucalipto (Eucalyptus melliodora),
bougainvillea (Bougainvillea spectabilis) entre otras, asi como extractos
comerciales, por ejemplo, ecolife-40, extracto citrico que contiene fitoalexinas,
bioflavonoides y &cido ascorbico, que son usados contra fitopatdbgenos (Bettiol,
2006) y milsana obtenido de Reynoutria sachalinensis, que es un extracto eficiente
en el control del hongo que causa la enfermedad de oidio conocida como cenicilla
(manifestdindose como polvo blanco o cenizo) de cucurbitdceas y rosales (Pasini
et al., 1997).

De plantas medicinales como la moringa (Moringa oleifera) se han probado
sus extractos en la eficacia sobre la actividad antifingica y antibacteriana en
cultivos agricolas, debido a la presencia de alcaloides, glucosidos, acidos grasos,

péptidos y niazirinas (Cheema, 2013).

También se han probado mezclas de extractos de diferentes plantas en la
inhibicion de patégenos, teniendo resultados positivos en la inhibicion por efecto
de los compuestos fenodlicos de acido cinamico y naringenina (Boiteux et al.,
2014). Extractos de las plantas Prosopis juliflora, Oxalis corniculata y Lawsonia
inermis presentaron actividad antibacteriana sobre diferentes patovares de
Xanthomonas campestris, una bacteria causante de enfermedades en algunos
cultivos de importancia agricola como solanaceas (Satish et al.,, 1999), o con
efectos antivirales, como en Clorophytum nepalense, de la cual se obtuvieron
extractos de las raices y fueron aplicados en el control de lesiones necréticas de

cultivos de papas (Acharya, 2013).
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2.6 Rutas de metabolitos secundarios

Los terpenos o terpenoides, se sintetizan a través de dos rutas: 1) la del acido
mevalonico, que se activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevaldnico, que reacciona hasta formar isopentenil
difosfato (IPP), o bien, 2) la ruta del metil eritritol fosfato (MEP) que funciona en
cloroplastos y genera también IPP. El isopentenil bifosfato y su isémero dimetil alil
difosfato (DMAPP) son los precursores activados en la biosintesis de terpenos en
reacciones de condensacion catalizadas por prenil transferasas, para dar lugar a
pernil bifosfatos como geranil difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil
difosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y geranil geranil difosfato (GGPP)
precursor de diterpenos. Se conocen unos 25 000 terpenoides (Avalos y Pérez,
2009).

Los alcaloides se sintetizan principalmente a partir de aminoacidos. Se
obtienen normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como
la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. Aproximadamente se

conocen 12 000 compuestos (Leyva et al., 2011).

Los compuestos fendlicos o fenilpropanoides se derivan de dos rutas basicas
implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: 1) la ruta del acido
shikimico, donde a partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenol pirGvico se inicia una
secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido shikimico y derivados
de éste, aminoacidos arométicos (fenilalanina, triptéfano vy tirosina) y 2) la ruta del
acido malonico. Se reportan més de 8 000 moléculas (Leyva et al., 2011).

Los glicosidos hacen referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen
tres grupos de glicdsidos de particular interés: saponinas, glicésidos cardiacos y
glicosidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en este
grupo debido a su estructura similar a los glicosidos. Se han calculado 5 000

estructuras quimicas (Avalos y Pérez, 2009).
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2.7 Efecto de los hongos micorrizicos y nutrientes en la concentracion de

metabolitos secundarios.

Es conocido que los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) pueden inducir
cambios en el metabolismo secundario (Yuan et al., 2007; Sbrana et al., 2014). En
este sentido, se ha encontrado que la simbiosis de los HMA en las plantas en
algunas ocasiones han propiciado una mejora en la produccion y acumulacion de
importantes ingredientes activos (Oliveira et al., 2014), tales como terpenos
(aceites esenciales totales, sesquiterpenos, diterpenos); fenoles (cumarina o
flavonoides) y alcaloides (camptotecina, escopolamina, berberina) (Zeng et al.,
2013), dentro de los cuales, los HMA pueden mejorar la biosintesis de metabolitos
benéficos para la salud (Oliveira et al., 2014), como carotenoides, flavonoides,
fitoestrogenos, y enzimas (Sbrana et al., 2014). Sin embargo, en una evaluacion
en la planta Catharanthus roseus, De la Rosa (2009) evalud el efecto de la
inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares y estrés abidtico inducido por la
aplicacion de cloruro de sodio y/o dosis de bicarbonato de potasio en el
crecimiento y contenido de alcaloides (vinblastina y vincristina), encontrando que
plantas micorrizadas presentaron menor contenido de compuestos fendlicos a
diferencia de las no micorrizadas, pero cuando se adicioné KHCOz3 para estresar a
las plantas, presentaron un incremento hasta del 79% en los compuestos fendlicos

a diferencia de las que no se estresaron, ni se inocularon con HMA.

En una revision donde se reportan 26 trabajos relacionados con el uso de
HMA para mejorar la calidad de los metabolitos secundarios, asi como, para
mejorar la materia de las plantas medicinales, se encontr6 que el contenido de
flavonoides fueron significativamente mas altos cuando se asociaron con HMA en
las plantas Bupleurum chinense, Salvia miltiorrhiza Bge, Ginkgo biloba L.,
Astragalus membranaceus y Scuteliaria baiealensis Georgi (Zeng et al., 2013).
Mientras que en otros trabajos, han sido otros los metabolitos que se han

incrementado como en Orujeia et al. (2013), quien probo el efecto de dos especies
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de HMA en el incremento de compuestos fendlicos y glicirricina, derivados del
metabolismo secundarios, en regaliz (Glycyrrhiza glabra L). Los HMA
incrementaron estos metabolitos secundarios en tiempos diferentes, debido a que,
el incremento de fenoles con G. mosseae fue a los 3 meses, mientras que con R.
intraradices el incremento fue a los 6 meses. Baslam et al. (2013) en un trabajo
con HMA asociados a lechugas cultivadas en invernadero, encontré que las
cantidades de neoxantinas, luteina y p—caroteno (metabolitos importantes en la
alimentacion como vitaminicos) en las hojas, fueron significativamente mayores en
las plantas micorrizadas que en las plantas no micorrizadas, independientemente
de las especies de HMA inoculados. Un estudio con Anadenanthera colubrina
reveld que el uso de HMA influy6 en la produccion de los metabolitos secundarios
en las hojas, donde se maximizaron los compuestos fendlicos y taninos (Pedone
et al., 2012). Echinacea purpurea (L.) Moench, importante especie medicinal,
contiene compuestos fendlicos y alcamidas con propiedades antipatégenas, la
cual fue inoculada con HMA Rhizophagus intraradices, mostrando que el HMA
tuvo efecto en el incremento de compuestos fendlicos, aunque no de las
alcamidas contenidos en esta especie (Araim et al., 2009). Gloriosa superba es
otra de las plantas medicinales con gran demanda, debido a la colchicina, un
alcaloide muy utilizado como medicamento, por lo cual, en la busqueda del
incremento de este compuesto se inoculé con el HMA de la especie Acaulospora
laevi y una mezcla de HMA, con los cuales G. superba presenté un incremento en
colchicina a diferencia de los tratamientos en los que no se inocularon (Yadab et
al., 2013).

El efecto de los HMA en la modificacion de metabolitos secundarios puede
variar en tiempos, como lo demostré Farfan (2010), quién evalud los efectos de
HMA en el contenido de compuestos volatiles de nurite [Satureja macrostema
(Benth) Brig], en periodos de 30, 60 y 90 dias. Los metabolitos secundarios
contenidos en la planta, principalmente, fueron compuestos terpenoides, de los

cuales, pulegona y timol se incrementaron a los 30 dias de haberse establecido el
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experimento, mientras el incremento de canfeno y B-mirceno fue los 60 dias y
escualeno a los 90 dias. En estos compuestos se presentd un incremento casi del

doble con respecto a las plantas que no se micorrizaron.

2.8 Axihuitl.

El axihuitl (Eupatorium aschermbornianum Sch.) pertenece a la familia
Asteraceae (Compositae), es una planta silvestre, también conocida como hierba
de agua. Morfolégicamente, tiene abundantes hojas con forma de corazén, con
onditas alrededor de la hoja y contiene una especie de filamentos, es de tallo
grueso y aspero al tocarlo, con manchas pequefias en todo su alrededor y se da
en varas grandes (Figura 2). Se le puede encontrar facilmente en la época de
lluvias y su periodo de floracion ocurre entre los meses de noviembre a febrero en

Tepoztlan Morelos México (Godinez, 2012).

Figura 2. Aspecto general de plantas de axihuitl creciendo en su estado natural en
Tepoztlan Morelos México (Fotografias G. Rincén-Enriquez).
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El axihuitl es utilizado en el municipio de Tepoztlan, Morelos, conocida por la
mayoria de sus habitantes, debido a que abunda en gran parte de los poblados y
se utiliza como planta curativa para la cicatrizacion de heridas, problemas
gastrointestinales como Ulceras y para aliviar problemas musculares. Se emplea
con otras plantas para preparar una bebida estimulante llamada pahtlapozon o
curalotodo. Se le puede adquirir facilmente en el municipio de Tepoztlan, debido a

gue su produccion es abundante en la temporada de lluvias (Godinez, 2012).

Los componentes quimicos que se han reportado del género Eupatorium
suman unos 149, los cuales incluyen derivados de monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, flavonoides, alcaloides, aceites esenciales y otros pero los
compuestos sesquiterpénicos son los componentes predominantes dentro de este
género (Glasby, 2002).

Sanchez et al. (2009) realiz6 un estudio de E. aschembornianum de la
actividad gastroprotectora que tiene esta planta, donde utiliz6 un modelo de
lesiones gastricas inducidas por metanol en ratas wistar. Obtuvo un extracto
hexanico de E. aschembornianum y su efectividad gastroprotectora fue eficaz en

una dosis de 100 mg kg.

Prado (2012) evalu6 la efectividad biolégica in vitro de Eupatorium
aschembornianum Sch., como agente inhibitorio de Erwinia chrysanthemi, agente
causal de la pudricion blanda en plantas, utilizando tres tipos de solventes
(hexano, metanol y etanol) para la obtencion del extracto de E. aschembornianum,
encontrando que el extracto obtenido con metanol tuvo mayor efectividad bioldgica
(bactericida) sobre E. chrysanthemi. Asi mismo, Godinez (2012) evalud la
efectividad antimicrobiana in vitro de extractos de E. aschembornianum sobre
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola cepa 1448A, obteniendo que E.
aschembornianum posee compuestos con  actividad  antibacteriana
especificamente bactericida. De igual forma se evaluaron los aceites esenciales

de E. aschembornianum, los cuales mostraron perder actividad biolégica durante
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su conservacion en el tiempo, debido a que su efecto antibacteriano se degradaba
con rapidez, pues a las dos semanas de obtener los aceites, estos ya no
presentaron inhibicion parcial en las pruebas microbiologicas y a los dos meses

perdioé por completo su efecto bactericida.

2.9 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.

Es un microorganismo unicelular (procarionte), cuyo material genético (ADN)
no esta contenido por una membrana. Pertenece a las bacterias Gram-negativas

(Agrios, 2005). Su taxonomia se describe a continuacion:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pesudomonaldales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas

Especie: P. syringae

P. syringae pv. phaseolicola provoca una de las enfermedades mas comunes
en el frijol conocida como “tizon de halo”, llegando a ocasionar grandes pérdidas
en los campos de cultivos, debido a que afecta hojas y vainas. Se han reportado
pérdidas en rendimiento del 23 hasta el 43% en algunos lugares de Estados
Unidos de América (Mena et al., 2010) y tiene una amplia dispersion geografica,
de hecho se encuentra en todas las regiones en que se cultiva comercialmente el
frijol (Gonzalez et al., 2002).
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El crecimiento Optimo de la bacteria es a 28°C. Produce una toxina
denominada faseolotoxina que induce clorosis y actia como inhibidor reversible de
la enzima ornitina carbamoiltransferasa, la cual cataliza la conversion de ornitina a
citrulina en la biosintesis de arginina. La produccion de la faseolotoxina es

producida optimamente entre los 18 a 20°C (Arvizu et al., 2013).

Pseudomonas syringae secreta una toxina vegetal conocida como
lipodepsinonapéptido siringomicina, la cual afecta el transporte de iones, a traves
de las células, como ejemplo, afecta el rapido flujo del ion K*, asi mismo, influye
en la apertura y cierre de los estomas, volviendo mas lento este proceso (Mott y
Takemoto, 1989). La apariencia de esta bacteria es amarillo fluorescente al ser
cultivada in vitro, en medio King B (KB), produciendo pioverdina siderofora (Cody y
Gross, 1987). En el tizén del halo la bacteria puede afectar hojas, tallo, vainas y
semillas. Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen como pequefias
manchas acuosas Yy angulares, frecuentemente rodeadas por un halo palido
amarillento en las hojas, de donde la enfermedad toma su nombre. En climas
secos, estas manchas toman una coloracion bronceada y mueren. En las semillas
puede no encontrarse sintomas 0 mostrar areas con cambios en la coloracién de
las testas, solo visibles en las variedades de semillas blancas o de color claro y
también pueden presentar rugosidades o estar encogidas. Los sintomas consisten
en achaparramiento, marchitez reversible, clorosis, mosaico foliar y malformacion

de las hojas (Prudencio et al., 2008).
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Il JUSTIFICACION

Las plagas y enfermedades que atacan cultivos de interés comercial, pueden
causar pérdidas importantes (Rincén y Quifiones, 2010) que pueden ser entre 15-
30% del total de los cultivos, tan solo, causadas por enfermedades flngicas
(Rogozhina et al., 2011). Actualmente el principal método para proteger las plantas
contra patégenos ha sido el implemento de tratamientos con pesticidas quimicos,
que afectan tanto a organismos patdgenos, como a la microbiota benéfica,
ademas, en diversos estudios se ha demostrado que estos compuestos han
causado resistencia en estos patdgenos, asi mismo, representan un riesgo
potencial para la seguridad del medio ambiente y la salud humana (Vindas et al.,
2004). Como alternativa, las plantas contienen muchos compuestos provenientes
del metabolismo secundario con propiedades antimicrobianas que permiten el

control de patdgenos y plagas (Rogozhina et al., 2011).

Hasta el momento, la investigacion realizada con la planta medicinal
Eupatorium aschembornianum ha sido enfocada, sobre todo, a su potencial como
fuente de compuestos con alguna aplicacion médica, por ejemplo, su accion
gastroprotectora (Sanchez et al., 2009). Recientemente, se descubrié que también
posee propiedades bactericidas contra algunos fitopatdégenos (Godinez, 2012), sin
embargo es necesario seguir investigando el potencial bactericida de esta especie
con el fin de usarlo como precursor de bioinsumos de valor agregado para la
agricultura organica (Rincon y Quifiones, 2010). Por otro lado, el incremento de
productos de metabolitos secundarios en plantas medicinales es de gran
importancia en el cultivo industrial de plantas medicinales (Radhika y Rodrigues,
2011). Algunos de los métodos para incrementar la concentracion de metabolitos

secundarios son el cultivo de plantas in vitro, inhibicion de la degradacién de los
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productos mediante el descenso en el catabolismo; mediante la transgénesis de
genes de plantas en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae; manipulacion
de algunos componentes del medio de cultivo como carbono, fosfato, nitrogeno y
microelementos; aplicacion de fitohormonas y aplicacion de hongos micorrizicos
arbusculares (Arias et al., 2009; Farfan, 2010; Pérez y Jiménez, 2011; Yadab et
al.,, 2013). En este trabajo, se evalué el efecto sobre la concentracion de
compuestos con efecto bactericida del axihuitl, mediante el implemento de
diferentes consorcios con hongos micorrizicos arbusculares en combinacion con

diferentes niveles y fuentes de materia organica.
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IV HIPOTESIS

La inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares y adicibn de materia
organica, promueven el crecimiento vegetal y la concentracion de compuestos
bioactivos con efecto bactericida en el axihuitl.
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V OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto de distintos indculos de hongos micorrizicos arbusculares y
materia organica en el crecimiento vegetal de Eupatorium aschembornianum y en

la concentracion de compuestos bioactivos con efecto bactericida.

