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RESUMEN
La sobrevivencia de las especies dentro de los ecosistemas, depende de
mtitiples factores ambientales, bidticos y abidticos, y ademas, de diversos factores
intrinsecos de cada individuo, relacionados con su capacidad de adaptacién al medio

y de sus mecanismos de defensa, entre otros.

Las interacciones bidticas dentro de una comunidad, constituyen uno de ios
factores de mayor trascendencia para la dinamica del ecosistema en general, y para
la vida de las poblaciones en particular. Las interacciones biéticas, como la
depredacién, la competencia, la simbiosis, el muthalismo, el parasitismo, el
comensalismo, etc., muchas veces estan determinadas por la produccién y liberacion
de diversas compuestos quimicos que los organismos utilizan como sefales quimicas,
las cuales, por ejemplo, los guian hacia sus presas, simbiontes o comer.sales, les
permiten repeler a sus enemigas, atraer a la pareja, defenderse de patégenos, etc. A
través de la evolucidn, los metabolitos secundarios seleccionados como mensajeros
quimicos entre los organismos, han dado ventajas adaptativas a unas especies sobre
otras y han modulado el amplio abanico de interacciones bidticas que se dan entre
todos los seres vivos. Estos compuestos quimicos son de naturaleza diversa, se
producen, generalmente, a través de las vias del metabolismo primario, y reciben
nombres diferentes segin el campo de estudio y el enfoque de las investigaciones:
infoquimicos, metabolitos secundarios, productos naturales, aleloquimicos Yy

feromonas, entre otros.

Las micorrizas vesiculo arbusculares constituyen un tipo de asociacion
mutualista que se presenta entre los hongos de los generos Acaulospora,
Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora, y las raices de
la mayoria de las plantas vasculares. Sin embargo, existen diversas familias de
plantas que no estdn asociadas con este tipo de hongos, por ejemplo:
Chenopodiaceae y Amaranthaceae. Las razones por las cuales estas plantas no
producen micorrizas, son aun desconocidas, aunque se han propuesto diversas
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hipotésis, muchas de las cuales afirman que los metabolitos secundarios excretados
por las raices, son factores determinantes para impedir la colonizacién de los hongos.

En el presente trabajo, se manejé como hipotésis que algunas plantas que
producen metabolitos secundarios, y en particular los exudan a través de las raices,
son capaces de inhibir el crecimiento de los hongos MVA y la germinacién de sus
esporas. Las especies seleccionadas para este estudio fueron: Ipomoea purpurea
{Convolvulaceae), Amaranthus hypochondriacus ( Amaranthaceae} y Chenopodium
ambrosioides ( Chenopodiaceae). Estas tres especies tienen potencial alelopatico, es
decir, producen diversos metabolitos secundarios bio-activos, que liberan al medio y
son capaces de afectar el desarrollo de otras plantas y microorganismos.

Se evalud el efecto de los metaholitos secundarios de estas tres especies de
plantas sobre la germinacion de esporas de Glomus sp. in vitro . Por otro lado, por
medio de un experimento en macetas en el invernadero, se observé el movimiento de
este hongo en el suelo, evaluando cu capacidad de trasiadarse, aicanzar las raices de
una planta micorrizable, como Physalis ixocarpa (tomate) y colonizarlas, pasando
primero a través de la barrera fisica y quimica constituida por las raices de las plantas

alelopaticas.

En los bioensayos in vitro, los lixiviados de las raices de las especies
alelopéticas tuvieron efectos inhibitorios significativos sobre la germinacién de las

esporas de Glomus sp.

En el experimento en el invernadero, pudo observarse que A. hypochondriacus
y C. ambrosioides, efectivamente constituyeron una barrera quimica infranqueable
para el micelio de Glomus, debido a los metabolitos secundarios excretados por sus
rafces. En cambio las raices de /. purpurea no impidieron el paso del hongo, el cual

pudo cofonizar a las raices de tomate, y ademas colonizar a la propia Ipomoea.



INTRODUCCION.
1.1.- Las micorrizas.

1.1.1.- Historia.

Con base en diversas observaciones Vittadini, propuso en 1842 (Trappe y
Fogel, 1977) que las raices de los drboles servian para albergar a ciertos hongos en
donde el micelio cubria la superficie de las radiculas. Las primeras descripciones de
las asociaciones raiz-hongo, las hiz6é Harting en 1851; afios después, fueron varios
los trabajos que sefalaron la presencia de hongos en las raices, los cuales provocan
el necrosamiento de los tejidos radicales. Por afios, se pensé que el papel que
desarrollaba el hongo micorrizico era el de un patégeno formador de una asociaci¢n
parasita con las raices.

Pero en 1885, Frank, basado en estudios sistematicos y mas profundos,
descubre que ciertas asociaciones entre hongos y raices no son patdgenas y utilza,
por primera vez, el término micorriza para identificarlas (Peyronel et al., 1969).

1.1.2.- Origen del término micorriza.

La palabra micorriza tiene su origen en los vocablos griego mykes que significa
hongo y del latin rhiza que significa raiz; entendiendo esta expresidbn como una
asociacién hongo-raiz.

En 1900 hubo una mayor aceptacién entre los investigadores interesados en
las relaciones planta-hongo, respecto a la existencia de ciertas asociaciones
mutualistas benéficas. Asi, ios trabajos se enfocaron al campo de la taxonomia con el
fin de identificar a los hongos formadores de micorrizas como miembros de los
ficomicetos, ascomicetos y basidiomicetos.

Entre los afios de 1925 a 1950, los estudios se abocaron principalmente a ia
evaluacién y crecimiento de la ectomicorriza. Algunos experimentos donde se



utilizaron pinos como plantas hospederas y en los cuales no se obtuvieron los
resultados esperados, provocaron que decreciera el interés por este tipo de micorrizas
(Schenck, 1982).

’ En la década de los 50, se incrementaron los estudios con endomicorrizas,
particularmente sobre aspectos bioldgicos, como son la fisiologia y las respuestas de
crecimiento en las diferentes plantas formadoras de micorrizas. Los resultados de
estos estudios‘ fueron exitosos y motivaron a seguir con las investigaciones,
especialmente en el sentido de la posible aplicacién de las endomicarrizas para el
aumento de la productividad en los campos agricolas y forestal (Schenck,1982 ;
Ferrera-Cerrato, 1989).

Beniamino Peyronel, en 1923 (Trappe y Schenck, 1982), fue el primero en
identificar el hongo formador de micorriza vesiculo-arbuscular ( MVA ), como miembro
del género Endogonales, y le encontré un cierto parecido a Phytium sp. Con tal
descubrimiento, se investigaron més especies sin obtener resultados positivos. En los
siguientes afios, se realizaron estudios para conocer la distribucién de las micorrizas
en las plantas. Schlicht y Stahl 1962, examinaron plantas de diferentes hébitats
aportando datos sobre la distribucién de las plantas micotréficas que se asocian con
hongos micorrizicos en los ecosistemas. En el afio de 1963, Gerdmann y Nicolson
presentaron una coleccién de esporas que permitieron determinar una cantidad
considerable de especies nuevas y avanzar en la clasificacion de las especies de los
hongos vesiculo arbusculares. Ellos mismo, sugirieron que la clasificacién era muy
compleja, debido a que se encuentran en todos los suelos y climas, y a que las
especies de plantas que micorrizan, pertenecen a diferentes grupos taxonémicos. En
1975 se modifica la clasificacién de los hongos endomicorrizicos y se divide el género
Endogonales en 6 géneros: Acaulospora, Endogone, Entrophospora Gigaspora,
Glomus, y Sclrerocystis (Gerdermann y Trappe, 1975). .

En afios recientes se ha comprobado el valor bioldgico 'y ecoldgico de las
asociaciones micorrizicas en diversos tipos de plantas. Aquellas que han sido
inoculadas con hongos MVA presentan mayor crecimiento que las que no fueron
inoculadas (Smith, 1980). Las plantas con micorriza MVA aceleran la aparicién de los
érganos reproductores (Koide, 1982). En relacion a la adaptacién de las plantas a
regiones aridas, aquellas que cuentan con micorriza vesiculo arbuscular, presentan
una mayor tolerancia a las condiciones ambientales extremas (Nelsen y Safir, 1982).
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Ademds las plantas micorrizables tienen una mayor resistencia contra el ataque de

patdgenos (Dehne, 1982).

Un ejemplo de la importancia de los hongos MVA en el desarrollo de las
plantas superiores, fue evidenciado por los cuitivadores de orquideas, ellos
encontraron que las semillas de estas plantas, inoculadas con hongos MVA, al
germinar, forman un protocormo, y en caso de no estar inoculadas, las plantas no
crecen mas alld de esta etapa. Esto se observéd en semiilas que germinaron en
medios nutritivos y que después fueron trasplantadas a un suelo sin un inoculo
micorrizico; cuando llegaban a la etapa de protocormo ya no se desarrollaban y con el
tiempo morian por falta de nutrimentos, a pesar de que el analisis del suelo revelaba
abundante cantidad de éstos. En cambio, si al suelo que rodeaba a las raices de las
plantulas se le agregaba una pequefa cantidad de suelo forestal conteniendo hongos
micorrizicos, las orquideas crecian con rapidez y con naturalidad. La evaluacién
realizada a las plantas que sobrevivieron demostrd que sus raices estaban

colonizadas por micorrizas (Jackson y Mason, 1984).

1.1.3.- Concepto actual de las micorrizas.

Se emplea la palabra micorriza para designar una asociacién entre estructuras
fungicas, como hifas, manto, vesiculas o arbusculos, con ciertas raices de plantas
superiores.

Una asociacién micorrizica existe cuando las raices de las plantas vasculares
estan asociadas con algunos hongos, de tal forma que existe un beneficio mutuo, de
tipo nutricional, estructural o funcional. (Bevege et al, 1975 ; Sieverding, 1991 ;
Azcon-Aguilar et al., 1991).

Esta simbiosis se establece entre aigun Endogoneo, Basidiomiceto o
Ascomiceto con la raices de plantas superiores.

En la actualidad existe la tendencia a denominar a la micorriza vesiculo
arbuscular, solo, como micorriza arbuscular, ya que en ciertas ocasiones no se

evidencia la presencia de vesiculas.



1.1.4.- Tipos de micorrizas.

Fue Frank (1885) quien estableci6 la primera clasificacién de las micorrizas en
2 grupos: 1) ectotréficas, cuando el micelio del hongo crece rodeando a la raiz yen el
interior de la corteza las hifas se desarrollan en los espacios intercelulares formando
una red. 2 ) endotréficas, cuando el hongo se encuentra dentro de las células
epidermicas y corticales de la raiz. ( Jaen y Ferrera-Cerrato, 1989).

Posteriormente se agrega una categoria mas, la ectoendomicorriza cuando el
hongo forma un manto externo y penetra al interior de la raiz.

La clasificacion de las micorrizas se fundamenta actualmente en las
caracteristicas morfolégicas del hongo y la raiz. Desde este punto de vista, se
distinguen cuatro asociaciones micorrizicas (Lewis, 1973).

1) Ectomicorrizas.

2 ) Endomicorrizas vesiculo arbusculares.
3 ) Ericoide.

4 ) Orquidéceo.

1.1.4.1.- Ectomicorrizas.

Esta micorriza esta constituida por un micelio con hifas septadas, donde la
mayor parte forma una densa cubierta que envuelve la superficie de la raices; esta
estructura es conocida como manto, que funciona como zona de almacenamiento de
nutrimentos y gue permite a la planta hospedera contar con fésforo asimilable cerca
de su sistema radicutar.

Ademas, este tipo de micorrizas penetran por los espacios intercelulares de la
corteza de la raiz, sin llegar a penetrar las células del hospedero, formando una red
conocida como red de Harting; esta estructura se considera de importancia porque
permite la transferencia de nutrimentos que se dan en este tipo de micorriza.

Este tipo de asociacién se encuentra en el 3% del total de las plantas que son
capaces de ser micorrizables. Las plantas que forman ectomicorrizas pertenecen a
algunas especies forestales, fruticolas y ornamentales. Las ectomicorrizas
predominan en {as coniferas que habitan en lugares de climas frios. Los hongos que

participan en esta asociacién pertenecen a los basidiomicetos y ascomicetos.



1.1.4.2.- Endomicorrizas vesfculo arbusculares (MVA).

El hongo de estas micorrizas presenta las siguientes caracteristicas: sus hifas
no estan septadas y tienen un crecimiento dicotémico donde gran parte del hongo se
encuentra dentro de la raiz. Las hifas penetran a las células corticales de la raiz, y
durante la colonizacién, se forman las estructuras caracteristicas de esta micorriza
como son las vesiculas (estructuras de reserva formadas por el ensanchamiento de
las hifas terminales) y los arblisculos (estructuras intracelulares parecidas a
haustorios, que desempefan la funcién de intercambio de nutrimentos con las celulas
radicales). Por otro lado, el micelio externo es el encargado de la produccién de la
esporas. Los .hongos que forman este tipo de micorriza pertenecen a los Zygomicetos.

'1.1.4.3.- Ericoide.

Se llaman asi, porque son caracteristicas de la familia Ericaceae de las
Fanerogamas. En esta micorrizas el hongo forma un manto rudimentario en el exterior
de la raiz y las hifas se desarrollan en los espacios inter e intracelulares de las raices
de las ericaceas, sin llegar a formar una red como la de Harting. Las hifas que se
encuentran en la raiz de manera intracelular, se compactan sin lograr formar
arbusculos y vesiculas. Ademas, se observa que las hifas compactadas son digeridas
o lisadas por las células de la raiz, mas rapido que otras micorrizas.

Los hongos formadores de estas micorrizas son Ascomicetos vy

Basidiomicetos.
1.1.4.4.- Orquidedceo.

Son caracteristicas de las orquidaceae. Los hongos que constituyen este tipo
de micorriza son Basidiomicetos con hifas septadas.

La asociacién presenta dos fases en relacion con el ciclo de vida de las
orquideas. Es conocido que las pléntulas de las orquideas deben asociarse con algun
basidiomiceto formador de micorrrizas para satisfacer su necesidad de nutricion.
Como ya se menciond existe una alta dependencia por la transferencia de
nutrimentos de la micorriza a la plantula a tal grado que en caso de no estar



micorrizada, la orquidea muere. En cambio las orquideas adultas, no requieren de
este tipo de asociacién con el hongo micorrizico; por tal motivo cambia el papel del

hongo de mutualista a pardsito.

1.1.5.- Caracteristicas de la micorriza vesiculo arbuscular.