5.2 Especificos

Evaluar el efecto de distintos consorcios micorrizicos arbusculares y diferentes
fuentes y niveles de materia organica sobre el crecimiento vegetal de las plantas

de axihuitl.

Evaluar el efecto de distintos in6culos de consorcios micorrizicos arbusculares
y diferentes fuentes y niveles de materia orgdnica en la concentracion de

compuestos bioactivos con efecto bactericida del extracto del axihuitl.
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VI MATERIALES Y METODOS

Por ser el axihuitl una especie silvestre, de la cual no se conoce su habito de
crecimiento bajo condiciones controladas de invernadero, se generaron diversos
protocolos para la germinacion de semilla, asi como de condiciones de crecimiento
en el invernadero. Una vez estandarizada la germinacion de semillas vy
condiciones de crecimiento de las plantas, se realizaron tres experimentos, en los
cuales se evaluaron diferentes niveles de materia organica adicionada al sustrato
y diferentes indculos de hongos micorrizicos arbusculares sobre el crecimiento y

concentracion de compuestos bioactivos del axihuitl.

6.1 Germinaciéon de la semilla.

Las semillas (Figura 3) fueron colectadas en Tepoztlan, Morelos se separaron
de restos vegetales y se limpiaron. Se colocaron en charolas de aluminio de 10
cm? y una profundidad de 2.5 cm, con arena estéril  (120°C en un autoclave
PRESTO Steele, durante 45 minutos), mezclada con vermiculita al 5% (v/v). Se
hicieron pequefios surcos paralelos y fueron colocadas las semillas a lo largo de
cada surco, posteriormente se taparon con un poco de sustrato. Se observé que
cuando hubo un aumento en la germinacion de las semillas de axihuitl (a los 6
dias de sembrarse), coincidié con la presencia de lluvias, por lo cual se consideré
que las semillas incrementaron la velocidad de germinacion, probablemente por el
aumento de la humedad relativa en el ambiente. Las plantulas presentaron las

primeras dos hojas verdaderas en un promedio de 2 meses, a partir de la siembra.

SUSANA GARCIA TELLEZ 29



Influencia de la micorrizacion y materia orgdnica en el crecimiento
y la produccion de sustancias bactericidas del axihuitl 2015

Figura 3. Semilla de axihuitl observada en microscopio estereoscopico (10x).

6.2 Material bioldgico.

6.2.1 Eupatorium aschembornianum (axihuitl): las plantas de axihuitl empleadas
en los experimentos se obtuvieron a partir de semillas germinadas en el

laboratorio (Figura 4), las cuales tenian las primeras dos hojas verdaderas y
una altura promedio de 2 cm.

Figura 4. Plantulas de axihuitl con sustrato arena-vermicomposta 5%
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6.2.2 In6culos HMA: se utilizé un indculo monoespecifico comercial compuesto de
hongos micorrizicos arbusculares de la especie Rhizophagus intraradices
(micorriza INIFAP), asi como distintos consorcios micorrizicos provenientes
de localidades de los estados de Morelos y Michoacan (Cuadro 2) y

propagados en CIATEJ e IIAF.

Cuadro 2. In6culos de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) propagados en
macetas trampa y empleados en los experimentos de este estudio.

Consorcio de HMA Procedencia Especies de HMA
Copalcohuitl San Juan Tlacotenco, No identificadas
Morelos
Antiguas vias del tren San Juan Tlacotenco, No identificadas
Morelos
Tezontitla San Juan Tlacotenco, No identificadas
Morelos
Cerro del Metate Tzitzio Michoacan Acaulospora scrobiculata,

Glomus aff. Glomerulatum,
Diversispora aurantium,
Funneliformis geosporum,
Funneliformis mosseae,
Glomus microaggregatum,
Glomus aff. Glomerulatum.
El Limon Tumbisca Morelia, Archaeospora schenckii,
Michoacan Acaulospora mellea,
Acaulospora scrobiculata,
Glomus deserticola.

Las Campesinas Etdcuaro Madero, Archaeospora schenckii,
Michoacan Acaulospora scrobiculata,
Entrophospora infrequens,
Glomus deserticola,
Septoglomus viscosum

Las especies aqui mencionadas fueron reportadas por Trinidad (2014).
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6.2.3 Fitopatdégeno: Se utilizé la cepa 1448A% de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, la cual fue proporcionada de la coleccion bacteriana del laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ, para evaluar la efectividad bactericida de los

extractos de axihuitl mediante pruebas microbioldgicas.

6.3 Sustratos

En los experimentos se utilizé arena estéril como soporte de crecimiento de
las plantas. En el primero y segundo experimento la arena provino de un banco
cercano a la localidad de Zinapécuaro, Michoacan y en el tercer experimento se
utilizé arena de rio proveniente de Guadalajara, Jalisco.

A la arena se le adicionaron tres tipos de materia organica previamente
esterilizada. Para el primer experimento se adiciond vermicomposta comercial,
para el segundo experimento composta a base de cachaza de cafia (se presenta
la descripcion de estas dos fuentes de materia organica en anexo 13.2 y 13.3.
Para el tercer experimento se adicioné cachaza de cafia y suelo proveniente de

zonas de colecta de las semillas de axihuitl en Morelos.

6.4 Trasplante e inoculacion.

Las plantulas de axihuitl se trasplantaron en bolsas negras para vivero con
capacidad para un kg, adicionando primero la arena con el nivel de materia
organica (MO) de acuerdo al tratamiento correspondiente. Se regaron hasta
saturar la maceta. Posteriormente se hizo un orificio en el sustrato con una
espatula, de manera que cupiera la raiz. Se coloco una plantula por maceta, al
mismo tiempo que se adiciond el in6culo correspondiente de HMA (80 esporas) en
la raiz segun el tratamiento, de manera que quedara en contacto directo con la

raiz. Finalmente se cubrieron con el sustrato.
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Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero en el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF). Se proporcion6é un riego a

saturacion cada dos dias, con agua desionizada.

6.5 Disefio experimental.

Se llevaron a cabo tres experimentos independientes, los cuales tuvieron un
mismo disefio experimental factorial, donde se evalu6 el factor materia organica y
el factor in6culo de HMA, realizado en un acomodo completamente al azar, en

condiciones de invernadero.

6.6 Primer experimento: Efecto de la materia organica y Rhizophagus
intraradices en el crecimiento de las plantas y efectividad bactericida de
los extractos de axihuitl sobre P. syringae pv. phaseolicola.

Puesto que se desconocen los requerimientos de materia organica del axihuitl,
para verificar si esta planta se llegaba a micorrizar, se establecié un disefio con
dos niveles de materia organica: con una vermicomposta comercial (Vermizula) y
un inéculo comercial monoespecifico, compuesto de hongos micorrizicos
arbusculares de la especie Rhizophagus intraradices constando de cuatro
tratamientos, repetidos cuatro veces, obteniendo un total de 16 unidades

experimentales, UE (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos para evaluar el efecto de HMA y materia organica en el
crecimiento de axihuitl.

In6éculo / MO Clave de tratamiento
T1: Sin Rl / ver 0%

Rhizophagus intraradices (RI) / T2: Sin Rl / ver 5%

vermicomposta (porcentaje de MO) T3: Con RI/ ver 0%

T4: Con RI / ver 5%

4 tratamientos x 4 repeticiones = 16 UE. RI (Rhizophagus intraradices), MO (materia organica),
Ver (vermicomposta).

6.7 Segundo experimento: Efecto de diferentes niveles de materia orgénica
y distintos inéculos de hongos micorrizicos arbusculares en el
crecimiento de las plantas y efectividad bactericida de los extractos de

axihuitl sobre P. syringae pv. phaseolicola.

Se evaluaron tres consorcios de HMA nativos de suelo rizosférico de agave
del Estado de Michoacan, un consorcio nativo de suelo rizosférico donde crece el
axihuitl del Estado de Morelos y un inéculo monoespecifico comercial con HMA
Rhizophagus intraradices y un testigo sin HMA,; tres niveles de materia organica al
0, 2.5y 5%, los cuales formaron 18 tratamientos. Los consorcios de HMA nativos
de Michoacan, fueron utilizados debido a que en plantas de leucaena (Leucaena
leucocephala), guayaba (Psidium guajava), agave (Agave cupreata Trel & Berger)
y chile (Capsicum annuum L.) se obtuvieron incrementos en el crecimiento
vegetal (Reyes, 2012; Torres, 2014; Reyes, 2015). Se colocaron seis repeticiones
por tratamiento, obteniendo un total de 108 unidades experimentales (Cuadro 4).

El experimento se mantuvo en condiciones de invernadero durante 6 meses.
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Cuadro 4. Disefio de tratamientos de indculos de HMA de Michoacan, Morelos y

comercial a distintos niveles de materia organica en plantas de axihuitl.

Inéculo de HMA / MO Tratamiento: Clave
T1: RI com 5%
Rhizophagus intraradices | composta T2: Rl com 2.5%

T3: Rl com 0%

T4: CM com 5%
Cerro del Metate / composta T5: CM com 2.5%

T6: CM com 0%

T7: L com 5%
El Limon / composta T8: Lcom 2.5%

T9: L com 0%

T10: Ca com 5%
Las Campesinas /composta T11: Ca com 2.5%

T12: Ca com 0%

T13: Co com 5%
Copalcohuitl / composta T14: Co com 2.5%
T15: Co com 0%
T16: Sin HMA/com 5%
T17: Sin HMA/com 2.5%
T18: Sin HMA/com 0%

18 tratamientos x 6 repeticiones = 108 UE. Com (composta), MO (materia organica), RI

Sin Hongos micorrizicos arbusculares /
composta

(Rhizophagus intraradices), CM (Cerro del Metate), L (El Limoén), Ca (Las Campesinas), Co

(Copalcohuitl), HMA (hongos micorrizicos arbusculares).

6.8 Tercer experimento: Evaluacion del efecto de seis in6culos de HMA, dos
fuentes de materia organica y dos niveles de materia organica en el

crecimiento y la concentracion de sustancias bioactivas del axihuitl.

Se evaluaron dos consorcios nativos del estado de Michoacan, tres consorcios
nativos del Estado de Morelos, un indculo comercial con HMA Rhizophagus
intraradices y un control sin HMA; dos fuentes de materia organica (composta a
base de cachaza de cafia 5%, v/v y suelo de parcelas de cultivo del axihuitl de

Morelos 5%, v/v). De estos factores se generaron 21 tratamientos con 10
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repeticiones, siendo un total de 210 unidades experimentales (Cuadro 5). El

experimento se mantuvo en invernadero durante cuatro meses.

Cuadro 5. Disefios de tratamientos de micorrizacion y materia organica con
plantas de axihuitl bajo condiciones de invernadero.

Inéculo de HMA / MO Tratamiento: Clave
Rhizophagus intraradices | composta T1: Rl com 5%
/ suelo de Morelos T2: RI SM 5%
T3: RI MO 0%
Las Campesinas / composta T4: Ca com 5%
/suelo de Morelos T5: Ca SM 5%
T6: Ca MO 0%
Cerro del Metate / composta T7: CM com 5%
/ suelo de Morelos T8: CM SM 5%
T9: CM MO 0%
Copalcohuitl / composta T10: CO com 5%
/ suelo de Morelos T11: CO SM 5%
T12: CO MO 0%
Antiguas vias del tren / composta T13: AV com 5%
/suelo de Morelos T14: AV SM 5%
T15: AV MO 0%
Tezontitla / composta T16: Te com 5%
/ suelo de Morelos T17: Te SM 5%
T18: Te MO 0%
Sin Hongos micorrizicos arbusculares T19: Sin HMA/Com 5%
/composta T20: Sin HMA/SM 5%
/ suelo de Morelos T21: Sin HMA/MO 0%

21 tratamientos x 10 repeticiones= 210 UE. Com (composta), SM (suelo de Morelos), MO (materia
organica), Rl (Rhizophagus intraradices), Ca (Las Campesinas), CM (Cerro del Metate), L (El
Limén), Co (Copalcohuitl), AV (Antiguas vias del tren), Te (Tezontitla), HMA (hongos micorrizicos

arbusculares).

6.9 Manejo de los experimentos.

Las macetas se colocaron bajo malla sombra con apertura 80-20, la cual
permite el paso del 20% de luz. Se les proporcion6 un riego cada dos dias con

agua desionizada.
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6.10 Variables de crecimiento vegetal evaluadas en los experimentos.

Se evaluaron diversas variables de crecimiento cada mes a partir de la
inoculacion de las plantas. En el primer y segundo experimento se midieron por un
periodo de 180 dias, mientras que en el tercer experimento se midieron por un

periodo de 120 dias.

6.10.1 Altura de la planta.

Se midi6 de forma manual con regla graduada en centimetros, pero las
unidades se reportaron en milimetros. La medicion se realizé a partir de la base

del tallo, hasta el apice (apertura de la tltima hoja).

6.10.2 Didmetro del tallo.

Se midi6 a partir de 1 cm de la base del tallo, con vernier digital graduado en

milimetros.

6.10.3 Numero de hojas.

Se conté el niumero de hojas de manera visual, considerando solo hojas

frescas, incluyendo tanto hojas grandes como pequenas.

Al final de los experimentos, se llevd a cabo la destruccion de las plantas,
consistiendo en la separacién de las diferentes partes, como son las hojas, el tallo

y la raiz y se midieron las siguientes variables de crecimiento:
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6.10.4 Longitud de raiz.

Se midio la longitud con regla en milimetros, desde el inicio de la raiz hasta la

punta de la misma.

6.10.5 Volumen de raiz.

El volumen se midi6 mediante el desplazamiento de agua en una probeta de
plastico graduada de 100 mL, introduciendo la raiz en un volumen de agua

conocido.

6.10.6 Area foliar.

Las hojas de las plantas ya separadas de tallo se colocaron de manera
extendida en un planimetro LICOR, modelo LI-3100, medidas en cm?

6.10.7 Pesos frescos.

Cada parte de la planta se pesé en balanza digital marca Mettler Toledo,
modelo PR 8002, en g.

6.10.8 Pesos secos.

De acuerdo a Godinez (2012), las plantas se dejaron secar a temperatura
ambiente en un lugar desprovisto de humedad y hasta total sequedad. Y se

pesaron en balanza digital en g.
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6.11 Variables microbioldgicas.

Para observar si las raices se micorrizaron y obtener el porcentaje de
colonizacion, se tomd una porcion de la raiz fresca, se lavo, se fij6 en formol acido

aceético y alcohol (FAA) y posteriormente se tifieron.