La micorriza vesiculo arbuscular es el tipo de micorriza més extendida entre las
plantas; se considera que en un 90 % de las especies vegetales la presentan (Azcon
y Barea, 1990), y que se encuentra distribuida en diversidad de hébitats, desde la
regién del artico hasta el trépico. Ademas estd presente en ia mayoria de los
ambientes aridos, humedos, en comunidades estables y en écosistemas perturbados
(Mosse, 1981). Las plantas con micorriza VA, presentan amplia adaptabilidad a los

diferentes cambios de tipo quimico, fisico y ecoldgico que ocurren en el ambiente.

1.1.6.- Hongos formadores de micorriza vesiculo arbuscular.

Los hongos endomicorrizicos pertenecen a la clase Zygomycetos, Orden
Endogonales, Familia Endogonaceae; esta Ultima representada por 6 géneros
_ Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Scleracystis, y Scutellospora
(Morton, 1988).

1.1.7.- Fisiologia y estructura de la micorriza vesiculo-arbuscular.

Generalmente, el hongo endomicorrizico vesiculo arbuscular coloniza ias
raices secundarias funcionales, debido a que estas no se encuentran lignificadas o
suberificadas, y no impiden la penetracion.

La forma estructural del hongo endomicorrizico vesiculo arbuscular se
compone de hifas no septadas que forman un micelio en donde la porcién mayor se
encuentra en el interior de las raiz y el resto fuera, formando el micelio externo.

El micelio externo se extiende de tal forma que incrementa el volumen dei
suelo disponible, a tal grado, que una raiz con micorriza tiene a su disposicién un
volumen de sueio 8 veces mayor, lo que le permite un incremento en la asimilacion y



translocacién de los nutrimentos del suelo, principaimente el fosforo asimilable que
generaimente se encuentra en bajas concentraciones en el suelo.

"Por su parte, el micelio interno desarrolla estructuras importantes, desde el
punto de vista funcional, como son los arbusculos, que se forman de bifurcaciones
consecutivas de una hifa terminal y que penetran la pared de las células epidérmicas
de la raiz mediante un plasmolema o invaginacién. Aqui se llevara a cabo la conexién
con la raiz de la planta y se formara el sitio funcional de la micorriza en donde se
incfementa la transferencia bidireccional de nutrimentos. Aigunos dias después, los
arbusculos son digeridos por las células epidérmicas para restablecer el estado
anterior de las mismas, donde se encontraban los arbisculos. En términos generales,
ésta es la dinamica en la formacién y desaparicién de los arbusculos en el tejido
epidérmico de la raiz.

Ctras estructuras de importancia funciénal son las vesiculas; éstas se forman
por un engrosamiento de la hifa debido a la acumulacién de lipidos; lo cual hace
suponer que las vesiculas desempefian una funcién como estructuras de reserva para
el hongo. Es*to se deduce de las observaciones realizadas en plantas que fueron
sometidas a condiciones de estrés; en ellas el hongo micorrizico recurre a esta fuente
de reserva para sobrevivir y por lo tanto, desaparecieron las vesiculas.

1.1.8.- Beneficios que aporta la asociacidn micorrizica.
1.1.8.1.- Beneficios para la planta.

La planta se beneficia de muchas maneras con la asociacién del hongo; por
ejemplo, logra adquirir mayor resistencia a los suelos secos y humedos; es mds rapida
su adaptacion a los suelos con bajos niveles de nutrimentos, debido a que el hongo
puede movilizar aquellos que se encuentran en &reas inaccesibles para el sistema
radical.

En el caso del elemento fésforo, que se desplaza en el suelo en forma lenta,
encontramos que una planta cuyo sistema radical no esta colonizado por micorrizas,
agotaria este elemento del area de suelo que rodea la raiz, antes de que fuera
repuesto por el fosforo mas alejado, que se mueve lentamente, lo que ocasiona una
zona de deficiencia. En cambio si la raiz se encuentra micorrizada, el micelio externo



del hongo MVA se sitia en sitios mas alejados y extensos que las rafces secundarias,
y pueden Hevar a cabo una captacién del fésforo del suelo mas eficiente. Este
elemento entra en e! interior de ia hifa medfante transporte activo, asi se puede
desplazar a una velocidad 1000 veces mas répida que lo que normalmente ocurre en
el suelo, hasta llegar a los arbusculos donde ocurrira la translocacion de! fésforo al
interior de la planta. Este suministro de fésforo favorece a la planta micorrizada; en
cambic las plantas que se encuentran alrededor, si no tienen micorrizas pueden
afectarse por la deficiencia de fésforo en el suelo, entrando en una mayor
competencia entre elias.

La micorriza también permite la asimilacién de otros elementos de poca
solubilidad y movilidad en el suelo, como el zinc (Tinker y Gildon, 1983) y el cobre (Le
Tacon, 1985). Existen reportes sobre el aumento en la absorcién de azufre (Gray y
Gerdemann, 1975) y potasio (Powell, 1975). También se logra un aumento en la
asimilacion de nitratos; aunque en relacion con el nitrégeno, la micorriza no juega un
papel importante en su captacion. No obstante, el hongo micorrizable logra
desarrollarse adecuadamente en la raiz, si crece junto a bacterias fijadoras de
nitrégeno, lo que resulta en un mayor desarrollo para la planta, en comparacion con
plantas que solo crecieron con micorriza o con bacterias fijadoras de nitrdgeno.

Las plantas con micorrizas que crecen en suelos con abundancia de cadmio,
estroncio y cobalto, son capaces de adaptarse a estas condiciones téxicas y habitar
en los suelos con exceso de estos elementos; de esta forma obtienen ventajas para
sobrevivir sobre otros miembros de fa comunidad.

Las plantas con micorrizas pueden aumentar su productividad debido a que la
simbiosis representa una ventaja competitiva con respecto a otras especies que no
micorrizan, en el aprovechamiento adecuado de minerales, y les permite habitar en
suelos pobres que no podrian ser acupados de otra manera. ‘

La micorriza pueden proporcionar también una mayor resistencia a la sequia, a
tas maodificaciénes del pH en el suelo, a la salinidad, a la toxicidad y a las variaciones
en la temperatura, lo que hace posible la vida de las plantas en ciertos suelos, que de
otra manera, serian inadecuados para éstas.



Por otro lado, los hongos micorrizicos representan un aliado que permite a la
planta tener mayor control contra algunos agentes causantes de enfermedades en la
raiz. Esto se debe principalmente a que los hongos micorrizicos producen antibiticos
que forman una barrera quimica que impide el establecimiento de los patégenos.

1.1.8.2.- Beneficio para los hongos.

Los hongos se benefician de su asociacién con la planta. Por una parte, la raiz
es su habitat particular, que les permite desenvoiverse para desempefiar su papel
ecolégico dentro de la rizosfera.

Por otro lado, los hongos obtienen diversos productos elaborados por las
plantas; estos compuestos son transportando del sitio de sintesis, por medio del
floema, hasta la raiz, de donde pasaran hasta la zona de uni6n entre las células
epidérmicas y los arbusculos, llegando al interior del hongo, asi, éste obtendra su
fuente de energia. Ei hongo puede consumir hasta el 17 % de los carbohidratos
elaborados por la planta. Los aminoacidos y otras sustancias organicas son
proporcionadas, también, por la planta hospedera.

Los hongos micorrizicos VA presentan una desventaja respecto a las plantas,
en el sentido de que ellos no pueden vivir en forma independiente, sino que deben

habitar en una pianta para desarrollar su ciclo de vida.-

Preinfeccién. La germinacién de las esporas comienza por la formacion del tubo de
germinacién. Esta etapa puede estar afectada por las condiciones del. suelo como:
cantidad de oxigeno y bi6xido de carbono; temperatura y cantidad de agua; pH,
concentracién de nutrimentos y presencia de diversos compuestos fungistaticos. Otro
factor muy importante es la presencia de una raiz que puede ser micorrizable. Es
importante considerar los tiempos de sobrevivencia de las hifas o micelios, que varia
entre algunos dias hasta varias semanas, para poder iniciar la colonizacién de fa raiz.

En el momento def contacto entre el tubo de germinacién vy la raiz, se inicia

una fase de reconocimiento quimico.
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Colonizacién. La hifa que entra en contacto con la planta forma un apresorio en el
sitio de contacto; y una hifa de penetracion que entra entre las células corticales en
forma similar a como lo hace un haustorio, hasta llegar al tejido epidermico.

Extensién del hongo en el suelo. Al tiempo que el hongo crece internamente
formando vesiculas y arbsculos, también esta creciendo fuera de ia raiz formando el
micelio externo que ampliara la zona de interaccion en la rizosfera. Ademas, el hongo
explora nuevos puntos de colonizacion en la misma raiz o en otras.

Reproduccién. E! micelio externo del hongo micorrizico comunmente es la parte de la
micorriza formadora de esporas. En condiciones ambientales y bidticas éptimas; el
periodo reproductivo se inicia a las 3 0 4 semanas después de la colonizacion. Las
hifas externas formaran esporocarpos, donde se llevara a cabo la produccién de
esporas ocurriendo después, la liberacion de éstas. En condiciones adecuadas, las
nuevas esporas viables germinaran para iniciar un nuevo ciclo. En caso de que no
existan las condiciones optimas para la germinacién de las esporas, éstas pueden
permanecer en estado de latencia durantes varios afios. Las esporas germinadas y el
micelio morirdn si no encuentran una raiz en un periodo maximo de 3 o 4 semanas.

Existe un grupo de familias como: Betulaceae, Fagaceae, Hymenophyllaceae,
Myrtaceae, Pinaceae, Salicaceae, y Dipterocarpaceae, que presentan un alto
porcentaje de micorrizas. Estas familias tienen un indice de 100 % de presencia de
micorrizas en las especies que las constituyen (Newman y Reddell, 1987). Existen
otras familias que se consideran no micorrizables, estas son: Chenopodiaceae,
Amaranthaceae, Cruciferae, Cyperaceae, Commelinaceae, Brassicaea, Proteaceae
Lecithidaceae, Zigofillaceae, Portulacaceae, Restionaceae, Caryophyllaceae, y en las
Leguminosae, el género Lupinus es reconocido como no micorrizable.

Algunas investigaciones han demostrado que en las familias no micorrizables,
no todas las especies cumplen con tai caracteristica. Un ejemplo es Atriplex garderi,
especie perteneciente a las Chenopodiaceae, durante el mes de abril, muestra
colonizacién micorrizica, calculada hasta en 78 % con la presencia de arbusculos
{Allen,1983).
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Otro caso es el de Salsola kali, también Chenopodidceae, que es capaz de
formar micorrizas en suelos perturbados, aunque por breves periodos de tiempo
(Reeves et al., 1979). En suelos arenosos, Salsola kali, presenta micorrizas donde se
aprecian hifas externas, sin vesiculas ni arbusculos; aunque en ciertas condiciones ia
planta puede formar arbusculos ( Allen y Allen, 1988 ; Allen et al., 1989).

1.1.11.- Factores abiéticos que afectan la distribucién y actividad de los hongos
MVA.

Entre los factores quimicos gue influyen en la colonizacién de las planta por
los hongos MVA, se encuentran el pH. Los hongos responden en forma diversa a este
factor; algunos estdn adaptados a los suelos &cidos; otros a los suelos alcalinos; y
otros son indiferentes al pH del suelo (Le Tacon, 1985).

En refaciéon con ta humedad, se encontré que los hongos micorizicos son
sensibles a condiciones de estrés hidrico, en donde se registra una disminucién en la
colonizacién de las raices en comparacién con las piantas que no crecen en
condiciones de estrés (Reid y Bowen, 1977). Se encontr6, también, que en
condiciones de saturacién de agua, disminuye la colonizacién de la raiz, ya que en
estas condiciones la superficie de la raiz responde con una barrera fisica, por la
suberizacién de la misma que hace impermeable a la corteza de la raiz o modifica la
produccién de los estimulos que no permiten el establecimiento de los hongos.
Ademads, ta saturacién de agua ocasiona que las esporas se colapsen y no germinen
(Reid y Bowen, 1977). '

La temperatura del suelo puede afectar la actividad de los hongos
endomicorrizicos, en especial la germinacién de las esporas. En el caso de la
germinacion de esporas de Glomus sp fa temperatura optima es de 20 °C a 25 9C, ia
temperatura minima es de 10 2C y la maxima es de 30 2C.

La intensidad de la luz es, también, un factor importante en el grado de
colonizacién micorrizica. En el caso del tabaco, una reduccién del 50 % de la
intensidad de la luz, se ve reflejada en fa disminucién en un 25 a 31 % de la
colonizacién. Esto se debe probablemente a que el suministro de carbohidratos se
reduce al disminuir la fotosintesis de éstas (Mosse, 1981). Bajo condiciones de
intenso sombreado la endomicorriza también es afectada; puede haber hasta un 20 %
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de decremento en la formacién de esporas, con respecto a las plantas que crecen a
mayores intensidades de luz. En las plantas con periodos prolongados de exposicién
a la luz, se encontré que se estimulaba la formacién de arbasculos (Hayman, 1974).

También las practicas de cultivo agricola afectan la sobrevivencia de los
hongos endomicorrizicos. La accién mecanica de remover la superficie del suelo, asi
como, la roza tumba y quema, ocasionan la disminucién en el nimero de propagulos
de la micorriza vesiculo arbuscular. Asi, la actividad de labranza contribuye a la
destruocién de las esporas. En cambio la rotacién y el descanso de suelos, participan
en la conservacion de las esporas que se manifestaran en futuros cuitivos (Abbott y
Robson, 1991).

La fertifizacién de los suelos con materia organica conduce a un mejor
desarrollo de las micorrizas. En cambio, cuando existe una adicién elevada de f6sforo
y nitrégeno en el suelo, las micorrizas disminuyen en forma considerable. Azcon y
Barea (1980) consideran que cuando la planta se encuentra en una etapa de maximo
rendimiento, emplea la producciéon de glicidos para la elaboracion de compuestos
protéicos y fosforados; por lo tanto disminuye la cantidad de cerbohidratos exudados
por la raiz, y por ello el hongo micorrizico tiende a formar niveles bajos de

colonizacién o desaparece.
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ANTECEDENTES

2.1.- Interacciones quimicas entre plantas y hongos.

2.1.1.- Alelopatia.

El conocimiento de la funcién que desempefian los metabolitos secundarios:
fenoles, quinonas, terpenoides, esteroides y alcaloides, entre otros compuestos, que
los seres vivos producen y liberan al ambiente, permitié establecer la importancia de
estos metabolitos en los procesos bioldgicos y ecoldgicos que regulan el equilibrio en
las comunidades, como, por ejemplo la competencia y la herbivoria, los. cuales
determinan la dinamica, sobrevivencia, dominancia y sucesién de los individuos en un
ecosistema. Las interacciones quimicas entre ios organismos son objeto de estudio de
la Ecologia Quimica. Una parte de ésta ciencia, es la alelopatia, que se refiere a las

interacciones quimicas planta-planta y planta-microorganismo.