6.11.1 Tincién de raices.

Mediante la técnica de Phillips y Hayman (1970), con ligeras modificaciones,
se colocaron las raices conservadas en FAA en celdas de tincion. Las raices se
colocaron en celdas para tejido para aclararse, se sumergieron en KOH al 10%. El
hidroxido de potasio se calentd hasta ebulliciébn, en este momento se sumergieron
las celdas con las raices hasta que se cubrieron completamente y se dejaron en
estas condiciones durante 2.5 minutos. Posteriormente se enjuagaron y se
colocaron en azul de tripano al 0.05% en ebullicion durante 2.5 minutos.
Finalmente se colocaron las celdas en frascos de cristal con lactoglicerol para su

conservacion.

6.11.2 Porcentaje de colonizacién micorrizica (PCM).

Se cortaron 30 trozos de raiz de 1 cm de largo de cada tratamiento en un
portaobjetos, distribuidos en tres columnas con 10 filas (3 repeticiones por
tratamiento), colocando una gota de lactoglicerol y cubre objetos. Se observaron
estructuras (vesiculas, hifas y arbusculos o esporas) con el microscopio
compuesto y se obtuvo el PCM por el método de estimacion de McGonigle et al.

(1990) mediante la siguiente férmula:

% CM = (TCO — CNoC) x 100
TCO
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Dénde:

% CM= porcentaje de colonizacion micorrizica.
TCO-= total de campos observados.

CNoC= numero de campos observados no colonizados por estructuras

fungicas.

6.12 Obtencién de extractos aceténicos de axihuitl.

Se utilizaron el tallo y las hojas del axihuitl completamente secas, protegidas
de la luz solar en el laboratorio a temperatura ambiente. La parte aérea se
fraccion6 en trozos méas pequefios y se moli6 en un molino eléctrico marca
KRUPS, modelo GX 4100, durante 1 minuto (Figura 5).

Figura 5. Molienda de tejido seco de plantas de axihuitl en un molino eléctrico.

El axihuitl molido se colocé en un frasco de cristal con acetona al 100%, en
una proporcion 1:4 (1 g de extracto por 4 mL de acetona) cubierto con papel
aluminio para proteger el extracto de la luz y se dejé macerando por dos semanas,
en un agitador multipropésito marca Scientific, modelo CVP 2000 P en agitacion

constante y cubierto con papel aluminio para proteger el extracto de la luz.
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Transcurrido el tiempo de maceracion, se retiraron los restos de materia
vegetal al solvente mediante filtracion al vacio, con un equipo de filtracion (Figura
6), compuesto por embudo buchner y matraz kitasato, los cuales estaban
conectados a una bomba de vacio, donde se recupero el extracto en el matraz y

los restos de materia vegetal fueron retirados durante la filtracion (Prado, 2012).

Figura 6. Filtracion y rotaevaporacion de los residuos acetdnicos del extracto
crudo de axihuitl.

Finalmente se dejo evaporar el solvente en campana de extraccion hasta que
quedod solo el extracto, el cual tuvo una coloracion verde, con una consistencia
espesa (Figura 7) y se le agreg6 diclorometano al extracto de axihuitl para

conservarlo en refrigeracion a 4°C hasta su empleo.

Figura 7. Aspecto general del extracto acetonico de plantas de axihuitl.
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6.13 Pruebas de efectividad biolégica: actividad bactericida.

Para cuantificar la actividad biolégica bactericida del axihuitl, se realizaron
pruebas in vitro, mediante difusion en agar con medio sélido KB (consistente en la
mezcla de K2HPO (1 M), MgSOa4 (1 M), peptona, glicerol y agar para medio soélido
y sin agar para medio liquido), de acuerdo a lo propuesto por Prado (2012) y
Godinez (2012). En las cajas Petri con este medio de cultivo se sembré la cepa
1448A2 de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, junto con los extractos
correspondientes a los tratamientos establecidos en el experimento. Como control
negativo, se utilizd cloranfenicol como antibiético y para el control positivo se
utilizé solo medio KB sin antibidtico. Por cada tratamiento se realizaron tres

repeticiones.

6.13.1 Reactivacion de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.

P. syringae pv. phaseolicola se transfiri6 de un cultivo en caja Petri con asa
microbiolégica a un matraz con medio KB liquido. El matraz se dejé en agitacion

durante 24 horas a una temperatura de 28°C.

6.13.2 Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola y aplicacién con el

extracto in vitro.

Del matraz en agitacién se tomaron 2 mL con micropipeta para reinocular a
otro matraz con medio KB liquido. Después se midi6 en espectrofotbmetro la
concentracion aproximada de la bacteria a una densidad optica (DO) de 600= 0.1
nm. Se tomo una lectura cada hora. Cuando esta llegé a una absorbancia de 0.6
nm (fase exponencial), se tomd el cultivo bacteriano para las pruebas de inhibicién

de su crecimiento (actividad bactericida).
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Mediante curvas de crecimiento bacteriano se obtuvo un mismo nuamero de
células para la evaluacién de la actividad antimicrobiana. Para ello se utilizé6 una
densidad optica inicial (DO) de 600 nm, a una absorbancia de 0.1, llevando la
bacteria hasta una absorbancia de 0.6, debido a que en este punto P. syringae pv.
phaseolicola se encuentra en fase de crecimiento logaritmica (Godinez, 2012).
Cuando la bacteria alcanzé esta fase, se colocaron 2 mL de la suspension
bacteriana en medio KB liquido en microtubos (Eppendorf). Los tubos se
centrifugaron a 10 000 rpm, durante 10 min. El sobrenadante se retir6 para dejar
Unicamente la pastilla en el tubo. Se aplicaron 20 pL de cloranfenicol (50 pug mL™)
al control negativo; se afor6 a 2 mL de medio liquido KB para el control positivo y
los extractos de los diferentes tratamientos se colocaron a concentraciones de 40,
60 y 80 mg mL* en un volumen final de 2 mL de cultivo (el volumen faltante se
ajustoé con medio liquido KB). Se agitaron los tubos en vortex y se vaciaron a tubos
plasticos de 50 mL. Se dejaron en agitaciébn constante durante 24 h a una
temperatura de 28°C. Posteriormente estos medios de cultivos se sembraron 100
ML de cada repeticidn por tratamiento en placas con medio KB soélido. Se
incubaron por 24 a 72 horas para observar los resultados, por medio del cambio
en la apariencia del medio solido KB, el cual se torna amarillo fluorescente cuando
se encuentra presente el compuesto llamado piorverdina siderofora, producido
por la P. syringea pv. phaseolicola, mientras que en las placas que no
presentaron este cambio de coloracion fue el indicativo de que el extracto

incrementd el compuesto bioactivo con efecto bactericida.
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6.14 Anélisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa STATGRAPHICS Centurién
XV, con el cual se realizé el andlisis de varianza para las distintas variables
cuantitativas de los tres experimentos realizados en este trabajo de tesis. En los
casos donde el ANOVA result6 significativo, se realizé una prueba de Tukey con
nivel de confianza de 95%. También se realizaron analisis de correlaciéon entre las

variables de crecimiento, la colonizacion micorrizica y la inhibicion bacteriana.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de la materia organica y Rhizophagus intraradices en el
crecimiento de las plantas y efectividad bactericida de los extractos de

axihuitl sobre P. syringae pv. phaseolicola.

7.1.1 Dinamica del crecimiento vegetal del axihuitl bajo condiciones de

invernadero.

Durante los 180 dias que permanecieron las plantas de axihuitl en condiciones
de invernadero, los tratamientos con Rhizophagus intraradices sin vermicomposta
(T3) y sin R. intraradices sin vermicomposta (T1), sobrevivieron hasta los 60 y 90
dias, respectivamente (Figura 8). Como no fue posible evaluar estos dos
tratamientos al final del experimento, no se presentaron datos después de

transcurrido este tiempo.

o PRV SRS AXIHUIT] AXIHLIT L BT
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Figura 8. Efecto de la materia organica sobre el crecimiento de axihuitl bajo
condiciones de invernadero a los 80 dias después de establecido el
experimento.
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Los tratamientos a los que se adiciond vermicomposta (T2 y T4) sobrevivieron
hasta el final del experimento. Los dos tratamientos con vermicomposta, uno cony
otro sin R. intraradices, no presentaron diferencias estadisticamente significativas,
tanto en la variable de crecimiento de altura de la planta, T2 = 310.12 mm y T4=
280.12 mm (Figura 9), como en el diametro del tallo, T2 = 7.0 mm y T4= 6.5 mm
(Figura 10). La similitud estadistica en cuanto a estas variables de crecimiento
pudo deberse, en parte, a que el tiempo de permanencia de los tratamientos que
estuvieron inoculados con R. intraradices , no fue suficiente para que se observara
el efecto de los HMA, puesto que en otros estudios, este efecto se ha observado
después de los seis meses de inoculacion, donde se ha presentado hasta un 85%
de colonizacion de HMA en una planta de la familia Asteraceae, Inula ensifolia L.
(Zubek et al., 2010), mientras que en este experimento se presentd un 26% de
colonizacion de HMA. Los hongos micorrizicos toleraron el nivel de materia
organica (5%, v/v) aplicado a los tratamientos, sin embargo, también pudo ser un
nivel elevado para que ellos incrementaran sus estructuras fungicas,
manifestandose en la disminucién de la colonizacién del HMA en la planta, lo cual
se ha observado cuando se aumenta la fertilidad en el sustrato (Herrera et al.,
2011). Siddiqui et al. (2008) mencionan que las interacciones entre los HMA y la
fertilizacion son complejas y dificiles de predecir, mientras que en algunos casos
donde se ha aplicado abono orgénico, ha conducido a un aumento en la
colonizacion, en otros donde no se afadié fertilizacion de ningun tipo se ha

encontrado mayor colonizacion.
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Altura de la planta (mm)

600

500

N
o
o

300

200

100

——T1 =l=T2 T3 =—=T4

i

0 30 60 90 120 150 180
Dias después de la inoculacién

Figura 9. Efecto de HMA y vermicomposta sobre la altura de planta de axihuitl

bajo condiciones de invernadero. T1 sin RI ver 0%; T2 sin RI ver 5%; T3 con RI
ver 0% y T4 con RI ver 5%. Diferencias obtenidas mediante prueba de Student. Las
barras en cada punto representan = desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas entre tratamientos a esta fecha.
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Figura 10. Efecto de HMA y vermicomposta en el diametro del tallo del axihuitl

bajo condiciones de invernadero. T1 sin RI ver 0%; T2 sin RI ver 5%; con RI
ver 0% y T4 con RI ver 5%. Diferencias obtenidas mediante prueba de Student. Las
barras en cada punto representan + desviacion estdndar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas entre tratamientos a esta fecha.

En cuanto a las plantas de los tratamientos a los que no se les adicionaron
ninguna fuente de nutrientes y que murieron entre los 60 y 80 dias, pudiera
deberse al hecho de que el axihuitl no toler6 estas condiciones, ya que esta

especie crece en zonas que contienen mucha materia organica (Contreras et al.,
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2006). Por otra parte, el sustrato pudo contener algun elemento toxico, debido que
las plantas al final del experimento presentaron necrosis en las hojas (Figura 12),
sin embargo no se cuenta con el analisis de este sustrato. Sintomas similares se
observaron en plantas de haba (Vicia faba), debido a la prolongada aplicacion
prolongada de sales como cloruro de sodio (NacCl), sulfato de sodio (Na2SOa), y
cloruro de potasio (KCI), las cuales desarrollaron sintomas de toxicidad, como
manchas cloréticas de marchitamiento local, que mas tarde se volvieron puntos

necroticos (Slabu, et al., 2009).

En cuanto al nimero de hojas de las plantas de axihuitl a los 180 dias hubo un
incremento, tanto en T2 y T4, con respecto al conteo de hojas presentado a los 30,
60, 90, 120 y 150 dias. Los tratamientos Rhizophagus intraradices sin
vermicomposta (T1) y R. intraradices sin vermicomposta (T3) durante el primero y
segundo mes, presentaron diferencias estadisticamente significativas con los
tratamientos sin R. intraradices con vermicomposta al 5% (T2) y con R.intraradices
con vermicomposta al 5% (T4) (Cuadro 6). Transcurrido el segundo mes, los
tratamientos que sobrevivieron durante los 180 dias a partir de la inoculacion (T2 y
T4), mostraron diferencias estadisticas (Figura 11), siendo T2 el tratamiento con

mayor nimero de hojas.

Cuadro 6. Efecto de HMA y vermicomposta en el numero de hojas de la planta de

axihuitl bajo condiciones de invernadero.

Dias después de establecido el experimento

Tratamiento Clave

30 60 90 120 150 180
T1 Sin RI ver 0% 0.7b 5b - - - -
T2 Sin RI ver 5% l4a 31.7a 34.7a 25.7a 37.5a 60.5a
T3 Con RI ver 0% 0.69b 46b - - - -
T4 Con RI ver 5% l2a 26.7a 22.2b 142b 357a 44.7b

T1 sin MO sin in6culo R. intraradices; T2 con MO sin in6culo R. intraradices; T3 sin MO con in6culo
R. intraradices y T4 con MO e in6culo R. intraradices. Diferencias obtenidas mediante prueba de
Student. Los tratamientos sin valores no sobrevivieron a estas fechas.
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M.O/ R. intraradices

Figura 11. Comparacion de plantas de axihuitl a los 180 dias de establecido el

experimento. A) Plantas con vermicomposta al 5% y sin HMA; B) Plantas con
vermicomposta 5% y con HMA.

7.1.2 Efecto de HMA y MO en el crecimiento de axihuitl observado en variables de

respuesta de muestreo destructivo.

En las variables de crecimiento de longitud y volumen de raiz (Figura 12) y
biomasa fresca total, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos sin Rhizophagus intraradices con vermicomposta al 5% (T2)
y con R. intraradices con vermicomposta al 5% (T4), sin embargo para area foliar y
peso seco total si se presentaron diferencias estadisticas entre estos tratamientos
(Cuadro 7), siendo T2 que alcanz6 el mayor peso seco. Resultados en cuanto al
encubrimiento probable sobre el efecto de los HMA en el crecimiento de las
plantas, debido al alto contenido de materia organica, se apreciaron en un trabajo
con diferentes dosis de vermicomposta, donde se aplicac6 6% de MO en plantas
de chile serrano y se inocularon con Glomus sp., en los cuales no se encontraron

diferencias significativas en el crecimiento (Manjarrez et al., 1999).
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Cuadro 7. Efecto de la materia organica y micorrizas en el crecimiento de las
plantas de axihuitl bajo condiciones de invernadero a los 180 dias

después de establecido el experimento.

Tratamiento Vqlumen angitud Area foliar Peso total () Colonizacién
raiz(mL) raiz (cm) (cm?) Fresco Seco HMA (%)

T1 Sin Rl ver 0% - - - - - B

T2 Sin Rl ver 5% 19.7 a 3l.1a 1415a 40.0 a 89b -

T3 Con RI ver 0% - - - - - -

T4 Con RI ver 5% 17 a 28.1a 1140b 36.9a 7.1a 26%

T1 sin MO sin in6culo R. intraradices; T2 con MO sin in6culo R. intraradices; T3 sin MO con inéculo
R. intraradices y T4 con MO e in6culo R. intraradices Medias con letras diferentes por columnas
indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (p< 0.05). Los tratamientos sin
valores no sobrevivieron al final del experimento.