2.1.2.- Historia.

El estudio de ciertas interacciones quimicas entre plantas se inicia hace mucho
tiempo. Teofrasto ( 300 afios A C) report6 que el garbanzo (Cicer anetinum) es capaz
de agotar los suelos donde se cultiva y este fenémeno, también, se observa en tierras
donde se cultivan leguminosas; en ambos casos, el agotamiento del suelo es
temporal. Teofrasto, también, sefialé que el garbanzo es capaz de matar a las
malezas. Plinio reporté (100 afos A C) que como el garbanzo, la cebada (Hordeum
vulgare), el fenogreco (Trigonella foenum-graecum) y la arveja agria (Vicia ervilla)
pueden afectar negativamente los suelos ( Rizvi et al., 1992 ).

A pesar de estos antecedentes historicos, la alelopatia como una ciencia surge

hasta el presente siglo.
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2,1.3.- Definicién de alelopatia.

Molisch (1937) fue el primero que define la palabra alelopatia para referirse a
las interacciones bioquimicas entre todo tipo de plantas, incluyendo a los
microorganismos, y que estas interacciones pueden ser perjudiciales o benéficas.

Rice, (1974) 1a define como el efecto provocado por unas plantas sobre otras,
mediante la produccién de compuestos quimicos que son liberados al medio. Rice
coincide en que las interacciones se pueden dar, también, entre las plantas y los
microorganismos y que el efecto puede ocurrir de manera directa o indirecta.

La alelopatia es el efecto perjudicial directo o indirecto de una planta o
microorganismos sobre otras plantas y microorganismos, a través de la produccion de
compuestos quimicos que son liberados al ambiente mediante exudados, lixiviados,
volatilizacién o la descomposicién de la materia organica.

También se puede definir como el efecto inhibitorio o estimutante de diversos
metabolitos secundarios liberados al medio por los organismos, que actian sobre el

crecimiento, metabolismo y desarrollo de otros organismos.

2.1.4.- Aleloguimicos.

Los compuestos quimicos que median las interacciones quimicas entre los
organismos de diferente especie, se Ilaman aleloquimicos y son producto de las vias
metabdlicas secundarias de! organismo. Por eso también son lamados metabolitos
secundarios 0 compuestos secundarios. Como ya se menciond, su naturaleza quimica
es diversa ( Anaya, 1981).

Por la naturaleza téxica de muchos de ellos la misma planta debe inactivarlos
o neutralizarlos mediante diversos mecanismos; almacenarlos en sitios alejados de
donde se producen y en donde no ocurren procesos fisiolégicos importantes para la
planta; cristalizarlos; polimerizarios (lignina, resinas o hule); depositarlos en tejidos
muertos como el duramen o entre los espacios intercelulares; almacenarlos en
vacuolas; descargarios al exterior mediante exudacion, volatilizacion y lixiviacién a
través (lluvia, niebla y rocio) de Ia raiz, y partes aéreas ( Anaya, 1981).
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2.1.5.- Importancia.

En el medio terrestre el suelo es el dep6sito en donde se acumulan muchos
aleloquimicos, los cuales llegan por diferentes vias: la exudacién, la volatilizacién, la
lixiviacién de las raices y de las parte aéreas de las plantas, y la descomposicién de la
materia orgénica, como se habia mencionado (Whittaker y Feeny, 1971).

Los microbrganismos participan en la acumuiacién de los aleloquimicos
especialmente en la zona de la rizosfera, porque son los encargados de la
descomposicién de la materia organica y de todos los compuestos que son liberados
o depositados en el suelo por plantas, animales y otros micoorganismos. Durante este
proceso se producen compuestos que pueden tener un efecto téxico o estimulante, o
no tener efecto alguno dependiendo del tipo de organismo receptor (Whittaker y
Feeny, 1971).

En la rizosfera los efectos de los aleloquimicos son determinantes para la
distribucién de los microorganismos, como bacterias, hongos y nematodos entre otros.
La distribucién de !os microorganismos desde la superficie de las raices hasta las
zonas mas alejadas de la rizosfera, estd determinado por el gradiente bioquimico y
ecologico (Ferrera-Cerrato, 1989).

Muchos organismos emplean aleloquimicos para limitar la distribucién de otros
individuos y asi obtener ventajas competitivas por el agua, luz, nutrimentos y espacio.
Esto Jes facilita su adaptacién y dominio en el habitat.

En el campo de la agricultura la utilizacién de algunos aleloquimicos para
~ controlar ciertas malezas de los cultivos con importancia econémica, y que no tengan
un efecto perjudicial sobre los cultivos, es de gran trascendencia para evitar la
utilizacién de herbicidas sintéticos. El uso de aleloquimicos en el manejo de los
cultivos no solo busca el control de las malezas, sino que también se encamina a
encontrar compuestos secundarios que aumenten la produccién general de los
agroecosistemas. El empleo de aleloquimicos como plaguicidas, es una alternativa
para evitar el uso de agroquimicos muy dafinos al ambiente (Anaya, 1989).

La alelopatia es una herramienta que puede generar técnicas de cuiltivo
efecientes para aprovechar los recursos en los agroecosistemas y asi poder lograr ei
tan esperado beneficio ecoldgico, econdmico y cultural de una agricultura ecotégica y

sostenible.
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2.1.6.- La participacién de los exudados radicales en el desarrolio de |a

micorriza.

Los compuestos que forman parte de los exudados de las raices se
consideran determinantes en el desarrollo de las micorrizas. Para explicar la presencia
de micorriza en las piantas, sé considera que el bioxido de carbono que se desprende
de la respiracion de las raices puede participar en el establecimiento o carencia de las
micorrizas (Becard y Piché, 1989).

También, son varios los hallazgos de compuestos que estimulan al hongo
MVA y que provienen de los exudados radicales. Elias y Safir (1987) encontré que los
exudados de Trifolium repens, estimulan la elongacién de las hifas del hongo MVA.

De fas semillas de alfaifa, se ha aislado quercetina 3-0-galactosido como parte
de los exudados de la plantula que promueve la germinacién de las esporas del
hongo MVA, la elongacién de las hifas y su bifurcacién. Otro de los compuesto con
este mismo efecto es ia 4,7 dihydroxifiavona encontrada en los exudados radicaies de
la zanahoria (Tsai y Phillips, 1991). Este compuesto, también, fue identificado en los
exudados de la raiz del trébol (Redmond et al., 1986). Por otra parte la quercetina y el
kampferol presentes en los exudados radicales de plantulas de alfalfa, estimulan el
crecimiento de hifas de Gigaspora margarita (Poulin et al., 1993).

Giovannetti et al, (1993) suponen que las plantas micorrizables producen
compuestos que estimuian el reconocimiento de las raices de la planta por parte del
hongo MVA y que, ademas, permiten al hongo penetrar en la raiz. En el caso de las
plantas no micorrizables, este factor debe estar ausente de sus exudados. Ademas,
ellos mismos, encontraron que los exudados radicales de Lupinus albus no estimulan
la formacién del apresorio sobre sus raices.

Morley y Mosse (1976) encontraron que cuando Lupinus consentinii se cultiva
junto al trébol puede influir en la formacién anormal de la micorriza en las raices de
éste. Estas anormalidades consisten en claras deformaciénes en la morfologia de las
hifas, algunas bifurcaciones de las hifas que se hinchan en forma considerable,
apresorios abuitados, con prolongaciénes deformadas y abultadas. Estos autores
sefialan que este efecto posiblemente se deba a una sustancia toxica proveniente de
los exudados radicales de Lupinus consentinii. El efecto persiste en las raices de
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trébol, a pesar de que se remuevan las plantas de lupinos del suelo y se inoculen con
Glomus mosseae y Glomus fasciculatum.

Por otra parte, para explicar la falta de micorriza en las plantas se, argumenta
que los exudados de la raiz pueden contener algiin compuesto inhibidor del hongo
endomicorrizico que no permite su establecimiento en la raices de las plantas no
hospederas (Hirrel et al.,, 1978 ; Ocampo, 1980 et al., ; Ocampo y Hayman, 1981 ;
Tester et al.,1987), en similitud, como lo encontradé en ios exudados de la raiz de
Calluna vulgaris que contienen un elemento tdxico capaz de inhibir el desarrolio de
algunos hongos ectomicorrizicos (Robinson, 1972).

La falta de micorrizas por efecto de supresidn alelopatica proveniente de los
pinos, ha sido observada en especies de pino ponderosa y pino rojo. En un bosque
donde predomina el pino ponderosa se encontrdé un alto porcentaje de plantas no
micorrizables, debido a que el pino es capaz de producir un compuesto supresor de la
micorriza (Koviac et al., 1984). Los pinos rojos cuentan con compuestos aleloquimicos
que suprimen la formacién de micorrizas en plantas de maple rojo y plantulas de pino
Hardwood. También se encontrd que plantulas de pino rojo sufren dafos. Los
aleloquimicos responsables no fueron identificados (Tobiesen y Werner, 1980 ; St
John y Coleman, 1983 ; Perry y Choquette, 1987).

Asparagus officialis contiene acido ferllico en sus exudados radicales. No
obstante este metabolito no afecta la germinacién de las esporas de Glomus
fasciculatum. Sin embargo, si se aumenta la concentracién de acido ferdlico se inhibe
la elongacion de la hifa de germinacién de este hongo micorrizico y la colonizacién en
la raiz de esta misma planta, in vitro (Wacker et al., 1990).

Los compuestos volatiles provenientes de Las Cruciferae, disminuyen el
procentaje de germinacién de esporas del hongo Glomus mosseae que es formador
de micorriza vesiculo arbuscuiar (El-Atrach et al., 1989 ; Vierheilig y Ocampo, 1990).

Los extractos de raiz de col y rabano, inhiben la infeccién de los hongos MVA
en plantas de alfalfa creciendo en recipientes que contienen arena y vermiculita
(Ocampo et al., 1986). El porcentaje de germinacion de las esporas de hongos MVA,
disminuye en forma significativa cuando éstas se encuentran en un medio de cultivo
que contiene extractos de raiz de col {Ocampo et al., 1986). Segun El-Atrach et al.,
{(1989) los compuestos volatiles de las raices de la col son los que decrecen el
porcentaje de germinacion de las esporas.
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La familia Cruciferae contiene gran cantidad de compuestos que inhiben la
germinacion de hongos patégenos (Angus, 1994). Las plantas de esta familia
producen Isotiocianatos con gran actividad antifingica (Drobnica et al., 1967). En los
extractos de raiz de Brassica oleracea, se encontraron inhibidores de la germinacion
de esporas de Glomus mosseae. Sin embargo, estos compuestos son atectados por
cambios en la temperatura, de tal forma que su efecto depende de este factor
(Vierheilig y Ocampo, 1990). Las raices frescas de Brassica kaber y Brassica nigra
inhiben la germinacién de esporas de Glomus intraradices; los compuestos
antifingicos son derivados de glucosinalatos: 4-hidroxibenzil isothiocianato e
Isotiocianato. Asimismo, los extractos de Brassica kaber reducen la germinacion de
Glomus etunicatum en un 33 %, en comparacién con el 84 % de el control (Schreiner
y Koide, 1993).

En cambio, Glenn et al., (1988) demostraron que el crecimiento del tubo de
germinacién de las esporas MVA, no se ve afectado por la presencia o proximidad de
plantas no hospederas. Ademas, encontraron que la micorriza de una planta
hospedera no se afecta por la proximidad de una planta del género Brassica. Las
raices de Brassica en condiciénes naturales no son colonizadas por hongos MVA,

asimismo los glucosinalatos no estimula la formacién de las micorrizas.

2.1.7.- Participacién de lipidos, aminoé4cidos y aztcares en el desarrollo de |a

micorriza.

Se ha encontrado que los niveles bajos de fosforo en las plantas, pueden
ocasionar la reducciéon de los fosfolipidos que determinan la permeabilidad de la
membrana; esto provoca un aumento en la cantidad de amino4cidos y azucares
reducidos en los exudados de las raices lo que favorece el establecimiento del hongo
MVA (Ratnayake et al., 1978 ; Graham y Menge, 1982). En un cultivo de naranja agria
en suelo inoculado con Glomus mosseae, y con bajo nivel de f6sforo, se encontré un
aumento en la cantidad de azucares reducidos en ios exudados radicales (Nemec y
Guy, 1982). La presencia de los azicares en los exudados se considera un factor
importante en la formacién de micorrizas en las plantas hospederas (Mada y Bagyaraj,
1993).



19

Ciertas variedades de trigo, presentan en sus exudados bajas concentraciones
de azucares reducidos; esto explicaria la falta de infeccién en sus raices (Azcon y
Ocampo, 1981). Plantas como la col y el rabano, presentan en sus exudados una
concentracién baja de azicares reducidos, lo cual debe afectar la germinacién de las
esporas y la falta de micorrizas en sus raices (Azcon y Ocampo, 1984).

En algunos casos en que la germinacién de esporas de MVA ha sido inhibida
por exudados de Brassica, se encontré que los aminodcidos lisina y arginina
restablecen la germinacién. Los aminoécidos giicina, y principalmente, la lisina,
estimulan el crecimiento de las esporas de hongos MVA (Hepper, 1983).

2.2 Selecci6n de las plantas alelopéticas.

Las plantas con potencial alelopatico, que fueron seleccionadas para evaluar
su efecto sobre los hongos micorrizicos, son las siguientes.

Chenopodium ambrosioides,L. (Chenopodiaceae)," epazote ".

La familia de las Chehopodiaceae esta integrada por 100 géneros y 1,400
especies. Esta familia esta reportada como no micorrizable. Las plantas son
herbdceas, arbustivas, y en ocasiones, suculentas. Presentan flores hermafroditas o
unisexuales. En esta familia, encontramos especies de uso alimenticio como la
espinaca, Spinaca oleracea, L.

El epazote, es una planta herbdcea comin en todo México, de ciclo de vida
anual o perenne; sus hojas son lanceoladas, dentadas y muy olorosas, tiene un tallo
simple y una inflorescencia en forma de espiga con numerosas flores. ]

El epazote es una planta nativa de América Tropical (Munz, 1975). En México
se cultiva ampliamente en los estados de Chihuahua, Durango, Jalisco, Oaxaca,
Queretaro y Veracruz.

En la cocina mexicana se emplea como condimento y algunas personas lo
utilizan como purgante y vermifugo.

El epazote es considerado como una planta que interfiere con el crecimiento
de otras plantas (Jimenez-Osornio, 1991). Ademas puede afectar a algunos virus
(Verma y Baranwal, 1983), nematodos (Garcia-Espinoza, 1980), hongos (Dubey et al.,
1987) e insectos (Petersen et al., 1989).
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Chenopodium ambrosioides es una planta con un alto potencial aielopatico; el
principal componente dei aceite de piantas frescas en floracién y fructificacién de
Chenopodium ambrosioides var. anthelminticum, es el ascaridol, monoterpenoide con
actividad antihelmintica que es tdxico para los mamiferos (Harborne y Baxter, 1993).
Este compuesto actta, también como aleloquimico y disminuye la germinacién de
Amaranthus hypochondriacus en un 50 %, respecto al control (Jiménez-Osornio,
1991).

Amaranthus hypochondriacus L.. (Amaranthaceae), "amaranto”.

La familia de las Amaranthaceae esta formada por 60 géneros y 800 especies
(Feine et al,, 1979). Esta familia se considera no micorrizable y esta constituida por
plantas herbaceas de ciclo de vida anual que poseen una inflorescencia compuesta
en la parte terminal. Las especies del género Amaranthus poseen bracteas
escariosas, un perianto y flores muy agilomeradas en una espiga. Entre las especies
comestibles se encuentran Amaranthus hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus.

A. hypochondriacus es una planta herbacea anual con hojas enteras
lanceoladas, pecioladas y ovaladas, con un matiz rojizo ap.eciable desde la plantula.
La inflorescencia es terminal de 50 cm de largo con flores pequefas, que al ser
polinizadas desarrollan un pequefio fruto en forma de capsula.

Se piensa que e! cultivo de amaranto, se inicia desde hace 7000 a 9000 afios
(Del Amo et al., 1988). Semillas de este género fueron encontradas en zonas '
arqueolégicas de Estados Unidos de América, México y Peru.

El amaranto es originario del suroeste de Estados Unidos y norte de México, y
por migraciones se trasladé a la Meseta Central y hasta el sureste de México. En
epocas prehispanicas, los mayas, también, cultivaban amaranto y lo adoptaron en su
alimentacién.

En la region centrai de México, A. hypochondriacus era uno de los cuitivos
béasicos y una de las fuentes principales de alimento. También se utilizaba en las
ceremonias religiosas para elaborar figuras que representaban a dioses. Esta planta
era utilizada en las ofrendas a Huitzilopochtli.

Durante la conquista su cultivo fue suprimido por la iglesia catélica con el
objeto de erradicar las ceremonias donde el amaranto cumplia una funcién religiosa

importante.
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En la actualidad los campos de cultivo mas importantes se encuentran en el

Distrito Federal, Morelos, Oaxaca y Puebla (Alejandre, 1986).
Ipomoea purpurea, L. (Convolvulacea) " manto ".

La famitia de las Convolvulacea esta compuesta por 53 géneros y 1,100
especies. Esta familia esta considerada como micorrizable. Las plantas pueden ser
herbaceas, arbustos o rastreras, con ciclos de vida anual o perenne. Las flores son
hermafroditas actinomorfas, solitarias, axiales y con bracteas. En esta familia se
encuentra la especie Ipomoea batatas (camote) planta alimenticia muy cultivada en
México.

Ipomoea purpurea es una planta enredadora anual, ramificada, de talles y
ramas pubescentes, con hojas ovaladas enteras con apice agudo. La flor solitaria con
una corola infundibuliforme de color azul a rosada. El fruto es una cépsula
indehiscente.

Los aztecas consideraban a aigunas plantas del género /pomoea como
medicinales y eran utilizadas como purgante (Martinez, 1979). /. purga contiene un
poderoso catartico. /. purpurea es empleada para la diabetes. A.demds se le han
encontrado propiedades antihelminticas, antihistaminicas y diuréticas (Gonzdlez
Elizondo, 1984).

Las semillas de I tricolor poseen efectos alucinégenos, pues contienen,
alcaloides del ergot o indol con estas propiedades. Como otras especies del género
Ipomoea, /. tricolor posee una mezcla de resinas glicosidicas (con efectos purgantes),
que en el caso de /. tricolor, tiene como compuesto mayoritario a la Tricolorina A, que
inhibe la germinacién y el crecimiento de diversas plantas como Amaranthus
leucocarpus y Echinochloa crusgalli. Este aleloquimico es capaz, .tambien, de afectar
a las larvas del crustdiceo Arfemia salina y tiene efectos bactericidas sobre
Sthaphylococcus aureus (Pereda, 1994). l.tricolor y otras especies de /pomoea son
utilizadas por algunos campesinos en el tropico de México para proteger el suelo en la
epoca de descanso de éste, ya que controla el crecimiento de malezas y enriquece de

materia organica el suelo.
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2.3.- Seleccién del suelo.

Se selecciond un suelo calcimagnésico como sustrato para el crecimiento de

las plantas alelopéticas y para las experimentos realizados.

2.3.1.- Caracteristicas de los suelos calcimagnésicos y la importancia de su

contenido en fésforo para la formacién de micorrizas.

Los suelos calcimagnésicos comprenden los suelos esmectiticos formados por
la hidrélisis y la desilicatacion moderada de materiales calcéreos, célcicos y rocas
basicas como el basalto.

Estos suelos presentan un adecuado abastecimiento de iones alcalinoterreos
Ca™ - Mg*™* o hierro, ademds presentan un elevado contenido de arcilla, con un pH
mayor de 6 en el horizonte superficial y un decremento en la cantidad de materia
orgénica a medida que aumenta la profundidad.

Los suelos del municipio de Xochitepec, en Morelos, de donde se obtuvieron
las muestras para los experimentds, se han clasificado como Foezem eutricos
calcarios y leptosoles rendzinicos de acuerdo a la clasificacién de la FAO-UNESCO
(1988). Parte del suelo de la zona de Alpuyeca, Morelos pertenece a la clase de
suelos calcimagnésicos de la subclase sialiticos carbonatados del grupo de las
rendzinas (Gama, 1996).

Los suelos presentan una profundidad variable de 20 cm a 2 m, y una gama
de coloraciones que van del negro al gris claro. Tedricamente estos suelos presentan
una alta capacidad de retencion de fésforo.

La retencidn de fosforo se refiere a la conversidn del fésforo soluble en una
forma insoluble, de tal manera que se aumenta la concentracién de fésforo en el
suelo.

Existen diferentes formas de transformacién dei fésforo soluble a insaluble; en
ellas influyen directamente los factores fisicos y quimicos del suelo. Los suelos con
textura fina se caracterizan por retener mas el f6sforo, que los suelos de textura
gruesa. En suelos con pH de 6 a 7, las arcillas y cationes Ca ** - Mg ™ presentes en
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el suelo, se combinan con el fésforo, siendo estos dos los factores més importantes
en la retencién de fésforo (Ortiz y Ortiz, 1984).

En el suelo el pH es un factor que influye en la retencién del fésforo; en
condiciones de pH menores a 5.5, los iones de aluminio y fierro se vuelven mas
solubies, combinandose con iones fosfato y produciendo compuestos con poca
solubilidad. En suelos alcalinos, los carbonatos de calcio participan en la retencién del
fdsforo. Ademds los cationes de Ca++ y Mg*™ tienen una gran afinidad por los iones
PO4 °; en caso de reaccionar con el fésforo se forman fosfatos insolubles que se
precipitan con facilidad (Buckman y Brady, 1966).

En el suelo el 95 0 99 % del fésforo se encuentra en forma de compuestos
organicos o inorganicos insolubles (Azcén y Barea, 1980), de tal forma que el suelo
contiene bajos niveles de concentracién de fésforo asimilable; los suelos agricolas de
este tipo requieren de un aporte de f&sforo a través de los fertilizantes.

El fésforo asimilable es aquel fésforo presente en el suelo que es aprovechado
por las plantas para su nutricién. El fésforo es un elemento importante para las
plantas debirlo a que participa en procesos fisioldgicos fundamentales, como la
captacién, almacenamiento y transferencia de energia mediante el ATP, y los
mecanismos de regulacién metabdlicas donde interviene el AMP ciclico; el fésforo es
un elemento estructural y funcional de los 4cidos nucleicos.

La limitaciones que presentan las planta en la asimilacién del fésforo del suelo
son:

A. El fésforo es poco soluble y su desplazamiento es lento en el suelo.

B. La demanda de fésforo por parte de la raiz es mayor a la movilidad del fésforo en
el suelo, lo que provoca una zona deficiente de fésforo airededor del sistema radical.
C. La intervencién de los microorganismos en la solubilizacién y mineralizacién del
fosforo, no es suficiente para equilibrar ia velocidad de conversion de fosfatos
insolubles a solubles.

D. El fésforo es retenido por cationes, arcillas y coloides en el suelo.

E. Un pobre sistema radical afecta la asimilacién de fosforo, por ello, como en el caso
de Paspalum notatum presenta largos pelos radicales, su absorcién es deficiente, es

necesario que las plantas se asocien con hongos micorrizicos.
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Las raices han logrado satisfacer su necesidad de fésforo por medio de la
asociacion con los hongos micorrizicos, de tal manera que pueden vivir en
condiciones de baja concentracidn de este importante elemento.

E! hongo micorrizico facilita la conversidén del fésforo insoluble a soluble, como
lo demostraron Mosse, (1981); en sus experimentos; donde las plantas crecieron en
forma aceptable, a pesar de que la fuente de fésforo que se puso a disposicién era
fosfato de hierro que es poco solubie.

La Micorriza VA tiene un papel importante en la conversién quimica de
compuestos insolubles de fésforo en compuestos solubles. El hongo forma oxalatos
que tienden a unirse con iones de calcio, magnesio, fierro y aluminio, disminuyendo
las uniones de los cationes con el fésforo (Allen y Allen, 1990).

El hongo micorrizico es mas eficiente en el aprovechamiento del fésforo que
otros microorganismos de la rizosfera y la misma raiz. El mecanismo de asimilacién
consiste en convertir el fésforo soluble en polifosfatos de dos maneras: el polifosfato
presenta gran movilidad debido a su solubilidad y se desplazaria hasta el sistema
radical de la planta; {a unién de polifosfato con aminoacidos y cationes hace que se
forme un granulo metacromico menos soluble, con baja movilidad.
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HIPOTESIS.

En base en los anteriores antecedentes, la hipétesis planteada para el

presente trabajo fué la siguiente:

1.- Los lixiviados de las partes aéreas y los exudados radicales de las plantas
alelopdticas, contienen compuestos secundarios que son capaces de inhibir la
germinacién de las esporas de los hongos micorrizicos vesiculo arbusculares, e

impedir la colonizacién de las raices.
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OBJETIVOS

Con base en la hipotésis, se fijaron los siguientes objetivos para el presente

trabajo:

1.- Determinar el efecto de los lixiviados acuosos de raices y parte aérea de algunas
plantas alelopaticas, con importancia econémica como: /pomoea purpurea, L.
(Convolvulacea), Amaranthus hypochondriacus, L. (Amaranthaceae) y Chenopodium
ambrosioides L. (Chenopodiaceae), sobre la germinacién de esporas de hongos

micorrizicos vesiculo arbusculares.

2.- Investigar si la falta de micorrizas en las raices de estas plantas no micorrizables
como: Amaranthus hypochondriacus y Chenopodium ambrosioides, esta.determinada
por la inhibicién de la colonizacién de hongos micorrizicos vesiculo arbusculares,
provocada por los compuestos lixiviados de partes aéreas y exudados por las raices

de estas plantas.

3.- Investigar si las plantas con potencial alelopatico, lpomoea purpurea, Amaranthus
hypochondriacus y Chenopodium ambrosioides, son capaces de interferir con el
movimiento de los hongos MVA en el suelo e impedir con ello que Ias raices de ias

plantas vecinas se formen micorrizas.
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MATERIALES Y METODOS

5.1- Bioensayos en el laboratorio.

5.1.1.- Origen del inéculo micorrizico.

Para la realizacién de los bioensayos in vitro, se recurrié a diferentes fuentes
para obtener las esporas de los hongos MVA.

La primera fuente de indculo se trataba de un cultivo monésporicos (cultivo
que se obtiene a partir de una espora) de una cepa de Glomus fasciculatum originaria
de Rothamsted, U. K., que fue donada por la Dra. Barbara Mosse. Esta cepa ha sido
conservada y propagada por el M. en C. Sergio Palacios Mayorga jefe del
Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia, en plantas de Allium porrumn,
L., en el invernadero del mismo Instituto. Las plantas con el in6culo se encuentran en
macetas con capacidad de 3 kg de suelo; éste consiste en una mezcla de arena silica
y suelo calcimagnésico en proporcién 1 :1. Para conocer la calidad del indculo se
realizaron dos tipos de pruebas: cuantificacién de esporas y viabilidad.