M.O/ R. intraradices

S, i

Figura 12. Efecto de la vermicomposta y HMA sobre el crecimiento de raices de
plantas de axihuitl bajo condiciones de invernadero a los 180 dias de

establecido el experimento. (A) Tratamiento con materia organica sin HMA y (B)
Tratamiento con materia organica con HMA.

El porcentaje de colonizacion del tratamiento con R. intraradices fue del 26%,
porcentaje considerado relativamente bajo respecto a lo reportado en otros
trabajos, donde especies vegetales han presentado hasta un 90% de colonizacion
como Catharanthus roseus y Echinacea purpurea (Araim et al., 2009; Andrade,
2013). Este porcentaje de colonizaciébn se presentdé en un periodo menor de
tiempo, donde el experimento solo permanecio tres meses (Araim et al., 2009),

con respecto al que se llevo a cabo en este experimento que constdé de seis
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meses en condiciones de invernadero. Sin embargo, este porcentaje pudiera
indicar una preferencia menor de E. aschembornianum con esta especie de HMA,
como lo indica Lata et al. (2003), quienes en un estudio con diferentes especies de
HMA Glomus mossae y Scutellospora fulgida, observaron preferencia y
porcentajes de colonizacion del 83 al 92% en la planta Echinacea pallida. Ademas,
se conoce que la materia orgénica del suelo influye en las micorrizas arbusculares
(Gryndler et al., 2009), como se pudo observar en la aplicacion de vermicomposta
e inéculos de G. albida en plantas de Passiflora alata, donde estos dos factores
presentaron una interaccion negativa en el crecimiento de la planta, observandose
que si se aumentaban las dosis de la vermicomposta, habia una disminucién de
los HMA, lo que probablemente se tradujo en una competencia del hongo
micorrizico con la alta concentracion de P contenido en la vermicomposta
(Oliveira, 2014).

Algunas de las estructuras de Rhizophagus intraradices observadas en las
raices de las plantas de axihuitl después de los 180 dias de establecido el

experimento, bajo condiciones de invernadero se presentan en la Figura 13.

Figura 13. Estructuras de Rhizophagus intraradices en raices de plantas de

axihuitl. Ay B, esporas; C y D, micelio; E, vesicula.
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7.1.3 Analisis de los factores HMA y MO para las variables de crecimiento del

axihuitl.

El analisis factorial en el crecimiento de las plantas de axihuitl mostré que el
factor materia organica (MO) tuvo efecto significativo en el crecimiento vegetal,
pero las interacciones entre los factores MO y HMA no fue significativa, indicando
gue no hubo relacion entre estas variables como influencia sobre el crecimiento de
la planta, sin embargo, tanto la MO como los HMA mostraron una interaccion
significativa en cuanto al efecto en la variable de la colonizacibn micorrizica
(Cuadro 8). Estos resultados fueron similares a los presentados en un estudio
donde se aplicé fertilizacidon fosfatada en papaya, pero el HMA que se inoculé fue
Glomus sp., el cual mostré6 su participacion en la captacién, absorcion y
movilizacion de los nutrimentos en el sustrato (Quifiones et al.,, 2012), sin
embargo, en ese estudio el HMA tuvo efecto en el incremento de las plantas, pero
en el presente trabajo no fue de esta manera, ya que el tratamiento con MO que
no tuvo HMA presentdé un mayor incremento con respecto al tratamiento que si se
inoculé con el HMA R. intraradices. Esto sugiere que las plantas de axihuitl tienen
la capacidad de absorber los nutrimentos, sin ayuda de esta especie de HMA, a
diferencia de las plantas micotréficas como la papaya, que carece de esta

capacidad (Quifiones et al., 2012).
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Cuadro 8. Valores de probabilidad de los estadisticos de prueba del andlisis de
varianza para los factores HMA y MO en las distintas variables de
crecimiento del axihuitl.

Variables de Valor de probabilidad (P) del Interacciones
crecimiento estadistico F (HMA)*(MO)
HMA MO
Altura de planta 0.08 0.00 0.08
Diametro del tallo 0.27 0.00 0.27
Numero de hojas 2.74 1.91 2.74
Volumen de raiz 0.35 0.00 0.35
Longitud de raiz 0.38 0.00 0.38
Area foliar 0.48 0.00 0.48
Peso fresco total 0.63 0.00 0.63
Peso seco total 0.30 0.00 0.30
Variable

microbiol6gica

Colonizacion 0.00 0.00 0.00
micorrizica

Valores de p<0.05 indican efecto estadisticamente significativo.

7.1.4 Extractos aceténicos de axihuitl y su actividad como bactericida.

Los extractos aceténicos obtenidos de los tratamientos T2 (sin HMA/MO 5%) y
T4 (RI/MO 5%), aplicados a las cajas Petri, con una concentraciéon de 60 mg mL™,
no mostraron un efecto bactericida, pues no se observo inhibicién del crecimiento
de P. syringae pv. phaseolicola. El control positivo (P. syringae pv. phaseolicola
con medio KB) presentd el crecimiento de la bacteria, mientras que en las caja
Petri con el antibi6tico-control negativo (cloranfenicol con una concentracion de 50

uL mL1) no presentaron crecimiento bacteriano (Figura 14).
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Figura 14. Prueba de inhibicién del crecimiento de P. syringae pv. phaseolicola
por compuesto bactericida de extractos de axihuitl proveniente de

distintos tratamientos. T2 = extracto de plantas de axihuitl con vermicomposta al
5% y sin HMA; T4 = extracto de plantas de axihuitl con vermicomposta 5% y con
HMA.

Estos resultados mostraron que el HMA R. intraradices, como la
vermicomposta no incrementaron el metabolito secundarios con efecto bactericida.
En otros trabajos donde se ha adicionado vermicomposta a plantas medicinales
para aumentar la concentracion de los metabolitos secundarios, como en Ardisia
escallonoides para incrementar la concentracion de fenoles y taninos, al término
de 6 meses, solo se presentd el incremento en el crecimiento de la planta y en el
peso seco, pero no aumentd la concentracion de metabolitos secundarios como
fenoles y taninos (Molina et al.,, 2012). Puesto que la planta puede contener
diferentes tipos de metabolitos en si, se puede dar el caso que no todos los
metabolitos se incrementen por el hecho de la adicion de materia organica o
inoculacién con HMA. En Artemisa anua, no se vio afectada la concentracion total
de terpernos, pero si se encontré un incremento de limoneno y cetona por efecto
de la inoculacién con Glomus sp. (Raparini et al., 2007). Aunque el metabolito con
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efecto bactericida no se incrementd, quiza otros metabolitos en la planta de
axihuitl probablemente pudieron haberse incrementado.

7.2 Efecto de diferentes niveles de materia organica y distintos in6culos de
hongos micorrizicos arbusculares en el crecimiento de las plantas y
efectividad bactericida de los extractos de axihuitl sobre P. syringae pv.

phaseolicola.

7.2.1 Dinamicas del crecimiento vegetal del axihuitl por efecto de la MO y HMA.

Las variables de crecimiento evaluadas durante los 180 dias de permanencia
del experimento en condiciones de invernadero fueron: altura de la planta y
diametro del tallo (Figuras 15 y 16). Los tratamientos a los que no se les adicioné
MO (composta a base de cachaza de cafia), T3, T6 y T18, no sobrevivieron. Asi
mismo, las plantas del tratamiento con 2.5% de MO con in6culo de R. intraradices
murieron antes de cumplir un mes de haberse inoculado. Entre los tratamientos
con solo 2.5% de MO presentaron diferencias estadisticamente significativas tanto
para la altura de la planta, como para el didmetro del tallo. También entre los
tratamientos con solo MO del 5% presentaron diferencias en estas variables. El
incremento en la altura de la planta y diametro del tallo fue superior en los
tratamientos T4 (MO 5% con inéculo Cerro del Metate) y T7 (MO 5% con indculo
El Limén) con respecto al resto. En la Figura 17 se muestran los tratamientos con

los in6culos de HMA 'y dos niveles de materia organica.
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Figura 15. Dinamica del crecimiento de la altura de la planta. T1, MO 5% +
Rhizophagus intraradices; T2, MO 2.5% + Rhizophagus intraradices; T4 MO
5% + Cerro del metate; T5 MO 2.5% + Cerro del metate; T7 MO 5% + El
Limon; T8 MO 2.5%+ El Limén; T9 MO 0% + El Limoén; T10 MO 5% + Las
Campesinas; T11 MO 2.5%+ Las Campesinas; T12 MO 0% + Las
Campesinas; T13 MO 5% + Copalcohuitl; T14 MO 2.5%+ Copalcohuitl; T15
MO 0% + Copalcohuitl; T16 MO 5%; T17 MO 2.5%; T18 MO 0% sin HMA.
Las barras en cada punto representan + desviacion estandar. Los asteriscos
indican diferencias estadisticas entre tratamientos a esta fecha.
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Figura 1. Dindmica de crecimiento del didametro del tallo. T1, MO 5% + Rhizophagus

intraradices; T2, MO 2.5% + Rhizophagus intraradices; T4 MO 5% + Cerro
del metate; T5 MO 2.5% + Cerro del metate; T7 MO 5% + El Limén; T8 MO
2.5%+ El Lim6n; T9 MO 0% + El Limoén; T10 MO 5% + Las Campesinas;
T11 MO 2.5%+ Las Campesinas; T12 MO 0% + Las Campesinas; T13 MO
5% + Copalcohuitl;, T14 MO 2.5%+ Copalcohuitl; T15 MO 0% +
Copalcohuitl; T16 MO 5%; T17 MO 2.5%; T18 MO 0% sin HMA. Las barras
en cada punto representan * desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas entre tratamientos a esta fecha.
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Cerro del
R. intraradices | "y, El Limén Copalcohuitl i  Sin HMA
| Campesinas

Cerro del .
Metate Las Campesinas Copaicohunt

Figura 17. Efecto de la vermicomposta y HMA sobre el crecimiento de axihuitl a

los 180 dias de inoculadas. A) Tratamientos con HMA y con materia organica al
5%. B) Tratamientos con HMA y materia organica al 2.5%. Al fondo de las figuras se
presenta una regla de 30 cm de longitud.

En cuanto al nimero de hojas (Cuadro 9), se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. EI T7 (El Lim6n con
composta al 5%) presenté mayor nimero de hojas de los 3 a los 6 meses que se
midié esta variable. Entre los 60 y 90 dias de haberse inoculado las plantas
presentaron un incremento constante en cuanto al nimero de hojas, pero de los

120 a los 180 dias se present6 una disminucién en esta variable.
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Cuadro 9. Efecto de HMA y composta en el niumero de hojas de la planta de
axihuitl bajo condiciones de invernadero a los 180 dias de la

inoculacion.
Tratamiento Dias después de establecido el experimento
In6culo HMA / MO 30 60 90 120 150 180
Tl RIlcom 5% 6 cd 17 ab 17 cd 9.1b 9.6 ab 9.3a
T2 RIlcom 2.5% 6 cd 9b 6.4e 56b 6.5 bc 5ab
T3 RIcom 0% - - - - - -
T4 CMcom 5% 8 bc 22 a 25a 145ab 1l1lab 95a
T5 CMcom 2.5% 6 cd 14 ab 19abc 7D 9.3ab 7.3ab
T6 CM com 0% - - - - - -
T7 L com5% 13 a 22 a 18 bcd 13 ab 13 a 10.3 a
T8 Lcom2.5% 10 a 17 ab 21 ab 13 ab - -
T9 Lcom 0% 6 cd 26Db - - - -
T10 Cacom 5% 7 bc 15 ab 19abc 115ab 95ab 9a
T11 Cacom 2.5% 6 cd 17 ab 21 ab 9.3b 9.3ab 8 ab
T12 Cacom 0% 6.4 cd 36b - - - -
T13 Co com 5% 6 cd 7b 9 cde 86Db 8.4abc 6.2ab
T14 Co com 2.5% 7 bc 13 ab 12cde 6.7b 5.2c 4 b
T15 Cocom 0% - - - - - -
T16 Sin HMA/Com 5% 5d 10 ab 6 de 9.2b 8.7abc 7.5ab
T17 Sin HMA/Com 2.5% 5d 20 a 12cde 335a - -

T18 Sin HMA/Com 0% - - - -

RI (Rhizophagus intraradices), CM (Cerro del Metate), L (El Limén), Ca (Campesinas), Co
(Copalcohuitl), HMA (hongo micorrizico arbuscular), Com (composta). Medias seguidas de
letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticamente significativas segun
Tukey (p< 0.05). Los tratamientos sin valores no sobrevivieron a esta fecha.

7.2.2 Efecto de HMA 'y MO en el crecimiento de axihuitl observado en variables de

respuesta de muestreo destructivo.

Los resultados al final del experimento, en cuanto a las variables de crecimiento
evaluadas a los 180 dias, mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (Cuadro 10). Cerro del Metate con
composta al 5% (T4), presentd el mayor incremento en las variables de
volumen y longitud de raiz (Figura 18), peso fresco y peso seco total, a
excepcion del area foliar, mientras que para esta variable, EI Limén con
composta al 5% (T7) fue el tratamiento que incrementé mayormente el

follaje.

SUSANA GARCIA TELLEZ 60



Influencia de la micorrizacion y materia orgdnica en el crecimiento
y la produccion de sustancias bactericidas del axihuitl 2015

Al respecto, se ha encontrado que el manejo tecnologico de los
agroecosistemas de donde provienen los consorcios micorrizicos, puede causar
diferencias en cuanto al nimero de especies en las comunidades de HMA,
encontrando que los consorcios mas efectivos en el crecimiento de las plantas han
sido los que presentan un mayor numero de especies de HMA (Trejo, et al., 2011),
y, aunque los consorcios provinieron de macetas trampa, al ser inéculos que antes
de propagarse provinieron de diferentes localidades, es probable que contaran con

diferente nimero de especies.

Cuadro 10. Efecto de los HMA y materia organica en las variables de crecimiento
del axihuitl bajo condiciones de invernadero a los 180 dias después de
establecido el experimento.

Tratamiento Yaoilz. Ir‘aol,gg' ﬁ)rl(ia:r Peso (g) Colonizaciéon

In6culo HMA / MO > fresco  seco HMA (%)
(mL) (mm) (cm?)