Las esporas se extrajeron del suelo mediante el método propuesto por Jenkins
(1964), que consistid en lo siguiente: Se colectaron 100 g de suelo con raices de la
maceta donde crecio el hospedero y se guardaron en un vaso de precipitado dé 1,000
ml; se agregaron 500 ml de agua potable y 10 mi de una solucién de hexametafosfato
al 5 % (agente dispersante); se homogenizé mediante un agitador mécanico durante 5
minutos. Despues se decantd la mezcla durante 3 minutos, se virtié la suspension del
suelo a través de una columna de tamices colocados en orden decreciente al
diametro de abertura (.800, .250, .074 mm). Se recuperé el suelo del tamiz de menor
abertura y el contenido se pasd a tubos de centrifugacion de 50 mi; se adicioné agua
potable en los tubos y se centrifugaron durante 2 minutos a 1500 rpm; el
sobrenadante fue eliminado. Al residuo se le agregd una solucién de sacarosa al 50
% se volvid a centrifugar en las condiciones ya mencionadas; se pasd el
sobrenadante por un tamiz (.044 mm), para recuperar las esporas; éstas se lavaron
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con agua potable, se pasaron a una caja de caja de Petri (10 X 2 cm) y se afadio
agua destilada. Las cuantificacion de las esporas se realizé por medio de un
microscopio estereoscopico.
Las esporas enteras y turgentes se registraron como probablemente viables.
No. esporas enteras y turgentes
% de viabilidad = X 100
No. total de esporas
Para conocer la viabilidad de las esporas se les aﬁadié 5 ml de una solucién
de bromuro de tetrazolio al .05 %; se dejaron en esta solucién durante 72 horas en la
obscurida total, y después se determiné la viabilidad por 1a coloracién que presentaron
las esporas. Si las esporas adquirieron un color rojo, violeta o azul se registraron
como viables. El porcentaje de viabilidad se obtiene con la siguiente férmula:
No. esporas tefidas
% de viabilidad = X 100
No. total de esporas
La segunda fuente de inéculo consistin en un cultivo mondsporico de una cepa
de Glomus mosseae originaria también de Rothamsted, U.K., y donada igualmente
por la Dra. Barbara Mosse. Asimismo esta cepa ha sido conservada y propagada por
el M. en C. Sergio Palacios Mayorga, como anteriormente se menciond. La produccién

del in6culo consistié en lo siguiente: semillas de tomate, Physalis ixocarpa Brot., y
maiz, Zea mays L., (previamente desinfectadas con hipoclorito de calcio 7.5 %)
germinaron en arena silica estéril dentro de tubos de PVC y en cajas de Petri en una
camara de ambiente controlado. Se prepararon 40 macetas que se desinfectaron con
alcohol de 96%; cada una con capacidad de 250 g de suelo; en éstas, se adicionaron
200 g de suelo formado por una mezcla 1:1 de suelo calcimagnésico y arena silica,
ambos esterilizados; las macetas se cubrieron con bolsa de plastico para evitar
contaminacion. Al tercer dia de que emergieron las plantulas, se extrajeron esporas
de la cepa del cuitivo mondsporico de G. mosseae (utilizando el método ya
mencionado) que se conservaron en cajas de Petri con agua destilada. Para iniciar Ia
inoculacién se sacaron 20 pldntulas de tomate 0 2 de maiz de los tubos de PVC ode
las cajas de Petri y se colocaron en una caja de Petri estéril. Las esporas mantenidas
en cajas de Petri con agua, se separaron en grupos de 25, con la ayuda de una aguja
entomolégica, al microscopio estereoscopico; se absorbieron con una pipeta Pasteur y
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se colocaron directamente en las raices de las plantulas recién sacadas. Estas se
transplantaron a las macetas con suelo estéril, se regaron y se cubrieron con un
recipiente transparente. Las condiciones de temperatura del invernadero fueron de
una minima de 25 2C promedio y una maxima de 30 2 C promedio. Cada 15 dias, se
adicion¢ a las plantulas una solucién nutritiva (Long Ashton).

La evaluacién de la colonizacién se realizé cuando las plantas empezaron la
etapa de floracion. Se tomaron 20g de suelo de cada maceta, se extrajeron las
esporas con el método ya mencionado, se contaron y se evalud su viabilidad con los
procedimientos ya sefalados.

La tercera fuente de esporas fue un cuitivo tradicional de Allium cepa, L.
sembrado en una chinampa en Xochimilco D. F. Las esporas se extrajeron del suelo
mediante el método de Jenkins (1964) y se les evalud la viabilidad, y la cantidad de

esporas, Como ya se menciongd.

5.1.2.- Bioensayo con esporas y lixiviados.
5.1.2.1.- Obtencién del material vegetal para los lixiviados.

Semillas de las plantas alelopaticas que se emplearon para los lixiviados
fueron sembradas en un bancal con las siguientes medidas 4.5 m de fargo, 1 m de
ancho y 0.5 m de profundidad.

El bancal se dividi6 en tres partes iguales, separadas con barreras de plastico
para evitar la mezcla de las raices de unas especies con otras. Se sembraron semillas
de Chenopodium ambrosioides, Ipomoea purpurea y Amaranthus hypochondriacus en
cada compartimento.

En cada compartimento se hicieron 3 surcos. La forma de sembrar consistié en
colocar una hilera de semillas en el hueco que se encuentra a io largo del surco. Los
surcos fueron sembrandos a diferentes tiempos. El primer surco se sembré el 8 de
noviembre de 1995. Ei segundo, 15 dias después y el tercero, 30 dias después. Para
evitar la evaporacién del suelo el bancal fue cubierto con una malla de sombra del

numero 60.
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Cuando las plantas se encontraban en etapa de floracién, se retiraron del
bancal, se pusieron a secar y se guardaron en bolsas de papel. En el bancal se

conservg siempre un lote de plantas.
5.1.2.2.- Elaboracién de los lixiviados acuosos de las plantas alelopaticas.

Para la elaborar los lixiviados acuosos de las raices y partes aéreas de las
plantas alelopaticas (lpomoea purpurea, Amaranthus hypochondriacus -y
Chenopodium ambrosioides), frescas y secadas al aire, se siguié el procedimiento que
se describe a continuacion.

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml, se colocaron 2 g de planta seca 0 20 g de
planta fresca y 100 mi agua destilada; se tapo el recipiente y se dej6é remojando el
material durante 3 horas con el fin de extraer los compuestas hidrdsclubles; el matraz
se agitd vigorozamente cada hora. La solucién obtenida se filtro con papel filtro
Whatman ndmero 1. A cada lixiviado se le midi6 la presién dsmotica en un osmémetro
de punto de congelacién - 0.186 2C. Modelo Osmette A 500Z Precision Sistem Inc. La
medicién de la presidn osmética de los lixiviados es muy importante, pues éstos no
deben rebasar los limites de tolerancia a la presion osmdtica de las esporas de los
hongos MVA. Se considera en general que una presién osmética menor a 30 mosmy/i
es adecuada para cualquier bioensayo (Kelly y Budd, 1990).

Los tratamientos aplicados in vitro sobre las esporas de Glomus sp., fueron los
siguientes:

Lixiviados acuosos de las raices frescas y secas de [/ purpurea, A.
hypochondriacus y C. ambrosioides.

Lixiviados acuosos de las partes aéreas secas de estas tres especies.

5.1.3.- Preparacion y realizacién de los bioensayo con esporas.

El material de vidrio, el agua y el agar se esterilizaron a 121 2 C durante 20
minutos, un dia antes del bioensayo.
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Los siguientes pasos dei bioensayo se realizaron en una campana de flujo
laminar para mantener el material en condiciones estériles y evitar la contaminacion
durante los procedimientos metodoldgicos.

Las esporas de los hongos VAM extraidas por el método de Jenkins (1964) se
desinfectaron colocandolas en una solucién con cloramina T (20 mg) y 400 ml de una
solucién detergente (una gota de Tween 80 en 1000 ml de agua destilada estéril)
durante 20 minutos; Las esporas se lavaron después durante 5 ocasiones con agua
destilada estéril y se colocaron en una caja de Petri esterilizada.

Por otro lado, los lixiviado se filtraron a través de millipore para esterilizarlos. A
cada 25 mi del lixiviado se le adicioné una mezcla de antibiéticos (Clontetraclicina 10
mg y Estreptimicina 20 mg) y se les agregé 25 ml de agar al 2 %. Seis ml de ésta
mezcla se vacian en una caja de Petri (60 X 15 mm), y se dejan solidificar. El control
consistié en una mezcla 1:1 de agar al 2 % y agua potable esterilizada. En cada caja
de Petri se colocaron 10 esporas; cada tratamiento se realizé con 5 repeticiones en un
disefio de bloques al azar. Las cajas fueron seiladas con parafilm y se incubaron a 28
°C, que segun Safir et al, (1990) es la temperatura donde los hongos MVA
incrementan la germinacién y elongacién de la hifa germinativa, esto durante 15 dias.
La evaluacién de la germinacion se realiz6 cada tercer dia.

El porcentaje de germinaciéon de las esporas se calculé con la siguiente
férmula:

No. esporas germinadas.

% germinacién = , X 100.
No. Total de esporas.
Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza.

5.2 Seleccibn y anélisis del suelo

5.2.1.- Seleccidn del suelo para los experimentos en macetas.

Para los experimentos en macetas se seleccioné un suelo calcimagnésico con
una concentracion baja de fésforo, ya que en suelos deficientes de este elemento, las
plantas estan obligadas a formar micorriza para satisfacer sus necesidades de
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fésforo, como lo reportan Azcon et a/., 1978 ; Black y Thinker, 1978 ; Reeves et al.,
1979 ; Graham y Menge, 1982 ; Jean y Ferrera-Cerrato, 1989.

El suelo seleccionado es caicimagnésico, unidad rendzinas (FAO UNESCO
1988), y se colectd en la localidad de Alpuyeca, Municipio de Xochitepec, Morelos;
Alpuyeca se localiza entre los paralelos 182 59° de latitud norte y 992 59° de longitud
oeste; a una altitud de 1054 m,

Esta regién presenta las siguientes caracteristicas, su clima es de tipo
subtropical humedo caluroso; con una temperatura anual de 22.5 2C, con un
precipitacién media de 1,109 milimetros al afio, con un periodo de luvias entre los
meses de junio y octubre, y una evaporacién media de 2203.5 milimetros por afio.

Se eligid un terreno agricola plano utilizado como lote experimental, propiedad
del ingeniero Raymundo Mérida Rivera en el ejido de " Campo Ameyalco” en
Alpuyeca. De ahi se colectaron muestras en cuatro puntos escogidos al azar, en
forma de zig-zag, hasta una profundidad de 30 cm. El suelo colectado se guardé en
costales y se transport6 al invernadero del Instituto de Geologia. Se homogeneizé, se
pasd por un tamiz (2 < mm) y se dejé secar durante 3 dias, después, se almacené en

bolsas de plastico blancas transiucidas.

5.2.2.- Pruebas fisico-quimicas del sueio.

Los andlisis del suelo se realizaron en el Departamento de Edafologia del

Instituto de Geologia , UNAM.

El pH del suelo se determind, potenciométricamente, en una relacién de 1 : 2.5
de suelo calcimagnésico y agua destilada.

Para caicular la cantidad de fésforo asimilable en el suelo, se utilizé el método
de Olsen y Somers (1982).

Para determinar el peso seco se calenté un terrén a 60 2C, hasta que se

presentd un peso constante.

Para la determinacién de la densidad aparente, se sigui6 el método de la
probeta, modificado por Blake (1965).

Para la determinacion del nitrégeno total, se utiliz6 el procedimiento Kjeldhal

(1970).
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En la determinacién de materia orgénica, se siguié el método de Walkey y
Black, (1974).

La capacidad de retencién de fésforo en el suelo, se determiné segin el
método de Fitts y Waugh (1960).

La capacidad de intercambio catiénico se determino por el método de
percolacion y filtracion, saturando con acetato de amonio 1N pH 7 ( Jackson, 1964).

5.3.- Pruebas para evaluar el potencial de colonizacién de los propdguios de

hongos MVA presentes en ¢l suelo.

Para conocer la viabilidad de los propagulos MVA nativos del suelo, se realizé
un experimento, utilizando como recipiente un almacigo que contenia 100 conos con
una capacidad de 25 g de suelo cada uno.

Para esta valoracion se utilizé el método de " diluciones "( variante de la
metodologia de Sieverding para determinar el niumero mas probable de propaguios
micorrizicos viables, en Sieverding, 1991) que consistié zn reducir el nimero de
propagulos presentes en el suelo, mediante su mezcla con suelo estéril iniciandose
con la proporcion, 10 g de suelo con propagulos: 90 g de suelo estéril para obtener la
dilucién 10 ™', Se manejé hasta la dilucién 10, debido a que es la tltima dilucién en la
que se reporta la presencia de propaguios.

La dilucién m4s alta 10 ' se formé mezclando homogeneamente 15 g de suelo
seco con propagulos nativos y 135 g de suelo estéril, asi se obtuvé la dilucién 107" A
partir de esta dilucién se prepararon las demas. La dilucién 10 2 se prepard
mezclando 15 g de suelo de la dilucién 10 ' y 135 g de suelo estéril; este
procedimiento se repiti6 hasta lograr la dilucion 10 S testigo contenia
exclusivamente suelo estéril. En el almécigo se utilizaron 5 conos por tratamiento.

En cada cono se colocaron 20 g de suelo del tratamiento, respectivo. La forma
de sembrar consisti¢ en adicionar 10 g de suelo en el cono, después se colocaron 20
semillas de tomate dentro del cono (con un porcentaje de germinacién de S0 %),
previamente desinfectadas con hipoclorito de calcio al 7.5 % {(concentracién necesaria
para eliminar esporas de hongos), y por uitimo, se cubrieron con otros 10 g de suelo.
Cuando se terminG de sembrar, se humedeci6 el suelo, se cubrio el almécigo con una
bolsa de plastico para conservar la humedad y se trasladé al invernadero.
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Al emerger las plantuias, se retird la bolsa de plastico y se colocé un domo
transparante sobre el almacigo durante una semana, para evitar que se etiolaran las
plantulas y se siguiera conservando la humedad para la germinacién de las semillas.

La duracién del experimento fue de dos meses a partir de la emergencia de las
primeras plantulas. Al transcurrir una semana de haber aparecido las primeras plantas
se dejaron 10 plantulas por cada cono. El rango de temperatura dentro del
invernadero fue de una minima promedio de 25 ¢ C y una mdxima promedio de 302 C.
Las plantulas se regaron diariamente.

Para evaluar la presencia de colonizacién micorrizica se tifieron las raices por
medio de la técnica de clareo y tincién propuesta por Kormanik et al., (1980), que
consistio en lo siguiente: Al término del experimento, las plantas se extrajeron de!
cono, se lavaron las raices para retirar el suelo que estaba adherido a ellas. Se
cortaron las raices y se colocaron en un frasco esterilizado. Se cubrieron con KOH 10
% y se tapo el frasco con papel aluminio; se calentd durante 10 minutos a 10 Lb en
una autoclave (con la finalidad de aclarar las raices), se retir6 el exceso de KOH y se
lavé con agua destilada. Después se agregé perdxido de hidrégeno (H,O,) al 10 %
durante 3 minutos (para contrastar la estructura del hongo); se retiré el H,O, y se lavd
con agua destilada. Se acidificé con HC! ai 10 % durante 6 minutos para neutralizar el
KOH; se retird el acido sin lavar las raices. Estas se sumerjieron en una solucién de
azul de tripano al .05 % (como colorante), se cubrié el frasco con papel aluminio, se
calentd en la autoclave durante 10 minutos a 10 Lb de presién. Por ultimo se retir6 el
colorante y para eliminar el exceso de éste se afadio lactoglicerol, que ademas nos

permitié conservar las raices tefiidas.

El método que se utilizd para estimar el grado de colonizacién en las raices
consistié en observar a las raices al microscopio estereoscopico colocadas en una

caja de Petri.
Los campos microscopicos de una raiz que mostraban colonizacion, se

registraron como positivos, y los que no la mostraban, como negativos.
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5.4.- Experimento en el invernadero.

Para este experimento, se utilizaron recipientes rectangulares de plastico (45 X
15 cm) con una capacidad de 4 kg de suelo. Cada recipiente se dividié en 3
compartimentos independientes e iguales. Para ello se utiliz6 tela de nylon,la cual se
pegé, con resistol al fondo y las paredes laterales del recipiente. De esta manera se
impidié que las raices de las plantas de cada compartimento invadieran los
compartimentos continuos.

E! disefio experimental de este experimento en el invernadero consistié en lo
siguiente:

Cada compartimento se llend con el mismo tipo de suelo, el suelo
calcimagnésico. En el compartimento de enmedio, se sembro la planta alelopdtica
correspondiente en 1 kg de suelo esterilizado; en uno de los compartimentos laterales
se sembraron 60 plantas de tomate verde (Physalis ixocarpa Brot., Solanaceae., que
es micorrizable) en 900 g de suelo estéril mas 100 g de suelo no estéril que contenia
el indculo de MVA nativo, y en el otro compartimento lateral, se sembraron otras 60
plantas de tomate verde en 1 kg de suelo estéril { Figura 1,2y 3).

Los compartimentos con suelo estéril, recibieron un riego cada 15 dias con una
solucién acuosa de suelo (1:1) no estéril, previamente filtrada con papel Whatman No.
4. Esta solucién de suelo no estéril llevaba las bacterias nativas del suelo, pero no el
micelio ni las esporas de los hongos MVA, ya que el papel filtro las detiene, Se
adicionaron estas bacterias al suelo estéril, ya que se ha sefialado la importancia de
su presencia, como un factor que promueve la colonizacién de las raices por los
hongos MVA,

Todas las semillas utilizadas en este experimento, las de tomate y las de
plantas alelopaticas, se desinfectaron previamente con una solucién de hipoclorito de
calcio al 7.5 %. .

El objetivo de este experimento fue el de observar la influencia de la planta
alelopatica situada en el compartimento central (en suelo estéril), sobre el movimiento
del micelio de los hongos MVA de las raices de las plantas de tomate inoculadas,
situadas en uno de los compartimentos laterales, a través del suelo del recipiente,
pasando inclusive por las raices de la planta alelopética, hasta las raices de las
plantas de tomate, situadas en el compartimento lateral contario (en suelo estéril). La
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hipétesis de este experimento fue que los lixiviados de las partes aéreas y los
exudados radicales de la planta alelopética interferirian con el movimiento del micelio
del hongo micorrizico VA y no permitirian su paso hasta las plantas de tomate en
suelo estéril, y por lo tanto impedirian la colonizacién de las raices de éstas uitimas.

Para este experimento se utilizaron 3 especies de plantas alelopéticas:
Ipomoea purpurea {Convolvulacea), considerada micorrizable.

Amaranthus hypochondriacus {Amaranthacea), considerada no micorrizable.
Chenopodium ambrosioides (Chenopodiacea), considerada no micorrizable.

Se realizaron 3 repeticiones para cada planta alelopatica. De esta manera se
tenian 3 recipientes con [pomoea purpurea, 3 con Amaranthus hypochondriacus y 3
con Chenopodium ambrosioides.

Los 9 recipientes se mantuvieron en el invernadero en un rango de
temperatura de 25 2C minima y 30 2C méxima. El experimento tuvo una duracién de 9
semanas.

Al finalizar el experimento, las plantas de cada compartimento se extrajeron, se
cortaron las raices, se colocaron en un fresco con la clave correspondiente y el suelo
de cada compartimento se almacené en una bolsa de plastico con ia misma clave.

Para cuantificar la cantidad de esporas formadas en la micorriza, se
homogenizé el suelo recolectado de cada compartimento, despues se tomé una
muestra de 100 g para la extraccion de esporas mediante el método de centrifugado
de Jenkins (1964) ya mencionado.

Para la evaluacién del porcentaje de colonizacion de las raices, éstas son
tefiildas con el método Kormanik (1980). Despues son fragmentadas en segmentos de
1.5 cm para obtener muestras homogeneas.

Para conocer el porcentage de colonizacién micorrizica se empiearon dos
métodos: El primero llamado de interseccion (Newman, 1966), consistio en colocar
una muestra de los segmentos de las raices, en una caja de Petri de plastico (100 X
15 mm) que fué cuadriculada con 7 lineas verticales y 7 lineas horizontales. Se
empled el microscopio esteroescOpico para las observaciones. Para evaluar la
colonizacién se considerd punto positivo cuando una raiz colonizada o varias de ellas
se encuentran sobre cualquier linea y de no encontrarse ninguna raiz colonizada
sobre las lineas, se consider6 punto negativo. £l total de tineas evaluadas fue de 200.
El porcentaje de colonizacién micorrizica se calculé con la siguiente férmula:
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No.de puntos positivos.

% colonizacién = X 100.
No. total de puntos.

Otro método empleado fue el de Hayman y Phillips 1970. Las raices
coloreadas son montadas con lactoglicerol en un portaobjetos en una area de 4 cm de
largo por 1.5 cm de ancho; se coloca un cubreobjetos y se sella con esmaite.
Después se observaron estas preparaciones al microscopio éptico con un auhento de
40 X. Se hizd un recorrido de los campos microscopicos siguiendo 6 pasajes
equidistantes a través de la placa, registrando todos los. campos observados, asi
como los campos colonizados donde se observaron vesiculas, independiente de la
cantidad. E! porcentaje de colonizacién micorrizica se calculé con la siguiente férmula:

No.de campos colonizados con vesiculas.

% colonizacién = X 100.
No. total de campos observados.

Los resultados de ambos métodos se sometieron a un andlisis de varianza.
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PLANTA MICORRIZABLE | i kN4 ALELOPAS
DRSINFECTADA - bEs AT
Physatis iracarpe.

FIGURA 1.- Modelo de la maceta utilizada mostrando los 3 compartimentos, en el
centro Ipomoea purpurea y a los lados Physalis ixocarpa.
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-
SmememmmSt PLANTA MICORRIZABLE PLANTA ALELOPATICA PLANTA MICORRIZABLE
DESINFECTADA  _ | DESINFECTADA IN_OC!JLADAL

Physalis ixocarpa L. | Amaranthus hypochondriacas L. Phyfdl{ ixocarpa L. -

FIGURA 2.- Modelo de la maceta utilizada mostrando los 3 cohpar’(imentos, en el
centro Amaranthus hypochondriacus y a los lados Physalis ixocarpa.
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FIGURA 3.- Modelo de la maceta utilizada mostrando los 3 compartimentos, en el

centro Chenopodium ambrosioides y a los lados Physalis ixocarpa.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1.- Experimento /n vitro con los lixiviados acuosos de ipomoea purpurea,
Amaranthus hypochondriacus y Chenopodium ambrosioides, sobre la

germinacién de esporas de Glomus sp.

6.1.1.- Seleccién de las esporas.

En un principio se pens6 evaluar el efecto de las plantas alelopaticas (/pomoea
purpurea, Amaranthus hypochondriacus y Chenopodium ambrosioides) sobre la
germinacién de esporas de Glomus mosseae, sin embargo, esta cepa tuvo que ser
descartada, por que la cantidad de esporas que contenia no era suficiente para los
biocensayos; entonces se decidié extraer esporas de un suelo agricola, utilizado para
el cultivo de cebolla en la zona chinampera de Xochimilco D. F. Las esporas utilizadas
en los bioensayos presentaban las mismas caracteristicas morfolégicas del género -
Glomus y se clasificaron como Glomus sp.

Las esporas fueron extraidas del suelo por el método de centrifugacion
Jenkins (1964 ). Apartir de 100 g de suelo se extrajeron en promedio 250 esporas de
Glomus sp, cantidad suficiente para realizar un bioensayo completo y tener esporas
para examinar la madurez. Las pruebas elaboradas con bromuro de tetrazolio
indicaron que las esporas empleadas en los bioensayos no tenian una madurez
confiable (solo 20 %), en cambio, cuando se consideraron mas caracteristicas (la
forma, el tamario, la resistencia, a presencia de vacuolas, la coloracion y su turbidez)
se llegd a la conclusién de que la viabilidad era aceptable (80 %) segtin lo afirmado
por Altman (1974): si en las esparas no se observa un cambio de coloracion con la
prueba de bromuro, esto no debe interpretarse como faita de viabilidad.
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En contraste Tommerup ( 1983 ) sefiala que para tener un menor rango de
error en los experimentos donde se manejan esporas de hongos MVA, se debe
proceder a identificar su viabilidad mediante [a prueba de bromuro de tetrazolio,
porque el cambio de coloracién es un indicar positivo de madurez de las esporas y

confirma que no se encuentran en estado iatente.

hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacién de esporas

de Glomus sp.

El medio de cultivo resultante de la mezcla 1 : 1 de agar al 2 % y el lixiviado
respectivo tenia en general un pH ligeramente alcalino, conveniente para la
germinacién de esporas del genero Glomus de acuerdo con Daniels y Trappe (1980),
y Siquiera et al, (1984). Watrup ( 1984 ) afirma que un rango de pH de 5 a 8,
representa las condiciones més convenientes para la germinacién de las esporas, in
vitro.

La adicién de los antibiéticos estreptomicina (20 mg) y clortetraclicina (10 mg)
a los medios de cultivo para evitar la contaminacién por bacterias, di6 resultado en los
medios que contenian lixiviados de las plantas secas, sin embargo, no dié resuitado
cuando se utilizaron lixiviados de las plantas frescas. En este caso, la contaminacién
interfirié con la evaluacién del bioensayo a apartir dei noveno dia de iniciado éste. El
empleo de antibidticos es indispensables debido a que el simple lavado de las
esporas no elimina a todos los microorganismos, y éstos pueden contaminar el medio
y producir compuestos estimuladores o inhibidores de la germinacién de las esporas
MVA, lo que puede interferir con el resultado (Hetrick 1984). Por otro lado Mayo et al,,
{1986) encontraron que los antibiéticos tienen un efecto negativo en la germinacion de
las esporas en cultivos in vitro, cuando se utiliza en altas concentraciones.

Los resultados de la germinacién de esporas de Glomus sp tratadas con los
lixiviados acuosos de las partes aéreas secas de las 3 plantas alelopaticas se pueden

apreciar en el cuadro 1.
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CUADRO 1. Efecto de los lixiviados de la partes aéreas secas de, /. purpurea, A.
hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacion de las esporas de Glomus

sp.

TRATAMIENTOS
TIEMPO Ipomoea Amaranthus Chenopodium

purpurea hypochondriacus ambrosioides

Porcentaje de esporas germinadas.

Dias  Control lixiviado  Control lixiviado Control lixiviado

3 1.0£1.0 1.2+0.83 04+054 08+13 281083 20+122
9 1.2+1.3 1.4+14 041054 08+13 28+1.09 1.6+1.14
15 261194 1.8+083 06+054 08+13 28+1.09 16+1.14

Cada valor indica el promedio de 5 repeticiones.

Los andlisis estadisticos indicaron que no hay diferencias significativas entre
los tratamientos en este bioensayo. Esto probablemente fue resuitado de que el error
experimental alcanzé valores muy altos por la baja proporcion de esporas
germinadas. A pesar de esto, en el caso del lixiviado de /. purpurea la germinacion de
las esporas sufre un decremento a los 15 dias de iniciado el experimento. También,
se puede apreciar que el lixiviado acuoso de las partes aéreas secas de A.
hypochondriacus tiende a estimular ligeramente la germinacién de las esporas de
Glomus. Este resultado coincide con lo afirmado por Blakeman y Atkinson (1981)
quienes afirman que los lixiviados de ciertas hojas estimulan la germinacion de
algunas esporas en el suelo. Pero no coinciden con lo encontrado por Pereda (1994)
quien reportd los efectos inhibitorios de las partes aéreas de [pomoea tricolor L, sobre
hongos patdgenos y otros organismos, aunque no considera a los hongos MVA.
Tampoco coincide con lo reportado por Ocampo et al., (1986) quien encontré que
extractos acuosos de una planta no micorrizable, inhiben la germinacién de esporas
de hongos MVA.

También es posible que la cantidad de nutrimentos que lleva el lixiviado sea la
causa del incremento de la germinacién de las esporas (Daniels y Trappe, 1980).
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Los lixiviados de C. ambrosioides tienden a inhibir la germinacién de las
esporas de Glomus sp, aunque al igual que en los casos anteriores, estas diferencias
no son estadisticamente significativas. Holley y Jones, (1985) ; Mithen et al., (1986) no
encontraron un factor inhibitorio en los extractos acuosos de plantas no micorrizables.
Por otro lado, St John y Coleman, (1982) reportaron que ciertos microorganismos
pueden producir compuestos estimulatorios o inhibitorios para los hongos

micorrizicos, a partir de restos de plantas.

_—-— e ==

hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacién de
esporas de Glomus sp.

En el Cuadro 2 se indican los resultados de estos bioensayos.

CUADRO 2. Efecto de los lixiviados de raices secas de [ purpurea, A.
hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacion de esporas de Glomus sp.

‘ TRATAMIENTOS
TIEMPO [pomoea Amaranthus Chenopodium

purpurea hypochondriacus ambrosioides

Porcentaje de esporas germinadas.

Dias Control lixiviado Control lixiviado Control lixiviado

3 1.2+083 00°+00 12+083 04 £054 14+089 04*1054
9 1.6+1.14 0.6 £0.89 1.4+0.89 04 +054 1.6zx1.4 0.4*£0.54
15 244089 0.8 1083 2.6+0.54 127+0.83 16x1.4 0.6 £054

Cada valor indica el promedio de 5 repeticiones * 2 significativo o = 0.05 con respecto

a su control.
En las Figuras 4, 5 y 6 se observan los efectos de los lixiviados de las raices secas de

las 3 plantas alelopéticas por separado, sobre la germinacién de esporas de Glomus

sp.
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FIG 4. Efecto del lixiviado de fas raices secas de [pomoea

purpurea sobre la germinacién de esporas de Glomus sp.
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FIG 5. Efecto del lixiviado de las raices secas de Amaranthus
hypochondriacus sobre 1a germinacion de esporas de Glomus sp.
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FIG 6. Efecto del lixiviado de las raices secas de Chenopodium

ambrosioides sobre la germinacién de esporas de Glomus sp.

Como en el bioensayo anterior, el andlisis estadistico mostr6 aitos valores de
desviacién estandard, lo cual enmascaré la significancia del efecto de algunos
lixiviados. Sin embargo la tendencia de los efectos inhibitorios de los lixiviados de las
raices secas de las 3 plantas sobre la germinacion de esporas de Glomus, es muy
clara. A los 15 dias, la germinacién de las esporas en el lixiviado de A.
hypochondriacus muestra una tendencia a la recuperacion, aunque a estas alturas del
experimento es de esperarse que los compuestos contenidos en los lixiviados
empiezan a descomponerse.