Tl RIcom 5% 1.46bc 33a 43.48ab 496bc 190bc 33%c

T2 RIlcom 2.5% 0.65c 40 a 32.88cd 1.23c 0.59c 31%c

T3 Rlcom 0% - - - - - -

T4 CM com 5% 227 a 46.27a 7983ab 10.66a 3.78a 67%Db

T5 CM com 2.5% 0.66 ¢ 4556a 29.65cd 294 c 091c 63% b

T6 CM com 0% - - - - - -

T7 Lcom 5% 22 a 443 a 110.89a 8.87ab 3.71a 90%a

T8 L com 2.5% 0.94c 41.62a 5551ab 421bc 187bc 86%a

T9 L com 0% - - - - - -

T10 Cacom 5% 1.38bc 32.72a 89.11ab 525bc 199bc 93% a

T11 Cacom 2.5% 094 ¢ 4162a 5551lab 4.05bc 1.87bc 86%a

T12 Cacom 0% - - - - - -

T13 Co com 5% l1lc 31.86a 31.64d 3.73bc 130 c 35%c

T14 Co com 2.5% 0.63 ¢ 4525a 4.11d 0.83c 0.29c 15% ¢

T15 Co com 0% - - - - - R

T16 Sin HMA/Com 5% 1.13c 4575a 24.77d 3.9 bc 1.09¢c -
T17 SinHMA/Com2.5% - - - - - R
T18 Sin HMA/Com 0% - - - - - -

RI (Rhizophagus intraradices), CM (Cerro del Metate), L (El Limoén), Ca (Campesinas), Co
(Copalcohuitl), HMA (hongo micorrizico arbuscular), Com (composta). Medias seguidas de
letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticamente significativas segun
Tukey (p< 0.05). Los tratamientos sin valores no sebrevivieron a esta fecha.
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T1 (Rl com 5%) T2 (Rl com 2.5%) T4 (CM com 5%)
R. intraradices con composta R. intraradices con composta Cerro del Metate con composta

T5 (CM com 2.5%) T7 (L com 5%) T8 (L com 2.5%)
Cerro del Metate con composta El Lim6n con composta  El Limén con composta

Campesinas con composta Campesinas con composta Copalcohutl con composta
T10 (Ca com 5%) T11 (Ca com 2.5%) T13 (Co com 5%)
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T14 (Co com 2.5%) T16 (Sin HMA/Com 5%)
Copalcohuitl con composta Sin hongo micorrizico
con composta

Figura 18. Efecto de los tratamientos sobre la longitud de raiz de axihuitl a los 180
dias del establecimiento del experimento en invernadero.

7.2.3 Porcentaje de colonizacion micorrizica.

Las plantas de los tratamientos con 2.5 y 5% de materia organica, mostraron
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de colonizacién de
las raices de las plantas de axihuitl (Cuadro 10). El tratamiento que present6
mayor porcentaje de colonizacién (93%) fue T10 (Ca com 5%). Gryndler et al.
(2009) mostraron gue cantidades relativamente pequefias de materia organica
pueden disminuir el crecimiento de los HMA en las raices, lo cual se apreci6 en
tratamientos a los que se les adiciond solo el 2.5% de MO, que presentaron
porcentajes de colonizacion del 63% (T5) y 83% (T8 y T11), mientras que
tratamientos con 5% de MO presentaron porcentajes menores, del 33% (T1) y
35% (T13). En las Figuras 19 y 20 se muestran algunas estructuras fungicas de

los tratamientos con 2.5% y 5% de MO.
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Figura 19. Estructuras de HMA en raices de plantas de axihuitl colonizadas por
HMA del in6culo Cerro del Metate, tratadas con 5% de materia
organica. A) y B) vesiculas, C) micelio y vesiculas.

Figura 20. Estructuras en raices de plantas de axihuitl colonizadas por HMA del
in6culo El Limén, tratadas con 2.5% de materia organica. A) Micelio, B)
vesiculas, C) micelio y vesiculas.

Los diferentes porcentajes de colonizacion pudieran estar reflejando la posible
especificidad que presenta la planta en la sefializacion para el intercambio
simbidtico que emiten las raices para los distintos géneros y especies de HMA
contenidos en los in6culos micorrizicos (Rodriguez et al., 2004), en conjunto con
los nutrimentos contenidos en la materia organica aplicada al sustrato (Martinez et
al., 2013).
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7.2.4 Analisis de los factores HMA y MO sobre las variables de crecimiento del

axihuitl.

De los factores evaluados en este experimento, el factor HMA no mostro
diferencias significativas para las variables de crecimiento, a excepcion del peso
seco total, mientras que la MO fue estadisticamente significativa para todas las
variables de crecimiento (Cuadro 11). La interaccién entre los factores HMA y MO
no fue significativa para las variables de crecimiento, lo cual concuerda con un
estudio en Plantago lanceolata y Lolium perenne, adicionadas con HMA y materia
organica, tampoco presentaron una interaccion significativa entre estos factores
(Hodge, 2003). En contraste la adicion de materia organica en Leucaena
diversifolia, promovi6 favorablemente el efecto de los HMA en el incremento de la
biomasa vegetal (Shrestha et al., 2007). Sin embargo, para la variable
microbiologica fue significativo el factor MO y el factor HMA, asi mismo, la
interaccion entre estos dos factores tuvieron un efecto significativo para que los
HMA colonizaran las plantas. Daynes et al. (2013), mencionan que son tres los
factores que requiere el HMA como parte de su estabilizacion y que haya una
respuesta favorable en el crecimiento de las plantas. Estos son, las particulas de
la materia organica, y materiales humicos presentes en el sustrato, las raices de
las plantas que interactian fisicamente con el sustrato y las hifas del HMA, ya que
estos son factores modifican la estructura del suelo y repercuten en la nutricién de
la planta, como se ha encontrado que el carbono orgénico en el suelo es mas alto,

gue cuando falta alguno de estos factores.
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Cuadro 11. Valores de probabilidad de los estadisticos de prueba del andlisis de
varianza para los factores HMA y MO en las distintas variables de
crecimiento del axihuitl.

Variables de Valor de probabilidad (P) del estadistico F Interacciones
crecimiento HMA MO (HMA)*(MO)
Altura de planta 0.28 0.00 0.28
Didmetro del tallo 0.18 0.00 0.18
Numero de hojas 0.21 0.00 0.21
Volumen de raiz 0.25 0.00 0.25
Longitud de raiz 0.37 0.00 0.37
Area foliar 0.11 0.00 0.11
Peso fresco total 0.15 0.00 0.15
Peso seco total 0.07 0.02 0.17
Variable

microbiolégica

Colonizacion 0.00 0.01 0.01
micorrizica

Valores de p<0.05 indican efecto estadisticamente significativo.

7.25 Efecto de HMA y MO en la concentraciéon de la actividad biolégica
bactericida de extractos aceténicos de axihuitl.

Los extractos aplicados con una concentraciéon de 60 mg mL* (concentracién
menor a la conocida de 80 mg mL* como minima inhibitoria) que incrementaron la
actividad biolégica bactericida fueron los tratamientos (T2) R. intraradices con
composta al 2.5%, (T4) Cerro del Metate con composta al 5 y (T16) sin HMA con
composta al 5% (Figura 21), lo cual se observé en la asucencia de la coloracién
amarillo fluorescente, que es indicativo del crecimiento de la bacteria P. syringae
pv. phaseolicola. Este efecto se observo a partir de las 24 h de que se aplicaron
los tratamientos en las cajas Petri y se corrobor6 el mismo efecto hasta las 72 h.
Los cajas Petri de los tratamientos (T8) El Limon con composta al 2.5%, (T10)
Las Campesinas con composta al 5% y (T13) Copalcohutl con composta al 5%,

presentaron crecimiento bacteriano en las cajas del control negativo, lo cual pudo
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deberse a la aplicacién de una concentracién menor, por falta de precision cuando

se coloco el antibidtico.

T1 (Rl com 5%) ' T2 (Rl com 2.5%) - T4 (CM com 5%)
R. intraradices/composta 5% R. intraradices/composta 2.5% Cerro del Metate/composta 5%

T7 (L com 5%) T8 (L com 2.5%) T10 (Ca com 5%
El Limoén/composta 5% El Limén/composta 2.5%  Campesinas/composta 5%

T11 (Ca com 2.5%) T13 (Co com 5%) T14 (Co com 2.5%)
Campesinas con composta 2.5% Copalcohuitl/composta 5% Copalcohuitl/composta 2.5%
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T16 (Sin HMA/Com 5%)
Sin micorriza/composta 5%

Figura 21. Pruebas de inhibicion bacteriana con extractos de axihuitl con una
concentracion de 60 mg mL™. Los tratamientos donde no se presento
crecimiento bacteriano fueron indicativo de que el extracto incremento la
concentracion de los compuestos bactericidas. Los controles positivos con
solo bacteria se indican con la etiqueta Psph 1448A? y presentan coloracion
amarillo fosforescente que indica crecimiento bacteriano. El control negativo
presenta la etiqgueta Psph 1448A2-Cloranfenicol, donde se presenta
transparencia no hubo crecimiento bacteriano. Los tratamientos con el
extracto se indican con la etiqueta Psph 1448A%/ T.

7.2.6 Analisis de correlacion entre el crecimiento vegetal, presencia de HMA e

inhibicion del crecimiento bacteriano por parte de extractos de axihuitl.

El analisis de correlacion del peso fresco y peso seco, con respecto al
porcentaje de colonizacion, mostraron una correlacion positiva. Estos resultados
fueron estadisticamente significativos, indicando en los valores de la correlacién
gue a mayor porcentaje de colonizacion, mayor fue el incremento en la biomasa
vegetal (Cuadro 12). Sin embargo, los pesos fresco y seco no presentaron una
correlacion significativa en relacion con la inhibicion bacteriana. Asi mismo, la
colonizacion micorrizica y la inhibicion bacteriana no presentaron una correlacion

significativa. Aunque las plantas de Axihuitl incrementaron la biomasa por efecto
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de la colonizacién de los HMA, estos resultados mostraron que no hubo una
relacion en cuanto a estas variables con respecto a la inhibicion de la bacteria,
Un trabajo de Zubek (2015), con la planta Viola tricolor L. reporta que ciertas
especies de HMA tuvieron un efecto en el incremento de compuestos de
metabolismo secundario, asi como de algunos minerales, ya que en las plantas
con Rhizophagus irregularis, tenian mayores concentraciones de P, Zn, Mg, y Ca,
asi como de acido p-hidroxibenzoico, mientras que V. tricolor no mostro respuesta
a Funneliformis mosseae y el control con estas dos especies de HMA

incrementaron las concentraciones de Cu y Mg.

Cuadro 12. Valores de coeficientes de correlacion de Spearman (r) entre las
variables de pesos fresco aéreo, peso seco aéreo, inhibicién
bacteriana y colonizacion micorrizica.

Variables Inhibicion Colonizaciéon Peso seco
(parte aérea)

Peso fresco 0.1533 0.7681 0.9102
(parte aérea) (P=10.1128) (P=10.00) (P=10.00)
Inhibicién 0.0337 0.0993
bacteriana (P=0.7277) (P=0.3042)
Colonizacién 0.7788
micorrizica (P=0.00)

Valores-P abajo de 0.05 indican correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel
de confianza del 95.0%.

7.3 Evaluaciéon del efecto de seis in6culos de HMA, dos fuentes de materia
organica y dos niveles de materia organica en el crecimiento y la

concentracion de sustancias bioactivas del axihuitl.

7.3.1 Dinamica del crecimiento vegetal del axihuitl bajo condiciones de

invernadero.

En este experimento todos los tratamientos sobrevivieron y mostraron

diferencias estadisticamente significativas. Para la variable altura de la planta
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(Figura 22), (T1) R. intraradices con composta al 5% fue el que presentd una

mayor altura.
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Figura 22. Dinamica de crecimiento de altura de la planta. T1, Composta 5% +

Rhizophagus intraradices; T2, Suelo Morelos 5% + Rhizophagus intraradices; T3,
MO 0%+ Rhizophagus intraradices; T4, Composta 5% + Las Campesinas; T5, Suelo
Morelos 5% + Las Campesinas; T6, MO 0% + Las Campesinas; T7, Composta 5% +
Cerro del Metate; T8,Suelo de Morelos 5%+ Cerro del Metate; T9, MO 0%+ Cerro
del Metate; T10, Composta 5% + Copalcohuitl; T1, Suelo de Morelos 5%+
Copalcohuitl; T12, MO 0% + Copalcohuitl; T13 Composta 5% + Antiguas Vias del
Tren; T14, Suelo de Morelos 5%+ Antiguas Vias del Tren; T15, MO 0% + Antiguas
Vias del Tren; T16, Composta 5% + Tezontitla; T17, Suelo de Morelos 5% +
Tezontitla; T18, MO 0% + Tezontitla; T19 Composta 5% sin HMA; T20, Suelo
Morelos 5% sin HMA; T21, Sin MO sin HMA. Las barras en cada punto representan
+ desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticas entre
tratamientos a esta fecha.
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Para el diametro del tallo, el mayor incremento (Figura 23) se present6 en (T1)

R. intraradices con composta, a los 120 dias de inoculadas las plantas.
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Figura 23. Dindmica de crecimiento del diametro del tallo. T1, Composta 5% +

Rhizophagus intraradices; T2, Suelo Morelos 5% + Rhizophagus intraradices; T3,
MO 0%+ Rhizophagus intraradices; T4, Composta 5% + Las Campesinas; T5, Suelo
Morelos 5% + Las Campesinas; T6, MO 0% + Las Campesinas; T7, Composta 5% +
Cerro del Metate; T8,Suelo de Morelos 5%+ Cerro del Metate; T9, MO 0%+ Cerro
del Metate; T10, Composta 5% + Copalcohuitl; T1, Suelo de Morelos 5%+
Copalcohuitl; T12, MO 0% + Copalcohuitl; T13 Composta 5% + Antiguas Vias del
Tren; T14, Suelo de Morelos 5%+ Antiguas Vias del Tren; T15, MO 0% + Antiguas
Vias del Tren; T16, Composta 5% + Tezontitla; T17, Suelo de Morelos 5% +
Tezontitla; T18, MO 0% + Tezontitla; T19 Composta 5% sin HMA; T20, Suelo
Morelos 5% sin HMA; T21, Sin MO sin HMA. Las barras en cada punto representan
+ desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticas entre
tratamientos a esta fecha.
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En cuanto al nimero de hojas (Cuadro 13), no se logré observar alguna
tendencia respecto a los pardmetros anteriores debido a la caida de las hojas de
las plantas. Los tratamientos presentaron diferencias estadisticas en cada fecha
de muestreo. T1 (R. intraradices con suelo de Morelos al 5%), presentd el mayor
namero de hojas en cada mes con respecto al resto de los tratamientos, sin
embargo se aprecié que, durante los 60 y 90 dias, se incrementd el nUmero de

hojas, pero a los 120 dias hubo una disminucién (Figura 24).

Cuadro 13. Efecto de HMA y composta en el numero de hojas de la planta de
axihuitl bajo condiciones de invernadero a los 120 dias de la

inoculacion.