Al comparar los resultados de estos dos bioensayos, se puede ver claramente
la diferencia entre los efectos de las partes aéreas de las plantas alelopaticas y los
efectos de las raices secas de las mismas. Al respecto, la raiz es el 6rgano de las
plantas que se encuentra inmersa en el suelo y en contacto directo con las esporas y
micelios de los hongos micorrizicos, y de muchos otros organismos que viven en el
sustrato; por io tanto, es de esperarse que en las raices residan ciertos compuestos
secundarios cuya funcién estd relacionada con la defensa, la inhibicion o la
estimulacién de ciertos microorganismos del suelo. Los metabolitos secundarios de
las plantas, que se producen o se almacenan en los distintos érganos de éstas, estan
relacionados con las adaptaciones de las plantas al tipo de organismos que entran en
contacto con estos ¢rganos. Asi, las partes aéreas contendran metabolitos
secundarios resultado de la adaptacion, por ejemplo, a ciertos herbivoros ©



47

polinizadores. En cambio las raices, tendran compuestos secundarios que les
confieren la propiedad de defenderse de microorganismos patégenos o bien, de
atraer a microorganismos benéficos (Anaya, en prensa).

Lo anterior coincide con los resultados de estos experimentos. Los
compuestos contenidos en los lixiviados de las partes aéreas de las tres plantas
alelopéticas probadas, no tienen ningun efecto significativo sobre las esporas de
Glomus, probablemente porque los compuestos secundarios que contienen no son
activos sobre este tipo de microorganismo, en cambio los lixiviados de las raices,
muestran un claro efectb inhibitorio sobre la germinacion de las esporas, demostrando
que estan dotadas de aleloquimicos capaces de impedir la germinacién de ciertos
microorganismos en el suelo. Newman y Watson (1977) afirman que los
microorganismos son lo encargados de inactivar o activar algunos metabolitos
secundarios provenientes de las plantas, de tal forma, que debe considerarse su
participacion en la dindmica de la ecologia quimica del suelo, y por ende, en los
resultados de la presencia o ausencia de ciertos compuestos secundarios y de su
efecto sobre la germinacisn de los hongos MVA y otros organismos, en condiciones
naturales.

Numerosos trabajos sobre los efectos de los extractos acuosos de raices de
plantas no micorrizables, sobre la germinacién de esporas de hongos MVA,
establecen una polémica que aun no ha sido posible aclarar, y muestran resultados
contradictorios, por ejemplo, Ocampo et al., (1986) ; Vierheilig y Ocampo (1990),
afirman que la germinacién de esporas es inhibida por los extractos acuosos de
plantas no micorrizables. En cambio Elias y Safir (1987) consideran que las plantas no
micorrizables no producen compuestos inhibitorios, pero tampoco estimulatorios. Por
otro lado, Fitter et al., (1993) piensan que la germinaciéon de las esporas no ésta
determinada solamente por factores quimicos.

En trabajos realizados en suelos, Tobiessen y Werner (1980).encontraron que
restos de raices de Pinus ponderosa en el suelo, inhiben significativamente la
germinacién de esporas de Glomus. En cambio Ocampo y Hayman (1981)
encontraron que restos de plantas no micorrizables, no afectan la germinacién de las

esporas.
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En el presente trabajo, en todos los experimentos con los lixiviados, se
observa que disminuye el efecto de éstos en los ultimos dias del bioensayo. Este
comportamiento, fue también reportado por Ocampo et al., (1986} ; Schreiner y Koide
(1993) guienes encontraron que e! efecto inhibitorio de plantas no micorrizables sobre
los hongos es mayor a los 7 dias, que a los 14 dias, cuando se incrementa la
germinacién de las esporas, aunque los porcentajes de germinacién obtenidos por
ellos fueron superiores al logrado en ios bioensayos del presente trabajo.

La perdida del efecto probablemente se puede explicar por un cambio en la
composicién quimica de los lixiviados, como ya se habia mencionado. Algunos
autores sugieren que la inhibicion de las esporas se debe a compuestos volétiles
presentes en las plantas no hospederas ( El Atrach et al., 1989 ; Vierheilig y Ocampo
1990).

_— e S e Y N .

hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacién de
esporas de Glomus sp.

Los efectos de los extractos acuosos de las raices frescas de las diferentes
piantas, sobre germinacion de las esporas se muestran en el cuadro 3.

CUADRO 3. Efecto de los lixiviados de las raices frescas de [ purpurea, A.
hypochondriacus y C. ambrosioides, sobre la germinacion de esporas de Glomus sp.

TRATAMIENTOS

TIEMPO Ipomoea Amaranthus Chenopodium
purpurea hypochondriacus ambrosioides
Porcentaje de esporas germinadas.
dlas  control lixiviado controi lixiviado control lixiviado
3 1.0+£0.7 06+054 04+054 02+044 16+054 0.2°10.44
6 1.2+0.83 1.0+£0.0 06+054 02+044 16+£054 0.2*+0.44

Cada valor indica el promedio de 5 repeticiones ~ 2 significativo a. = 0.05 con respecto

a su control.
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En las Figuras 7, 8 y 9. se observan los efectos de los lixiviados de raiz fresca
de plantas alelopaticas no micorrizables por separado sobre la germinacién de las

esporas de Glomus sp.
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FIG 7. Efecto del lixiviado de las raices frescas de lpomoea
purpurea sobre la germinacién de esporas de Glormus sp.
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FIG 8. Efecto del lixiviado de las raices frescas de Amaranthus
hypochondriacus, sobre la germinacion de esporas de Glomus sp.
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FIG 9. Efecto det lixiviado de las raices frescas de Chenopodium
ambrosioides sobre la germinacion de esporas de Glomus sp.

Cabe aclarar que en la mayoria de las repeticiones de cada tratamiento se
presentd un aito indice de contaminacién, por lo que las mediciones de germinacién
"sin interferencia se realizaron en el tercero y sexto dias.

Al igual que los lixiviados de las raices secas, los de las raices frescas,
tuvieron también un efecto inhibitorio sobre la germinacién de las esporas de Glomus
sp., aunque este efecto inhibitorio es menos acentuado.

Los lixiviados de las raiz fresca de [pomoea purpurea. producen un 40 % de
inhibicién de la germinacion de las esporas a los 3 dias, en comparacién con el
control. Pero a los 6 dias, este efecto inhibitorio ha disminuido y sélo alcanza el 16 %.
Al parecer, las esporas logran recuperarse mas rdpidamente en presencia de los
metabolitos secundarios de las raices vivas de I purpurea. En cambio con los
lixiviados de raices secas, la inhibicidn de 100 % a los 3 dias, disminuye alrededor de
30 % a los 9 dias y 15 dias, y parece mantenerse mds tiempo, lo que no sucede con
el de raices frescas. Esta diferencia probablemente se debe a que la concentracién
de aleloquimicos en los lixiviados de las raices secas es mayor que fa de los lixiviados
de raices frescas. Estos resultados deben tomarse con cierta reserva, puesto que las
especies del género [pomoea son micorrizables, 10 que indica que es necesario
considerar otros factores ambientales en condiciones naturales, para explicar este

potencial fungitéxico que poseen las raices de /. purpurea.
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Los lixiviados de las raices frescas de A. hypochondriacus tiene un efecto
inhibitorio similar al de los lixiviados de raices secas, y ademas este efecto se
mantiene por varios dias. Esto se debe probablemente a que los aleloquimicos
responsables de este efecto inhibitorio no parecen sufrir cambios por el secado de las
raices. Schreiner y Koide (1993) encuentran que los lixiviados de raices frescas de A.
retroflexus no inhiben la germinacién de esporas de Glomus etunicatum. Esto pueda
deberse a que se trata de otra especie de Amaranthus y probablemente a que
también se trata de otra especie de hongo micorrizico; en este sentido debe sefialarse
que la sensibilidad del organismo receptor ( en nuestro caso, las esporas de Glomus)
cambia de especie a especie, e incluso, cuando las condiciones del medio varian, o
los exudados radicales de las plantas cambian de composicién quimica por razones
extrinsecas o intrinsecas, lo que no nos permite la mayoria de las veces, generalizar,
comparar o extrapolar resultados. Posiblemente el potencial fungitéxico de los
aleloquimicos contenidos en las raices de Amaranthus, contribuye a impedir la
penetracion de las hifas de hongos micorrizicos al interior de ios pelos radicales de
esta planta; aunque no deben descartarse otros factores que pudieran ser
importantes en la carencia de micorrizas en las especies de este género.

El caso de C. ambrosioides es contrario al de /. purpurea donde la mayor
actividad la tenemos en los lixiviados de raices secas. Los lixiviados de las raices
frescas de C. ambrosioides, tienen efectos inhibitorios mas acentuados (87.5%) que
los de las secas (alrededor de 70%). Probablementé los compuestos mas activos se
producen cuando la planta esta viva y la secrecién de las raices es muy activa, o bien
en el proceso de sacado de las raices, la composicidn quimica de los metabolitos
secundarios sufre un cambio que resuita en esta diferencia de efectos. El epazote es
una planta no micorrizable y estos resultados parecen reforzar ia hipétesis de que las
raices vivas de esta planta secretan agentes aleloquimicos que impiden que el micelio
del hongo crezca cerca de ellas y que las esporas germinen, dando como resultado
que el hongo no pueda penetrar dentro de los tejidos radicales. Schreiner y Koide
(1993) investigaron los efectos de extractos acuosos de raices frescas de otra
Chenopodiaceae, y no encontraron efectos inhibitorios sobre la germinacién de
Glomus.

Los resultados generales de inhibicién de Yla germinacién de esporas de
Glomus sp., por los lixiviados de las plantas alelopaticas, coinciden con los de
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Ocampo et al,, {1986); Vierheilig y Ocampo (1990) ; Schreiner y Koide {1993) quienes
encontraron que exudados o extractos de raices frescas de plantas no micorrizables,
inhiben significativamente la germinacién de esporas de Glomus; por otro ado,
exudados o extractos de raices frescas de ciertas plantas micorrizables estimulan la
germinacién de esporas del mismo hongo MVA. También, estos resultados coinciden
con los presentados por Vierheilig (1980) ; Ocampo et al., (1986) ; E! Atrach et al,,
(1989) ; Vierheilig y Ocampo (1990) quienes encontraron que los extractos acuosos
de Brassica oleracea planta no micorrizable provocan un efecto inhibitorio en la
germinacién de las esporas del genero Glomus, in vitro. Por otro lado, Elias et al.,
(1987) ; Tsai y Phillips (1991) ; Poulin et al., (1991)) no estan de acuerdo en que la
inhibicién de la germinacion de las esporas de hongos MVA, se deba a compuestos
inhibidores; ellos sugieren que se debe a la ausencia de un agente promotor de esta
germinacién en los exudados radicales.vEste agente promotor se encuentra presente
en las plantas hospederas. Schwab et al., (1983) no encontraron relacién entre la
‘cantidad de compuestos exudados por la raiz de Chenopodium guinona y su falta de
mico-riza.

Un caso similar al de /. purpurea, de una planta que forma micorriza y afecta a
los hongos MVA, es el Asparagus officinalis; esta planta exuda &cido ferulico que
disminuye ia elongacién de la hifa in vitro, pero no afecta la germinacién y
colonizacion del hongo micorrizico (Wacker et al., 1990). Por su parte, Blaide et al.,
(1984) encontraron que las plantas de Asparugus officinalis con micorriza, en
condiciones naturales crecen mejor que las plantas no micorrizadas.

En relacidn a la germinacién de las esporas obtenidas en estos bioensayos,
observamos que la germinacién en los controles fue de 17 %, un porcentaje béjo sise
compara con el 40 % de germinacion obtenido por Schreiner y Koide (1993}, y el 54 %
de germinacién logrado por El Atrach et al., (1989) ambos en 15 dias. La baja
viabilidad de las esporas en los bioensayos in vitro { fig. 4, 5, 6, 7, 8 y 9 ) tuvo un
efecto importante en los resuitados obtenidos y es algo que debe tomarse encuenta
para estudios posteriores. Sin duda, una mejor germinacion de las esporas de Glomus
sp, hubiera permitido determinar con mas precision el efecto estimulador o inhibitorio
de los lixiviados de Jpomoea purpurea, Amaranthus hypochondriacus 'y Chenopodium

ambrosioides (cuadro 2y 3).
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Aunque se trata de experimentos in vitro, los resuitados obtenidos en los
bioensayos con lixiviados de las 3 plantas alelopéticas sobre la germinacién de
esporas de Glomus sp., nos demuestra que cada planta debe estudiarse de manera
particular, ya que su comportamiento es distinto al de otras especies. Allen et al.,
(1979) afirman que para descubrir un efecto especifico de un lixiviado sobre hongos,
se deben eliminar en lo posible, las variables ascciadas al medio.

Es muy importante subrayar que en el medio natural, dentro del suelo, las
condiciones son totalmente diferentes, ya que muchos otros factores, bidticos y
abidticos, entran en juego; en este caso, los efectos de los lixiviados y las secreciones
radicales de las plantas, pueden cambiar totaimente, en comparacién con las pruebas
in vitro, lo cual convierte a las interacciones quimicas entre organismos en un asunto

de enorme complejidad.

6.2 Caracteristicas fisico-quimicas del suelo calcimagnésico utilizado en el

experimento en el invernadero.

Los andlisis fisico-quimicos del suelo calcimagnésico utilizado en el
experimento fueron realizados en colaboracién con Miguel Angel Jaime Hernandez
(1996) y los resultados se presentan en ef Cuadro 4.

Entre las caracteristicas sobresalientes, podemos observar que el suelo tiene
una textura migajén arcillosa, con un pH 7.7 acorde con la conductividad eléctrica, la
cual es muy baja, lo que indica un bajo contenido de sales. El suelo tiene una
capacidad mediana de intercambio cationico total, o que esta de acuerdo con la
proporcion y tipo de arcilla del suelo. Asimismo, el suelo es muy pobre en materia
organica, aun cuando el contenido de nitrdgeno tiene vélor medio. La capacidad de
retencién de fosforo es muy baja, contrariamente a lo que se esperaba en un tipo de
suelo de esta naturaleza. E! contenido de fésforo disponible del suelo es
extremadamente pobre; esto se debe al alto nivel de magnesio intercambiable, mayor
que el del calcio, lo que da como resultado una relacién Ca/Mg muy baja, esto
determina que el magnesio, por antagonismo al calcio libre, propicie una fuerte
reduccién de la capacidad de retencién de fésforo. La relacion Ca + Mg/K indica que
probablemente puede existir deficiencias de potasio. El potasio y el sodio
intercambiables presentaron valores medios y bajos respectivamente.
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Como ya se habia mencionado, los suelos con deficiencia de fésforo
determinan que las piantas formen micorrizas, para satisfacer adecuadamente sus

necesidades de este elemento.