Tratamiento Dias después de establecido el experimento
In6culo de HMA / MO 30 60 90 120
Tl RICom 5% 13 a 19 a 20 a 13.8 a
T2 RISM 5% 6.4 bc 14.3 abc 16 ab 12.2 ab
T3 RIMO 0% 6.2 C 10.1 bed 9.7 de 8.5 bcd
T4 Ca Com 5% 8.7 abc 12.7 bcd 10.7 de 10.7 abc
T5 CaSM 5% 7.5 bc 15 ab 11.5cde 8.5 bcd
T6 CaMO 0% 7.4 bc 13.3 bcd 10.3 de 9.9 abc
T7 CM Com 5% 7.8 bc 11.7 bcd 9.1 de 10.4 abc
T8 CMSM 5% 10.2ab 13.2 bed 12.1 bcd 10.9 abc
T9 CM MO 0% 10.4ab 12 bcd 11.4cde 9.1 abc
T10 CO Com 5% 7.5 bc 13.2 bcd 9.5 de 9.2 abc
T11 COSM 5% 7.1 bc 12.1 bcd 15 bc 9.1 abc
T12 COMO 0% 7.1 bc 9.5 cd 10.4 de 7.8 cd
T13 AV Com 5% 7.4 bc 12.7 bcd 12 bcd 10.1 abc
T14 AV SM 5% 9 abc 14.5 abc 15 bc 11 abc
T15 AV MO 0% 45 ¢ 11.2 bcd 10.6 acde 3.7 e
T16 Te Com 5% 7.1 bc 12.1 bcd 11.1 acde 9.9 abc
T17 TeSM 5% 8.5 abc 13.4 bcd 13.1bcd 12.8ab
T18 Te MO 0% 6 abc 11.2 bcd 10.3 de 7 d
T19 Sin HMA/Com 5% 7.2 bc 12.1 bcd 10.5 de 10.5 abc
T20 Sin HMA/SM 5% 55 ¢c 85 d 9 de 9.2 abc
T21 Sin HMA/MO 0% 5.7 ¢ 9.7 bcd 8.8 e 8.2 bcd

RI (Rhizophagus intraradices), Ca (Campesinas), CM (Cerro del Metate), Co (Copalcohuitl), AV
(Antiguas Vias del Tren), Te (Tezontitla), HMA (hongo micorrizico arbuscular), Com (composta),
SM (Suelo de Morelos). Medias con letras diferentes por columnas indican diferencias
estadisticamente significativas seguin Tukey (p< 0.05).
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cenka %5,. TEZONTITLA/
MET) COPALCOHUITL/ ANTIGUAS VIAS/ SUELO MORELOS
SUELO g?naos SUELO MORELOS SUELO MORELOS 5%
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Figura 24. Plantas de axihuitl a los 120 dias después de establecido el

experimento bajo condiciones de invernadero. A) Tratamientos con suelo
de Morelos al 5 %. B) Tratamientos sin materia organica. C) Tratamientos con
composta a base de cachaza de cafia al 5%
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7.3.2 Efecto de HMA y MO en el crecimiento de axihuitl observado en

variables de respuesta de muestreo destructivo.

Los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas en las
variables evaluadas en el muestreo destructivo (Cuadro 14). T1 (R. intraradices
con composta 5%) present6 el mayor volumen y longitud de raiz, asi como mayor
peso seco total, a diferencia de los demas tratamientos, mientras que el area foliar
fue mayor en el tratamiento T2 (R. intraradices con suelo de Morelos 5%). El
incremento en cuanto a la biomasa vegetal con R. intraradices ya se ha observado
en trabajos con plantas medicinales, presentando incluso, un crecimiento tres
veces mayor al tratamiento que no se inoculé con el hongo (Araim et al., 2009). En
la Figura 25, se observa como la longitud de las raices fue similar en la mayoria de
las plantas, sin embargo, se observaron diferencias en cuanto al volumen,
correspondientes a los tratamientos con nivel de materia organica del 5%, y las
raices de menor volumen, correspondientes a los tratamientos que no tuvieron

materia organica, solamente inéculo de HMA.
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Cuadro 14. Efecto de los HMA y materia organica en las variables de crecimiento

del axihuitl 120 dias después de establecido el experimento bajo

condiciones de invernadero.

Area

Tratamiento vol. Long. ; Peso ()
In6culo de HMA / MO Raiz Raiz foliar

(mL) (mm) (cm?) Fresco Seco
Tl RI Com 5% 5.1a 51.2a 1644bc 24.0a 46 a
T2 RISM 5% 24b 47.8a 2165a 150b 3.6a
T3 RIMO 0% 0.8bcd 383a 744cd 3.91g 1.0 bc
T4 CaCom 5% 15bcd 50.1a 95.8bc 8.2 def 2.1ab
T5 CaSM 5% 2 bc 509a 168.0ab 15.0b 39a
T6 CaMO 0% 0.8 cd 41.2a 895¢c 5.0 ef 1.6 bc
T7 CM Com 5% 1.6bcd 47.7a 705cd 7.2 def 1.8 bc
T8 CM SM 5% 15bcd 47.3a 155.2ab 13.2bc 3.2a
T9 CMMO 0% 0.8 cd 37.8a 121.8bc 5.1¢f 1.4 bc
T10 CO Com 5% 1.3bcd 43.8a 86.1cd 6.2 def 1.6 bc
T11CO SM 5% 1.7bcd 435a 153.0ab 10.7cd 3.0ab
T12 COMO 0% 1 bed 39.3a 74.1cd 5.0 ef 1.3 bc
T13 AV Com 5% 1.6bcd 38.0a 111.4ab 8.5 def 2.1ab
T14 AV SM 5% 2.1bc 448a 1822a 14.7b 39a
T15AV MO 0% 0.1d 76b 32.3d 1l1g 05c
T16 Te Com 5% 1 bcd 445a 1bcd 6.8 def 45Db
T17Te SM 5% 27b 40.0a 1955a 14.72 b 42 a
T18 Te MO 0% 09bcd 448a 82.8cd 6.1 ef 1.2 bc
T19 Sin HMA/Com 5% 1.2bcd 46.05a 111.6bc 8.0 def 2.1ab
T20 Sin HMA/SM 5% 0.8 cd 37.41a 839cd 4.0fg 0.9 bc
T21 Sin HMA/MO 0% 0.5d 37.87a 78.0cd 3.51g 0.9 bc

RI (Rhizophagus intraradices), Ca (Campesinas), CM (Cerro del Metate), Co

(Copalcohuitl), AV (Antiguas Vias del Tren), Te (Tezontitla), HMA (hongo micorrizico
arbuscular), Com (composta), SM (Suelo de Morelos). Medias con letras diferentes por
columnas indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (p< 0.05).
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T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14
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T15 T17 T18 T19 T20 T21

Figura 25. Raices de los 21 tratamientos a los 120 dias de establecido el
experimento. La escala de cada cuadro en las tiras en blanco y negro
esde 1 cm.

El crecimiento en las plantas puede variar dependiendo de la interaccién planta-
hongo, ya que, ciertas combinaciones de hongos son mas o menos compatibles
unos de otros con las especies vegetales (Radhika y Rodrigues, 2011). Las
razones de las respuestas especificas de los HMA en la colonizacion fangica y
beneficios que proporcionan a la planta, son probablemente mediadas por una
compleja combinacion de sefiales de plantas y hongos a base de sustancias
controladas genéticamente (Gianinazzi, 1991).
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7.3.3 Colonizacion micorrizica del axihuitl bajo distintos tratamientos de MO y
HMA.

De los 21 tratamientos, los que presentaron un mayor porcentaje, en cuanto a
la colonizacion micorrizica fue el inéculo Antiguas Vias del Tren con Cachaza 5%
y Antiguas Vias del Tren con suelo de Morelos 5% (Cuadro 15 y Figuras 26, 27 y
28).

Cuadro 15. Porcentajes de colonizacion micorrizica en las raices de plantas de

axihuitl 120 dias después de establecido el experimento.

Inéculos de HMA Colonizacion micorrizica (%)
T1 RI com 5% 18 ef
T2 RI SM 5% 28 de
T3 RI MO 0% 36 de
T4 Cacom 5% 20 ef
T5 Ca SM 5% 57 ab
T6 Ca MO 0% 26 de
T7 CM com 5% 38 cd
T8 CM SM 5% 51 ab
T9 CM MO 0% 34 de
T10 CO com 5% 22 de
T11 CO SM 5% 50 bc
T12 CO MO 0% 31 de
T13 AV com 5% 61 ab
T14 AV SM 5% 60 ab
T15 AV MO 0% 40 cd
T16 Te com 5% 40 cd
T17 Te SM 5% 54 ab
T18 Te MO 0% 54 ab

T19 Sin HMA/com 5% -

T20 Sin HMA/SM 5% -

T21 Sin HMA/MO 0% -
Rl (Rhizophagus intraradices), Ca (Campesinas), CM (Cerro del Metate), Co
(Copalcohuitl), AV (Antiguas Vias del Tren), Te (Tezontitla), HMA (hongo micorrizico
arbuscular), Com (composta), SM (Suelo de Morelos), MO (materia organica). Medias con
letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticamente significativas segun la
prueba de Tukey (p< 0.05).
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Aungque no hay pruebas claras de la existencia de alguna especificidad entre
taxones de HMA y taxones de especies de plantas hospederas (Smith y Read
1997), se pudo observar que algunos inoculos pudieron incrementarse dentro de
las raices. Esto muestra que los indculos pudieron contener especies micorrizicas,
afines a la planta de axihuitl, como se observé en Andrographis paniculata, planta
que fue inoculada con diferentes especies de HMA, pero fue la especie Gigaspora
albida, el in6culo que presentd un porcentaje mayor en cuanto a la colonizacion,
con lo cual manifestd la afinidad del hospedero con este hongo (Radhika y
Rodrigues, 2011).

Figura 26. Estructuras de micorriza arbuscular en raices de plantas de axihuitl del

tratamiento Antiguas vias del tren con cachaza al 5%. A) y C) micelio y
vesiculas, B) vesiculas.

Figura 27. Estructuras de micorriza arbuscular en raices de plantas de axihuitl del

tratamiento Las Campesinas con suelo de Morelos 5%. A) y B) vesiculas,
C) micelio.
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Figura 28. Estructuras de micorriza arbuscular en raices de plantas de axihuitl del
tratamiento Tezontitla sin materia organica. A) y B) vesiculas y C) micelio.

7.3.4 Analisis de los factores HMA y MO para las variables de crecimiento del

axihuitl.

El factor HMA presentd un efecto estadisticamente significativo en las variables de
crecimiento de altura de la planta, volumen de raiz, area foliar y peso seco total,
mientras que el factor materia organica presentd significancia en todas las
variables de crecimiento. La interaccion entre los HMA y la MO solo se presento
para el peso seco total (Cuadro 16). Estos resultados mostraron que la MO tuvo
un efecto mayor en cuanto al crecimiento de la planta. Los factores HMA junto
con la MO influyeron en el crecimiento de las plantas, lo cual se reafirma con la
significancia estadistica en el peso seco total, que mostré ser significativo, sin
embargo, esto no fue similar para la variable microbiol6gica, debido a que para
MO no fue un factor que presente una relacion entre estas dos variables sobre la
colonizacion. Flores y Cuenca (2004) mencionan que la colonizacion en las raices,
puede deberse a la afinidad que tengan las especies de HMA contenidas en los

consorcios micorrizicos sobre la planta a colonizar.
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Cuadro 16. Valores de probabilidad de los estadisticos de prueba del andlisis de
varianza para los factores HMA y MO en las distintas variables de

crecimiento del axihuitl.

Variables de Valor de probabilidad (P) del Interacciones
crecimiento estadistico F (HMA)*(MO)
HMA MO
Altura de la 0.03 0.00 0.58
planta
Diametro del tallo 0.13 0.00 0.75
Numero de hojas 0.63 0.00 0.44
Longitud de raiz 0.45 0.00 0.88
Volumen de raiz 0.00 0.00 0.47
Area foliar 0.01 0.00 0.48
Peso fresco total 0.32 0.00 0.75
Peso seco total 0.00 0.00 0.02
Variable

microbioldgica

Colonizacion 0.00 0.67 0.67
micorrizica

Valores de p<0.05 indican diferencias estadisticamente significativas.

7.3.5 Pruebas de inhibicion del crecrimiento de P. syringae pv. pahseolicoa con
extracto de axihuitl a una concentracién de de 60 mg mL-1 después de 24

horas.

Los extractos se aplicaron a una concentracién de 60 mg mL! para evaluar si
el compuesto bactericida se incrementd, ya que esta concentracion aplicada es

menor a la concentraciéon ya conocida como minima inhibitoria (80 mg mL™2).

Los extractos que presentaron un incremento en la actividad bactericida fueron
obtenidos de los tratamientos: R. intraradices con cachaza 5% (T1), R. intraradices
con suelo de Morelos 5% (T2) y Las Campesinas con Suelo de Morelos 5% (T5)
(Figura 29).
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T1(R. intraradices/5% cachaza) T2(R. intraradices/ Suelo Morelos T3(R. intraradices/ MO 0%)
5%)

T4(Campesinas/cachaza 5%) T5(Campesinas/ Suelo Morelos T6(Campesinas/MO 0%)
5%)

T7(Cerro Metate/cachaza 5%) T8(Cerro Metate/Suelo Morelos T9 (Cerro Metate/MO 0%)
5%)
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T10(Copalcohuitl/cachaza 5%) T211(Copalcohuitl/ Suelo Morelos T12(Copalcohuitl/MO 0%)
5%)

T13(Antiguas Vias/cachaza 5%) T14(Antiguas Vias/ Suelo Morelos T15(R. intraradices/MO 0%)
5%)

T16(Tezontitla/5% cachaza) T17(Tezontitla/Suelo Morelos  T18(Tezontitla/ M.O. 0%)
5%)
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T19(Sin HMA/cachaza5%) T20(Sin HMA/Suelo Morelos T21(Sin HMA/ M.O. 0%)
5%)

Figura 29. Pruebas de inhibicion bacteriana después de 24 horas a una
concentracion del extracto de 60 mg mL-1 de plantas provenientes
con distinto tratamiento con HMA/MO. Los controles positivos solo con la
bacteria se indican con la etiqueta Psph+ y presentan coloracion amarillo
fluorescente que indica crecimiento. El control negativo presenta la etiqueta
Cloranfenicol-, donde se presenta transparencia no hubo crecimiento
bacteriano. Los tratamientos con el extracto se indican con la etiqueta T.

El aumento en la concentracion de metabolitos secundarios, conceptualmente
se esperaria debido a la mejora en las condiciones nutricionales después de la
inoculacién con micorrizas. EI aumento de la concentracion de los compuestos
bioactivos en las plantas inoculadas con hongos micorrizicos pudieron
incrementarse debido a la induccion de sistema de defensa de las plantas (Araim
et al., 2009). Sin embargo, no todos los tratamientos inoculados con HMA
incrementaron el compuesto bioactivo, ademas, estos tratamientos presentaron

una colonizacién menor al 60%.

Este hecho puede estar relacionado, al efecto que tienen los HMA cuando
colonizan las raices. Mientras esto sucede, la planta produce metabolitos
secundarios que regulan la fase de reconocimiento de los HMA, pero por otra
parte, se pueden incrementar otros compuestos (Barrer, 2009), que en este caso,
en plantas de algunos tratamientos pudo incrementarse el metabolito con efecto
bactericida, o en otros casos, existen metabolitos que pueden estimular la

colonizacion de algunas especies, como se presentd en un experimento donde el
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metabolito secundario formononetina producido en papas, estimulé la colonizacién
de Gigaspora, pero no de Glomus (Barrer, 2009), y también pudo estimular la
colonizacion de alguna especie contenida en el inoculo del tratamiento que si
incrementd el compuesto bactericida y que esta especie pueda tener afinidad con

el axihuitl.

7.3.6 Pruebas de inhibicion del crecimiento de P. syringae pv. phaseolicola a una
concentracion de extracto de axihuitl de 40 mg mL-1 después de 24 horas.

Puesto que hubo tratamientos en el experimento anterior que inhibieron la
bacteria completamente (T1, T2 y T11) a una concentracién de 60 mg mL?, se
realizaron otras pruebas microbiolégicas, para conocer si estos tratamientos
inhibirian el crecimiento de la bacteria con una menor concentracién (Figura 30).
Sin embargo con la concentracién de 40 mg mL™%, no se presenté un efecto

inhibitorio de P. syringae pv. phaseolicola.