Cuadro 4. Resultado de los andlisis fisico-quimicos del suelo de la localidad de

Alpuyeca, Morelos.

Propiedad.
Seco 10YR4/1
Color
Humedo 10YR3/1
Densidad aparente 01.17
Textura ’ Migajon arcilloso
pH 1: 2.5 H,0 07.70
Conductividad eléctrica mmhos/cm® 00.76
' Capacidad de intercambio Cationico Total meg/100g 33.00
Materia orgéanica ( % ) 01.18
Nitrégeno total ( % ) 00.13
Retencionde P (%) 11.00
P asimilable ppm 02.30
Ca™ soluble meg/i 27.50
Ca™ 14.50
Mg™ 17.00
Cationes intercambiables megq/! Na* 00.14
K* 00.47

6.3. Potencial micorrizico del suelo calcimagnésico evaluado en funcién de la

micorriza sobre raices de tomate verde, Physalis ixocarpa. Brot. {Solanaceae).

Los resultados del experimento donde se emplearon diferentes diluciones de
suelo con propaguios hasta la dilucién 10  con el fin de evaluar su potencial

micorrizico, se presenta en el Cuadro 5.
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CUADRO 5. Evaluacién del potencial de colonizacién de los propagulos micorrizicos
en tomate verde (Physalis ixocarpa. L) en diferentes diluciones de suelo

calcimagnésico.

REPETICI ONES

Diluciones 1 2 3 4 5 Total de repeticiones con
colonizacién

testigo suelo estéril - - - - - 0
*10" + + + + o+ 5

10 % + + + + + 5

107 + + + - - 3

10 - - - - - 0

10°% - - - - - 0

+ Presencia de micorriza en |a raiz.
- Ausencia de micorriza en la raiz.
* Dilucién seleccionada para el experimento en invernadero.

Como puede observarse, en las diluciones 10 Ta 10 ° del suelo contiene
prop4gulos viables capaces de formar micorriza en las raices de! tomate.

Las diluciénes 10 ' y 10 © presenta colonizacién en todas las repeticiones,
pero las observaciones de las raices demostraron que la colonizacién fue mayor en la
dilucién 10', ademas de observarse un mayor crecimiento en las plantas de esta
dilucién. La dilucion mas aita donde todas las plantas se colonizaron fue 10
resultando, por lo tanto, un nimero caracteristico de 530. Este nimero nos da, en las
tablas de McCrady (McCrady; 1946), 8.0. Considerando la dilucién 10  como factor
de la dilucién y los 10 g de suelo seco utilizado se tiene, finaimente, que el suelo
contiene, con base en el metodo del NMP (ndmero mas probable) 80 propagulos/g en
el suelo seco. Este resultado indica que se trata de un suelo rico en propagulos
micorrizicos, resultando congruente con su pobreza en fésforo disponible. Por lo
tanto, es factible utilizar los propagulos del suelo como in6culo. Lo anterior concuerda
con lo encontrado por Abbott and Robson (1991) quienes determinaron que la
utilizacién de suelo nativo como indculo aumenta la probabilidad de colonizacién por
la presencia de esporas, micelio, y fragmentos de raices colonizadas en el suelo. Sin
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embargo, existen otros reportes que consideran que el uso de propégulos nativos no
es util, por qué es dificil determinar el nimero de propégulos viables en el suelo
capaces de infectar las raices (Adelman y Morton 1986). Por su parte Ebbers et al., (
1987 ) no encontraron una clara relacién entre el nimero de propagulos presentes en

el suelo necesarios para poder colonizar las raices de las plantas.

6.4 Experimento en el invernadero para observar la influencia de las plantas
alelopéticas sobre el movimiento de los hongos MVA y la colonizacién de las

raices.

En el cuadro 6 se presentan los resultados de la colonizacién micorrizica
segun el método de interseccién de Newman (1966), en las plantas hospederas y no

hospederas.

CUADRO 6. Porcentaje de colonizacion micorrizica en las plantas de los 3
compartimentos determinado, por e: método de interseccién de Newman (1966).
COMPARTIMENTOS

S u e i 0

inoculado Estéril - Estéril
Esp. de plantas P. ixocarpa 1. purpurea P. ixocampa
26.48 + 4.8 14.16 = 8.02 4.66" £ 3.4
P. ixocarpa A. hypochondriacus P. ixocarpa
19.50 = .5.0 00.00 £ 0.00 0.00 £ 0.0
P. ixacarpa C. ambrosioides 00.00 P. ixocama
25.50 £ 3.0 + 0.00 0.00 + 0.0

Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones. 2significativo 0.05.

En el cuadro 7 se presentan los resultados de la colonizacién micorrizica
segun el método de Phillips and Hayman (1970), en las plantas hospederas y no

hospederas.
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CUADRO 7. Porcentaje de colonizacion micorrizica en las plantas de los 3

compartimentos determinado, por el método de Phillips and Hayman (1970).
COMPARTIMENTOS

) y e | o)

Inoculado Estéril Estéril
Esp. de plantas P. ixocarpa . purpurea P. ixocama
10.67 = 4.07 4.45 + 2.32 2.79* £+ 1.59
P. ixocarpa A. hypochondriacus _ P. ixocarpa
9.02 £ 1.65 00.00* £+ 0.00 0.00* + 0.0
P. ixocarpa C. ambrosioides 00.00" P. ixocarpa
8.84 = 1.90 + 0.00 0.00" + 0.0

Cada valor representa el promedio de 27 repeticiones. >significativo 0.05.

Como se puede observar, en el caso en que /pomoea purpurea se encontraba
en el compartimento central, los propégulos micorrizicos fueron capaces de atravesar
esta barrera y llegar a colonizar a los tomates que se encuentran en el suelo estéril.
La colonizacién micorrizica en estos tomates, segun el método de Newman, fue de un
4.66 % que comparado con la de los tomates en el suelo inoculado (26.48%) resuité
significativamente (o 0.05) menor. Lo anterior nos sugiere que los exudados y
metabolitos secundarios liberados por la raices de /pomoea al suelo, no detienen ei
avance de los propagulos micorrizicos y les permiten atravezar el compartimento
donde /pomoea se encuentra y colonizar al tomate del suelo estéril.

Los bajos porcentajes de colonizacién en los tomates en suelos estéril
posiblemente esten relacionados con el bajo nimero de propagulos que llegaron a
sus raices. Probablemente, si el experimento se hubiera prolongado mas tiempo la
colonizacion hubiera sido mayor. Esto coincide con las afirmaciones de Gavito (1988)
quien encontré una relacion directa entre el nimero de propagulos nativos del suelo y
el total de colonizacion de MVA. En contraste con Ebbers et al., (1987) quien no
encontré una refacion entre la colonizacién de MVA y la disposicién de propagulos

nativos en el suelo.
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Las raices de Ipomea purpurea tuvieron un 14.16 % de colonizacion en sus
raices, que es mas bajo comparado con el tomate en suelo inoculado, probablemente
por la misma razén, quizas habia que darles mas tiempo al experimento.

Cuando A. hypochondriacus 'y C. ambrosioides se utilizaron como tratamientos
sembrados en el compartimento central, se observé que no hubo colonizacion, ni en
sus raices, ni en las raices de tomates creciendo en suelo estéril. Estos resultados
son muy importantes y coinciden con los lixiviados in vitro. Es muy probable que los
exudados de estas plantas no micorrizables, si interfieran con el establecimiento de
las micorrizas y el movimiento de los propaguios en e! suelo en condiciones naturaies.

Los aleloquimicos que producen, afectan negativamente a los propagulos
micorrizicos, y por lo tanto, ni estas plantas alelopaticas son colonizadas, ni permiten
el paso de los propédgulos para que puedan colonizar las raices de Physalis ixocarpa
en suelo estéril. Los resultados coinciden con los de Morley y Mosse (1976) ; Rice
(1979) ; Ocampo et al., (1986) los que consideran que los exudados radicales
contienen un agente toéxico para los hongos micorrizicos. Aunque en un trabajo
anterior realizado por Ocampo (1989) quien manejé macetas con 2 compartimentos
donde crecian juntos Sorghum vulgare, planta micorrizable y Brassica oleracea, planta
no micorrizable, este no encontré efectos inhibitorios 0 estimulatorios, en la formacion
0 ausencia de micorriza en ambas plantas. Por otro lado, Ocampo et al., (1986)
encontraron que los extractos de Brassica napus y Raphanus raphanistrum (plantas
no micorrizables) presentes en el suelo disminuyen la colonizacién micorrizica en las
raices de alfalfa.

Pudiera ser que los propagulos nativos de MVA en el experimento del presente
trabajo, no “reconocieron” las raices de A. hypochondriacus y C. ambrosioides como
plantas micorrizables y por lo tanto, limitaron el volumen dei suefo a explorar, como un
mecanismo de defensa, por lo que no se desplazaron al compartimento de tomate en
suelo estéril, ya que el compartimento central con las plantas alelopaticas, actué como
barrera, formada estas plantas no micorrizables, suceso que estuvo de acuerdo conla
hipétesis formulada en el presente trabajo. Sin embargo, esto es algo que merece ser
estudiado con mayor detenimiento.

Por su parte Schreiner y Koide (1993) reportan que la liberacién de
compuestos secundarios por las raices puede considerarse como un mecanismo de
defensa para evitar infecciones de hongos. Schwab et al., (1983) sugieren que las
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rafces de las plantas no micorrizables, no exudan compuestos que estimulen la
formacién de la micorriza, y Glenn (1988) afirma que los compuestos deben ser
difusible y compatible con el hongo formador de micorriza. Por otro lado, Sanders y
Fitter (1991) no encontraron una relacién entre la ausencia o la presencia de micorriza
y el diametro de la corteza. Por lo tanto, ain no es claro el mecanismo por e! cual las
plantas no micorrizables afectan los propagulos micorrizicos y cualquiera de estas
alternativas podria explicar los resultados obtenidos, y actuar de manera aditiva o

combinada en el medio natural.
E! empleo del método de Phillips y Hayman (1970) reafirm¢é los resuitados

obtenidos por el método de Newman (1966). Es decir, los propagulos micorrizicos solo
pasaron a través de /pomoea purpurea y lograron colonizar al tomate en suelo estéril,
en este caso un 2.79 %.

Los propagulos no colonizaron a las raices de A. hypochondriacus y C,
ambrosioides, 10 que se confirmé con ambos métodos. Son varios los autores que
destacan la participacion de un efecto de exudados radicales en la disminucién de la
viabilidad de los propagulos MVA (Tobiessen y Werner 1980 ; Koviac et al.,, 1984 ;
Schreiner y Koide 1993). Por otro lado, Fitter et al, (1993) no coinciden con la
hipdtesis de que un factor alelopdtico sea la causa de la falta de micorrizas, elios
consideran que un factor fisico como el diametro de la corteza es mas importante para
impedir la formacién de micorrizas.

La falta de micorriza en algunas plantas, puede deberse a multiples factores,
que pueden actuar aislados o en conjunto, para impedir la colonizacién por parte de
los hongos micorrizicos, pero en casos particulares es posible la participacion de
metabolitos secundarios exudados por la raiz de plantas no micorrizables, para

explicar este fendmeno.
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CONCLUSIONES

Con base en los resuitados obtenidos se puede concluir que:

1.- Los lixiviados y exudados de ta raiz de Chenopodium ambrosioides tienen un
efecto alelopatico perjudicial sobre la germinacion (in vitro) y la colonizacion (in vivo)
de hongos micorrizicos vesiculo arbusculares. Asimismo, los lixiviados y exudados
radicales de Amaranthus hypochondriacus exhiben este mismo efecto inhibitorio
significativo. Sin embargo, el alto error experimental en los bioensayos con los
lixi\)iados de las plantas alelopaticas determind la falta de significancia estadistica en
algunos resultados de la germinacioén de esporas in vitro. Ademas el bajo porcentaje
de germinacion logrado no permite aseverar en forma convincente el efecto inhibitorio
o estimulatorio de los compuestos secundarios liberados por lixiviacion.

2.- Los lixiviados de la raiz de /Jpomoea purpurea causan una inhibicion significativa
sobre la germinacion de las esporas de Glomus sp., sin embargo en los experimentos
en las macetas con suelo calcimagnésico, las raices de estas especies son
colonizadas por los hongos MVA y no constituyen una barrera para el desplazamiento
del micelio en el suelo. Esto demuestra que otros factores abidticos y bidticos dei
suelo influyen de manera definitiva para que el potencial téxico de los lixiviados y
exudados no aicancen a impedir ia colonizacion en et raiz de la propia ipomoea vy la

movilizacion del micelio del suelo.

3.- Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo calcimagnésico, son propicias para el
establecimiento de micorrizas;. por los bajos niveles de fésforo disponible que
presento. Por lo tanto, constituye un sustrato adecuado para el establecimiento de
micorrizas y para el establecimiento de micorrizas y para el desplazamiento del micelio

externo de éstas.
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APENDICE

Calidad del agua potable de la Ciudad Universitaria, México, D. F.

El M.V.Z. Hilarfo Canseco Castilla, Jefe del Departamento de Salud Ambiental
de la Direccién General de Servicios Médicos de la UNAM nos proporcioné los datos
obtenidos def Programa de Saneamiento del Medio en la Universidad Nacional
Auténoma de México, en relacién a las caracteristicas del agua potable de la Ciudad

Universitaria.

1.- Caracteriticas fisicas.
Turbiedad
Color
Olor
2.- Caracteristicas quimicas.
Nitrégeno amoniacal
Nitnitos
Oxigeno ( Gas)
Nitr6geno ( Gas)
Acido carbdnico ( Gas)
Cloruros
Residuos minerales
Dureza
pH
Hierro
Flgor
Plomo
3.-Caracteristicas Bioldgicas.

Hasta 10 ppm
Incolora
Inolora

Hasta | pbm .
Indicios
6 a 7 cc por litro
14 a 15 cc por litro
15 a 18 cc por litro
Hasta 35 ppm
150 a 500 ppm

50 a 300 ppm
7 a 8 (neutro ) '
1 a2.5ppm
1a2.5ppm
Hasta 0.3 ppm

Menos de 20 organismos coliformes en un litro de agua.

Menos de 200 colonias bacterianas por cc de muestra en agar incubado a 37

grados durante 24 horas.