T1(R.intraradices/cachazab5%) T2(R. intraradices/Suelo Morelos) T5(Campesinas/Suelo Morelos)
5% 5%

Figura 30. Pruebas de inhibicibn bacteriana después de 24 horas a una
concentracion del extracto de 40 mg mL-1 de plantas provenientes con
distinto tratamiento con HMA/MO. Los controles positivos solo con la
bacteria se indican con la etiqueta Psph+ y presentan coloracién amarillo
fluorescente que indica crecimiento. El control negativo presenta la etiqueta
Cloranfenicol-, donde se presenta transparencia no hubo crecimiento
bacteriano. Los tratamientos con el extracto se indican con la etiqueta T.
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7.3.7 Pruebas de inhibicion del crecimiento de P. syringae pv. phaseolicola a una

concentracion de extracto de axihuitl de 80 mg mL! después de 24 horas.

Puesto que hubo extractos que no presentaron un efecto bactericida con la
concentracion de 60 mg mL?, se realizaron pruebas con la concentracion minima
inhibitoria de 80 mg mL* de estos tratamientos, la cual fue aplicada por Godinez
(2012) (Figura 31). En esta concentracion, hubo inhibicion de la bacteria con los
tratamientos T14: Antiguas Vias con Suelo de Morelos al 5%; T17: Tezontitla con
suelo de Morelos al 5%; T20: sin inoculo con suelo de Morelos al 5% vy el
tratamiento control T21: sin inéculo de HMA ni M.O. Las bacterias en las placas de
los tratamientos T14 y T17 no presentaron un crecimiento uniforme en las cajas,
sino que el crecimiento fue aislado como unidades formadoras de colonias de P.
syringae pv. phaseolicola. Este comportamiento pudo deberse a que estos
tratamientos incrementaron en cierta medida los compuestos bioactivos, aunque
no lo suficiente, manifestando solo efecto bacteriostatico. Un ejemplo de este
efecto inhibitorio se encontrd en pruebas in vitro, con extractos de gel de Aloe vera
aplicados a la bacteria Listeria monocytoges, los cuales no lograron un efecto
bactericida, puesto que la bacteria logr6 desarrollarse, pero finalmente, el

crecimiento fue interferido (Ramirez et al., 2012).

T3(R. intraradices/MO 0%) T4(Campesinas/cachaza 5%) T6(Campesinas/MO 0%)
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T7(Cerro Metate/cachaza 5%) T8(Cerro Metate/ Suelo Morelos T9 (Cerro Metate/MO 0%)
5%)

e

T10(Copalcohuitl/cachaza 5%) Tll(CopaIcohuitI/Su’elo Morelos T12(Copalcohuitl/MO 0%)
5%)

T13(Antiguas Vias/cachaza 5%) T14(Antiguas Vias/Suelo orelos T15(R. intraradices/M O%)A
5%)
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T16(Tezontitla/cachaza 5%) T17(Tezontitla/Suelo Morelos T18(Tezontitla/MO 0%)
5%)

T19(Tezontitla/cachaza 5%) T20(Tezontitla/Suelo Morelos T21 (Tezontitla/MO O/oY
5%)

Figura 31. Pruebas de inhibicion bacteriana después de 24 h a una concentracion
del extracto de 80 mg mL-1 de plantas provenientes con distinto
tratamiento con HMA/MO. Los controles positivos solo con la bacteria se
indican con la etiqgueta Psph+ y presentan coloracion amarillo fosforescente
que indica crecimiento. El control negativo presenta la etiqueta Cloranfenicol-,
donde se presenta transparencia no hubo crecimiento bacteriano. Los
tratamientos con el extracto se indican con la etiqueta T.

Puesto que los resultados mostraron que no hubo efecto bactericida, aun con la
aplicacion del extracto con la concentracion minima inhibitoria, pero si se present6
efecto bactericida en el tratamiento control, podria traducirse en que el incremento
de la concentracion de compuestos bactericidas fue por el porcentaje de materia
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organica aplicada y no por el indculo micorrizico y la asociacion de HMA (Cuadro
17).

Cuadro 17. Resumen del efecto bactericida en tres diferentes concentraciones de
extracto de axihuitl.

TRATAMIENTO PRESENTO INHIBICION BACTERIANA

[B0mg mL™?] [60mg mL?] [40 mg mL7]

T1(R. intraradices/5% cachaza) no Si no
T2(R. intraradices/ Suelo Morelos 5% no Si no
T3 (R. intraradices/MO 0%) no no no
T4 (Campesinas/cachaza 5%) no no no
T5(Campesinas/ Suelo Morelos no Si no
T6 (Campesinas/MO 0%) no no no
T7 (Cerro Metate/cachaza 5%) no no no
T8 (Cerro Metate/ Suelo Morelos 5% no no no
T9 (Cerro Metate/MO 0%) no no no
T10 (Copalcohuitl/cachaza 5%) no no no
T11 (Copalcohuitl/Suelo Morelos 5%) no no no
T12 (Copalcohuitl/MO 0%) no no no
T13 (Antiguas vias del tren/cachaza 5%) no no no
T14 (Antiguas vias /Suelo Morelos 5%) Si no no
T15 (R. intraradices/MO 0%) no no no
T16( Tezontitla/cachaza 5%) no no no
T17 (Tezontitla/Suelo Morelos 5%) Si no no
T18 (Tezontitla/MO 0%) no no no
T19 (Tezontitla/cachaza 5%) no no no
T20 (Tezontitla/Suelo Morelos 5%) Si no no
T21 (Tezontitla/MO 0%) Si no no
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7.3.8 Andlisis de correlacion entre variables de crecimiento de axihuitl, inhibicién
de crecimiento bacteriano por extractos y presencia de HMA en las raices

de las plantas.

El analisis de correlacion del peso fresco y peso seco con respecto al porcentaje
de colonizacion, presentaron una correlacion positiva. Estos resultados fueron
estadisticamente significativos, mostrando que a mayor porcentaje de
colonizacion, mayor el incremento en la biomasa vegetal (Cuadro 18). Asi mismo,
los pesos frescos y secos de la parte aérea de la planta presentaron una
correlacion significativa en relacién con la inhibicion bacteriana. Mientras que la
colonizacion micorrizica y la inhibicion bacteriana no presentaron una correlacion

significativa.

Cuadro 18. Correlacién de Spearman (r) entre las variables de peso fresco y seco
aéreo, inhibicién bacteriana y colonizacion micorrizica para plantas de
axihuitl bajo condiciones de invernadero.

Variables Peso seco Colonizacién Inhibicion
(parte aérea) bacteriana
Peso fresco (parte aérea) 0.8051 0.2253 0.4539
(P=0.00) (P=0.00) (P=0.00)
Peso seco (parte aérea) 0.2917 0.4227
(P=0.00) (P=0.00)
Colonizacion 0.0269
micorrizica (P=0.6986)

Valores-P abajo de 0.05 indican correlaciones significativamente diferentes de
cero, con un nivel de confianza del 95.0%.

Estos resultados parecen apoyar el hecho de que el incremento por efecto de los
HMA en la biomasa también presentd un efecto en la inhibicién de la bacteria, sin
embargo esto no se observo en todos los tratamientos, por lo cual, el incremento
del compuesto bactericida pudiera estar mas relacionado al efecto de alguna
especie en particular de HMA contenida en los inéculos de los tratamientos

aplicados a las placas donde si hubo inhibicién.
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VIlI DISCUSION GENERAL

Eupatorium aschembornianum, al ser una especie silvestre que requiere de
condiciones especificas de nutricion en su medio natural, condujo a que se
aplicara un porcentaje de materia organica, para mantener a la planta con los
nutrimentos suficientes y que esta se pudiera establecer y mantener por cierto
periodo, pero al parecer, este porcentaje, que fue del 5%, permitié que los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) establecieran simbiosis con la planta de axihuitl.
En cuanto al incremento de compuestos con efecto bactericida en el axihuitl, no
fue por efecto especificamente de los HMA, ya que tratamientos sin in6culo donde
se presentd incremento de compuestos bactericidas, sin embargo, se desconoce
si se incrementd algun otro compuesto del metabolismo secundario, por efecto de
los hongos micorrizicos. En general, estudios sobre la influencia de la materia
organica (MO) de diferentes sustratos organicos, sobre los HMA, han presentado
resultados contradictorios en cuanto a los resultados publicados, mostrando
efectos diferentes en las plantas (Glynder et al., 2009). Sin embargo, el sustrato
puede ser clave en la efectividad de los HMA, ya que ademas de proporcionar
nutrientes minerales a las plantas, puede modificar el pH y diferentes especies de
micorrizas tienen diferentes éptimos para pH del suelo (Herrera et al., 2011).

Asi como se han detectado mayores concentraciones en los metabolitos
secundarios debido a incrementos de estrés nutrimental, como en la planta
Senecio grisebachii, donde la produccion de metabolitos secundarios se
incrementd, por falta de macronutrientes, cuando se redujo la disponibilidad de
fosforo y de nitrégeno (Yaber et al., 2009). También se han presentado
incrementos donde, ademas de la aplicacion de HMA, se adicionan nutrientes y se
incrementan los metabolitos secundarios de importancia medicinal, un ejemplo fue
la evaluacion en una Asteraceae (Equinacea purpurea) especie medicinal con

compuestos fendlicos y alcamidas (con propiedades antipatdgenas), las cuales
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fueron inoculadas con Rhizophagus intraradices y adicionados con solucion
nutritiva de Long Ashton (LANS), donde los resultados indicaron que el HMA
aumentd la mayoria de los compuestos fendlicos, especialmente cinarina y
cichorico, caftarico y los acidos clorogénicos (Araim et al., 2009). Pero también, se
han encontrado el incremento de metabolitos secundarios en compuestos,
secundarios con actividad antioxidante, como en el caso de compuestos
polifendlicos en fresa, que se incrementaron haciendo una dosificacion controlada
de nutrientes, con niveles superiores de materia organica y niveles inferiores de

nutricion mineral (Carvajal et al., 2012).

Por otra parte la sintesis del metabolitos secundarios depende también de la
edad y desarrollo de las plantas (Mafeei, 1989), asi como se pueden sintetizar en
una parte de la planta y concentrar en otra parte, como se observé con el
metabolito secundario catarantina y vindolina de la planta Catharanthus ruseus,
donde estos compuestos aumentaron con la edad de la hoja. En las hojas 1 a 3 se
estabilizaron y comenzaron a disminuir a partir de las hojas 4 a 9 (Roepke et al.,
2010), esta referencia se muestra debido a que los extractos se obtuvieron de la
parte aérea de la planta, pero se desconoce si en la raiz se pudo incrementar el

metabolito con efecto bactericida.

SUSANA GARCIA TELLEZ 92



Influencia de la micorrizacion y materia orgdnica en el crecimiento
y la produccion de sustancias bactericidas del axihuitl 2015

IX CONCLUSIONES

La materia organica fue el factor determinante para que las plantas de axihuitl
sobrevivieran. Asi mismo, se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos con diferentes niveles y fuentes de materia
organica.

Los tratamientos a los que se adiciond materia organica con porcentaje del
5% vlv, fueron los que presentaron un mayor incremento en la biomasa vegetal,
siendo para el primer experimento: Rhizophagus intraradices con vermicomposta
al 5% (T4), para el segundo experimento: Cerro del Metate con MO 5% y El Limén
con MO 5% (T7) y para el tercer experimento: R. intraradices con composta al 5%
(T1).

La colonizacidn micorrizica se present6 en todos los tratamientos con adicion
de in6culos de HMA, presentando el mayor porcentaje de colonizacion micorrizica
(PCM): R. intraradices con vermicomposta al 5% (T4), 26% de PCM; Las
Campesinas con MO 5% (T10), 93% de PCM; Antiguas Vias del tren con
composta al 5% (T13), 61% de PCM y Antiguas Vias del Tren con suelo de
Morelos al 5% (T14), 60% de PCM, del primero, segundo y tercer experimento,

respectivamente.

Los extractos que presentaron un incremento en la actividad bactericida fueron
T2 (R. intraradices con composta al 2.5%), T4 (Cerro del Metate con composta al
5%) y T16 (sin in6culo de HMA con composta al 5%) del segundo experimento. T1
(R. intraradices con cachaza 5%), T2 (R. intraradices con suelo de Morelos 5% y

T5 (Campesinas con Suelo de Morelos 5%) del tercer experimento.
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X PERSPECTIVAS

Para futuros estudios que se lleven a cabo con extractos de axihuitl, se
recomienda el uso de in6culos de HMA, para incrementar la biomasa vegetal de
las plantas.

Se recomienda hacer pruebas bactericidas tomando en cuenta la raiz para la

obtencidn de extractos.

Probar otras especies de HMA que tengan mas tolerancia al incremento de
nutrimentos debido a que el axihuitl requiere mucha materia organica, podria

incrementar el compuesto bioactivo por efecto de los HMA.

Puesto que el axihuitl requiere muchos nutrimentos, se sugiere incrementar
dosis de macro y micronutrientes, o usar fuentes ricas en nutrimentos para

conocer el efecto en el incremento del compuesto bactericida.
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XII ANEXOS

12.1. Analisis fisicoquimico de la arena realizado por Servicios Analiticos
Agroindustriales (SEANA).

Reporte de andlisis de arena.

Numero de muestra

OT-157

M -02

Propietario

Proyecto

ATENCION

Localizacion

UMSNH-CIATEJ

Mpio. Estado

Dr. Luis Lépez P.

Clave del predio

Arena esterilizada

Fecha de muestreo

Cultivo

Papaya

Septiembre 2012

Anélisis fisico.

% Arcilla % Limo % Arena Clasificacion Interpretacién
11.68 11 77.32 Arena migajosa Textura gruesa
C. Campo PPM H. Aprov. L. Riego cm Porosidad %
11.73 5.78 5.96 4.7 38
Color en seco Color en humedad D. Real g/cm?® D. Apar. g/cm?
Café grisaceo claro Café 0.99 1.55
Andlisis quimico.
pH (agua) pH (sol) CE Mat. Org. N. Org. N. Amon.
ds/m % Kg/Ha Ppm
7.0 6.63 0.288 1.10 8 5
Neutro Lig. acido No salino Muy bajo Bajo Bajo
Fosforo Potasio Calcio Margnesio Carbonatos N. Mineral
ppm ppm ppm ppm % Ppm
13 38 218 147 5.33 5
Kg/Ha Kg/Ha Kg/Ha Kg/Ha ppm Kg/Ha
29 85 488 330 53300 11
Muy bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Muy bajo
Cloruros ppm Hierro ppm Azufre ppm Cobre ppm Manganeso ppm Aluminio ppm
3 5 7.5 0 5 5
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12.2. Fichatécnica de la composta

La composta elaborada a base de cachaza que es un subproducto de la industria
azucarera y que se obtiene de ingenios de Tacambaro, estd compuesta
fundamentalmente por: fibra de cafa, hemicelulosa, celulosa, lignina, cera,
coloides, coagulados, sustancias albuminoides, fosfatos de calcio, silicatos, 6xidos
de calcio, aminoéacidos, proteinas, sacarosa, entre otros.

MUESTRA Composta C-03

PROPIETARIO Biotecnologias Agrop. De Madero
LOCALIZACION Madero

MPIO. ESTADO. Madero

FECHA DE MUESTREO 12 de octubre de 2012

Analisis fisico

Estado fisico Sélido

Color gris

Andlisis Quimico

pH (agua) 7.5
CE (dS/m) 3.6
N. AMON. (ppm) 10
N. NITRL. (ppm) 8.5
FOSFORO (ppm) 147
POTASIO (ppm) 933
CALCIO (ppm) 27
MAGNESIO (ppm) 17

La composta presenta beneficios que al adicionarse al suelo como mejorar las
propiedades fisicas del suelo, favoreciendo la estabilidad de la estructura de los
agregados del suelo, reduce la densidad aparente, aumenta la porosidad y
permeabilidad y aumenta su capacidad de retencién de agua en el suelo. La
composta permite suelos mas esponjosos que retienen una mayor cantidad de
agua. También aumenta la capacidad de intercambio cationico (C.I.C) que es la
capacidad de retener nutrientes para luego liberarlos para los cultivos.
Biologicamente actia como soporte y alimento de los microorganismos ya que
estos viven a expensas del humus, que es la materia organica descompuesta.
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12.3. Fichatécnica de la vermicomposta.

Materia orgénica 70.57%
Nitrégeno total 4.00%
Fosforo 2.96%
Potasio 444.18 PPM
pH 7.12

Alto en acidos himicos y fluvicos

Micronutrientes Hierro-zinc-boro
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12.4. Trabajos presentados
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ACTA FITOGENETICA ANO 1. VOLUMEN 1. BIOTECNOLOGIA

EFECTO DE LA MATERIA ORGANICA Y HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES (HMA) EN EL CRECIMIENTO DEL AXIHUITL
(Eupatorium aschembornianum)

Susana Garcia Iéllez*‘, Gabriel Rincon Enriquezz, Evangelina Quifionez Aguilar
Luis Lépez Pérez'

" UMSNH. Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales.
2centro de In vestigacion y Asistencia en Tecnologia y Diserio del Estado de Jalisco.
Correo. * meyahue@hotmail.com

El axihuitl (Eupatorium aschembornianum) es una planta herbacea nativa del estado de
Morelos, de uso medicinal y es comunmente usada para tratar problemas de ulceras
estomacales, gastritis y heridas en la piel. Recientemente se han hecho estudios sobre las
propiedades bactericidas que posee la planta, confra Pseudomona psiringae pv. phaseolicola
(agente causal del tizon del halo en frijol), y Erwinia crisantemi (agente causal de la pudricion
blanda en nardo). El axihuitl crece en lugares ricos en materia organica y es una planta que
puede ser colonizada por hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Al respecto, los HMA son
simbiontes obligados que se asocian a las raices de las plantas, pero se desconoce el efecto de
la materia organica del suelo en el porcentaje de colonizacién y en el crecimiento de la planta
de axihuitl. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de dos niveles de
materia organica (sin y con vermicomposta- al 5% v/v en el sustrato) y hongos micorrizicos
arbusculares (sin y con Rhizophagus intraradices- 80 esporas), en el establecimiento y
crecimiento del axihuitl en condiciones de invernadero. Se generaron cuatro tratamientos
repetidos cuatro veces con un total de 16 unidades experimentales distribuidas en un disefio
completamente al azar. Se germinaron semillas de axihuitl en arena esterilizada y a los dos
meses se inocularon las raices con las esporas de los HMA y trasplantaron a bolsas de plastico
de 1 kg, utilizando arena esterilizada como medio de crecimiento. Cada 15 dias después del
trasplante (ddt) y durante 6 meses se midieron variables de crecimiento como altura de la
planta, diametro de tallo y numero de hojas. A los 180 ddt, se hizo un muestreo destructivo
donde se evalud el peso fresco y seco de la parte aérea y raiz, area foliar y se determino el
porcentaje de colonizacion micorrizica de cada tratamiento. Los resultados mostraron que las
plantas de los fratamientos que no tuvieron materia organica murieron, estuvieran o no
micorrizadas. Mientras que en los tratamientos con materia organica, las plantas pudieron
establecerse y crecer, aunque no hubo diferencias significativas en las variables de crecimiento
evaluadas entre plantas micorrizadas y sin HMA. En promedio obtuvieron 14.3 g (peso seco
total) y 127.8 cm” de &rea foliar. En cuanto a colonizacién de HMA en las raices se obtuvo un
porcentaje del 26%. Como conclusion se puede decir que, las plantas de axihuitl requieren de
materia orgéanica en el sustrato para su establecimiento y crecimiento independientemente si
estén o no micorrizadas. El relativo bajo porcentaje de la colonizacién micorrizica pudo haber
sido debido al efecto de la vermicomposta, pues se ha visto que en otras plantas medicinales
pueden presentarse porcentajes mayores al 60%.
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INFLUENCIA DE LA MATERIA ORGANICA Y HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES (HMA) EN EL CRECIMIENTO DEL AXIHUITL
(Eupatorium aschembornianum)

Susana Garcia Téllez', Gabriel Rincdn Enriquez’, Evangelina E. Quifiones Aguilar’, Sylvia Femandez
Pavia', Nuria Gémez Dorantes’, Luis Lopez Pérez’.

Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos que se asocian de
manera simbionte a las raices de las plantas, propiciandoles una mejor nutricion,
tolerancia a estreses abioticos (hidrico, salino) vy bidticos (proteccion contra patdgenos).
Ademas como consecuencia de su colonizacion pueden incrementar la concentracion
de metabolitos secundarios en las plantas. Los aislados de HMA de ecosistemas
naturales en México, constituyen una fuente importante de germoplasma nativo de
HMA. Este puede ser utilizado como bioinoculantes promotares del crecimiento vegetal
para ser aplicados en la produccion de cultivos. El axihuitl, es una planta herbacea
nativa de Morelos, que es utilizada por los lugarefios de la region como remedio natural
contra diferentes enfermedades. Se ha encontrado que esta planta posee metabolitos
secundarios que tienen propiedades bactericidas. Por otro lado, el axihuitl es una planta
que crece y se desarrolla en suelos ricos en matena organica (M.O.). Por lo anterior
este trabajo tuvo como objetivo, evaluar el efecto de diferentes niveles de materia
organica (0%, 2.5% vy 5%), e indculos de HMA, un indculo comercial (Rhizophagus
intraradices), consorcios nativas de HMA vy sin HMA, en el crecimiento de plantas de
axihuitl. El experimento se llevd a cabo en invernadero, con un disefio experimental
completamente al azar, con 18 tratamientos, repetido 6 veces. Se midieron
mensualmente variables de crecimiento como longitud de tallo, diametro de tallo vy
numero de hojas vy al final del experimento la biomasa total v area foliar. Los resultados
mostraron que los tratamientos que obtuvieron mayor longitud de tallo fueron los
consorcios Cerro del Metate con 5% de M.O. (1195 mm) y El Limoén con 2.5% de M.O.
(1171 mm). En cuanto a diametro de tallo (3.6 mm) v numero de hojas (8) el consorcio
Las Campesinas con 2 5% de M.O_, obtuvo los mayores valores.

Palabras clave: composta, consorcios nativos, indculo, biomasa total.

Introduccion
Los hongos micomrizicos arbusculares (HMA) del phylum Glomeromycota (Smith y
Read, 2008) son microorganismaos que se asocian de forma mutualista con las plantas.
En esta asociacion, el hongo le proporcionan a la planta una mejora en la absorcion de

'Instituto de Investigaciones Agropecuanias y Forestales, UMSNH. Michoacan. meyahue@hotmail.com, fpavia@umich.mx,
nunahi@ive. com.myx, lexquilax@yahoo.com.mx.
* Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco. grincone@gmail.com, eqaguilar08@gmail.com
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agua y nutrientes, y el hongo recibe fotosintatos de la planta (Van der Heiiden vy
Sanders, 2003). Los HMA, también proveen otros beneficios a las plantas como,
adaptacion a suelos contaminados (Fernandez et al, 2008), proteccidon contra
patogenos (Smith y Read, 2008), v como consecuencia del proceso de colonizacion, se
pueden incrementar los metabolitos secundarios presentes en algunas plantas (Pedone
et al, 2012). Algunas de las funciones de esto metabolitos son como atrayentes de
insectos para la polinizacion, defensa contra herbivoros o plagas, entre otras. Asi
mismo, estas metabolitos tienen usos de tipo medicinal, industrial y alimenticio (Zeng et
al., 2013; Baslam et al, 2013). Recientemente, se conocido que el axihuitl (planta
silvestre de la familia Asteraceae, originaria del estado de Morelos), es utilizada
comunmente para tratar sintomas de gastritis, Ulceras y heridas en la piel (Rincon y
Quifiones, 2010). Ademas algunos de los metabolitos de esta planta tienen un efecto
bactericida sobre Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, bacteria que ataca al cultivo
del frijol (enfermedad conocida como tizon del halo) (Godinez, 2012). El axihuitl
(Eupatorium aschembornianum Sch.), es una planta que se desarrolla normalmente en
suelos ricos en materia organica y poco se conoce sobre la asociacion micorrizica de
esta planta y de la influencia de los HMA en su crecimiento.

Objetivo
Evaluar el efecto de tres niveles de materia organica vy cinco inoculos de hongos
micorrizicos arbusculares en el crecimiento del axihuitl.

Materiales y métodos

Las plantas de axihuitl utilizadas en este experimento se obtuvieron a partir de semillas
(colectadas en Tepoztlan, Morelos) que se germinaron en charolas de aluminio con un
sustrato esterilizado consistente en una mezcla de arena y vermicomposta (5% viv). Se
establecieron los diferentes tratamientos en bolsas negras para vivero de un kilogramo,
con sustrato consistente de arena con tres niveles de materia organica (0%, 2.5% y 5%
viv de composta) perfectamente mezclado. Cuando las plantulas tuvieron dos hojas
verdaderas, se trasplantaron a las macetas y al mismo tiempo, se adicionaron los
diferentes indculos (80 esporas) Cerro del Metate (Tzitzio, Mich.), EI Limon {Tumbisca,
Mpio. de Morelia), Las Campesinas (Mpio. de Madero, Mich.), Copalcohuitl (San Juan
Tlacotenco, Morelos), un indculo monoespecifico comercial a base de Rhizophagus
intraradices y sin HMA. El experimento tuvo 18 tratamientos con seis repeticiones, con
un arreglo completamente al azar y se mantuvo bajo condiciones de invernadero
durante seis meses. Cada dos dias se regaron las plantas con agua desionizada a
capacidad de campo. Cada 30 dias a partir del establecimiento, se midieron variables
de crecimiento de las plantas como altura, diametro del tallo v numero de hojas. A los
180 dias se realizd un muestreo destructivo, donde se midio la biomasa, fresca y seca
por argano, volumen radicular vy area foliar. Los datos fueron analizados mediante una
analisis de varianza de una via y cuando se enconfrd diferencia significativa entre
tratamientos se realizd una prueba de comparacion de medias Tukey (P< 0.05),
utilizando el software STATGRAPHICS centurion.
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Resultados

El analisis de varianza mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (P<0.05). Los tratamientos con M.O. presentaron valores mas altos de las
variables de crecimiento independientemente del indculo utilizado (Tabla 1). Las plantas
inoculadas con el consorcio Cerro de Metate vy con 5% de M.O. en el sustrato
presentaron la mayor altura, biomasa fresca total y volumen de raiz, respecto a los
demas tratamientos. Las plantas con el indculo El Limén y con 2.5% de M.O.
presentaron la mayor longitud de raiz. Las plantas inoculadas con el consorcio Las
Campesinas presentaron un tallo mas grueso y una mayor cantidad de hojas. Respecto
al area foliar, las plantas con Inoculo Las Campesinas y con materia organica al 5%
mostraron los valores mas altos.

Tabla 1. Variables de crecimiento registradas a los 180 dias después del establecimiento.

Inoculo de Sustrato Altura Diametro MNo. Biomasa Area Volumen Longitud
HMA
mm mm Hojas frescag foliar de raiz de raiz
: L
cm mi cm
A Da Oa Da Oa 0a 0a Oa
Rhizophagus AMO 25 341ab 0.9 ab 16abk 041a 10.96 ab 021a 1333 be
infraradices AM.O S 91 ab 2.2 ab 5 ab 3.30 ab 28.99 ab 0.74 ab 22 be
A Da Oa Da Oa 0a 0a Oa
Cermo del AM.O 25 953 ab 2.9ab 36 ab 147a 1482 ab 033a 2278 be
Metate AM.O S 1195 b 29 ab 6.3 ab 710 b 5327 h 151 3085 be
A 0 a L] 0
g a & & Oa Da Oa
Limén AM.O 25 1171b 23 ab 6.3 ab 353 ab 465D 078 ab 468 ¢
AMO S 95 ab 22 ab 52ab 443 ab 554 b 0.86 ab 2215 be
A Da Oa Da Oa Oa Da Oa
Campesinas AM.O 25 1135ab  33b 8b 4.05 ab 3307 b 0.9 ab 22,85 he
Arena/M.O5 1048ab 2.8 ab G ab 3.50 ab 5940b 0.958 ab 21.81 be
A Oa Oa Da Da Oa Oa Oa
Copaleohuit] AM.O 25 2333ab 09%1ab 1.3 ab 027 a 137 a D16a 15.08 be
AMO S 1121ab  2Dab 45 ab 311ab 26.36 ab 0.81ab 26.55 be
A Da Oa Da Oa 0a 0a Oa
Sin HMA AM.O 25 Oa Oa Da Da
Oa Da Oa
AMO S 104.1ab  24ab 5ab 26 ab 16.51 ab 0.71ab 30.5 be

A (arena), M.O. 2.5 (matena organica al 2.5%), M.O. 5 (matena organica al 5%). Medias con la
misma letra son iguales estadisticamente Tukey (P<0.05).
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En cuanto al tratamiento que presentd mayor biomasa seca total, fue el que tuvo como
inoculo Cerro del metate con el 5% de materia organica con 2.52 g; sin embargo,
resultd ser estadisticamente similar a los tratamientos 1, 7 8 10,11,13 15y 16 (Fig. 2).

Peso seco total (g)

1
l:’-ab
0.5 - a
a
0
4 5 5

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tratamientos

Figura 2. Biomasa seca total del axihuil a los 180 dias después de establecida. T1 (M.O. 5% +
Rhizophagus intraradices), T2 (M.O. 2.5% + Rhizophagus intraradices), T3 (M.O. 0% + Rhizophagus
infraradices); T4 (M.O. 5% + Cemo del metate); T3 (M.O. 2.5% + Cemo del metate); T6 (M.O. 0% + Cerro
del metate), T7 (M.Q. 5% + El Limdn); T8 (M.O. 2.5%+ El Limdn); T9 (M.O. 0% + El Limdn); T10 (M.O.
5% + Las Campesinas);, T11 (M.O. 2.5%+ Las Campesinas);, T12 (M.O. 0% + Las Campesinas), T13
(M.O. 5% + Copalcohuitl); T14 (M.O. 2.5%+ Copalcohuitl); T 15 (M.O. 0% + Copalcohuitl); T16 (M.O. 5%);
T17 (M.O. 2.5%); T18 (Arena Sin/HMA). Barras con la misma letra son estadisticamente similares Tukey
(P<D.05).

Conclusiones

Las plantas de axihuitl no son capaces de sobrevivir en ausencia de materia organica.
En nuestro caso requirieron como minimo para su supervivencia un 2.5%. Los
tratamientos que presentaron el mayor crecimiento fueron denle donde se usd como
inoculo Cerro del Metate con un nivel de materia organica al 5% y el tratamiento de
inoculo El Limén con materia organica al 2.5%. En general, los consorcios nativos
mostraron un mayor efecto en el crecimiento de las plantas de axihuitl respecto al
indculo comercial Rizophagus intraradices.
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