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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligate symbiotic microorganisms associated with the roots of
plants. This association may change the concentration of secondary metabolites produced by plants.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of different AMF commercial and native
inoculum, and organic matter (MO) added to the soil on the concentration of bactericidal substances
produced axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.) plants. Under greenhouse conditions, one
experiment of mycorrhizal inoculums: one commercial use (R. intraradices, Ri), two natives of
Michoacan (Las Campesinas and Cerro del Metate), three of Morelos (Copalcohuitl, Tezontitla and
Antiguas Vias del Tren) and two sources of matter was evaluated organic to 5, 2.5 and 0% v/v (cane rum
compost and soil rich in organic matter originating from Morelos). The axihuitl plants in the experiment
Ri treating with compost cane or soil rich showed the greatest vegetative growth, while Antiguas Vias
del Tren treatments with 5% and 2.5% of cane as a source of organic material, had the highest
percentage of mycorrhizal colonization of 61 and 60% respectively. The extracts of axihuitl showed
bactericidal activity at a concentration of 60 mg mL™ against Pseudomonas syringae pv phaseolicola
(Psph), were: Ri with 5% of cane; Las Campesinas and Ri 5% of soil rich in organic matter originating
from Morelos. These treatments showed 100% inhibition of Psph growth in vitro.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, bacterial plant extract, Eupatorium aschembornianum Sch,
Pseudomonas syringae pv phaseolicola.

RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son microorganismos simbidticos obligados asociados a las
raices de las plantas. Esta asociacién puede cambiar la concentracion de metabolitos secundarios
producidos por las plantas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes
indculos de HMA comercial y nativos, y materia organica (MO) agregada al suelo sobre la concentracion
de sustancias bactericidas producidas por plantas de axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.). En
condiciones de invernadero, un experimento fue realizado con: 1) indculos de micorrizas; uno comercial
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(R. intraradices, Ri), dos nativos de Michoacan (Las Campesinas y Cerro del Metate), tres nativos de
Morelos (Copalcohuitl, Tezontitla y Antiguas Vias del Tren); 2) dos fuentes de la materia organica al 5%
v/v (composta de cafia azlicar y el suelo rico en materia organica procedente de Morelos). Las plantas de
axihuitl en el experimento tratadas con Ri y composta caia o suelo rico mostraron el mayor crecimiento
vegetativo, mientras que los tratamientos inoculados con Antiguas Vias del Tren y con 5 o 2.5% de
composta de cafia como fuente de materia orgdnica, tuvieron el mayor porcentaje de colonizacién
micorricica, 61 y 60%, respectivamente. Los extractos del axihuitl que mostraron actividad bactericida a
una concentracion de 60 mg mL™ frente a Pseudomonas syringae pv phaseolicola (Psph), fueron: Ri con
5% de composta de cafia; Las Campesinas y Ri con suelo rico en materia orgdnica procedente de
Morelos al 5%. Estos tratamientos mostraron una inhibicién del 100% del crecimiento de Psph in vitro.

Palabras Clave: Hongo micorrizicos arbuscular, extracto vegetales bactericida, Eupatorium
aschembornianum Sch, Pseudomonas syringae pv phaseolicola.

INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo que se asocian mutualistamente a
las raices de la gran mayoria. Ademas, promueven el incremento de la biomasa vegetal y modifican la
concentracion de metabolitos secundarios [1]. Sin embargo, los efectos funcionales de la colonizaciéon
de los HMA han sido examinados solo en aproximadamente un 10% de las plantas hospederas [2] y los
trabajos relacionados con el estudio de la interaccién micorriza arbuscular (MA) enfocados al
incremento de los metabolitos secundarios en plantas, atin son insuficientes [3]. Actualmente se realizan
evaluaciones de la respuesta en el incremento de la concentracidon de principios activos en plantas
medicinales, cuando son inoculadas con los HMA [4]. Muchos de los compuestos naturales, derivados de
los metabolitos secundarios contienen ingredientes medicinales [5], como en las especies del género
Eupatorium, distribuidas en todo el mundo y cuyas propiedades han sido utilizadas como medicamentos
tradicionales. De las 1200 especies registradas, sélo se han investigado unas pocas hasta el momento,
pero aun, muchas han recibido poca o nula atencion en estudios fitoquimicos y bioldgicos, motivo por el
cual debe enfocarse la buisqueda de los componentes bioactivos mas potenciales (Li et al., 2008). Ante
este hecho, en la planta silvestre, conocida como axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.) se han
encontrado compuestos con actividad bactericida, con base en pruebas realizadas en la especie
bacteriana Pseudomonas syringae pv. phaseolicola [6]. Este fitopatdgeno pertenece al grupo de
bacterias que son capaces de ocasionar dafios graves a plantas de frijol [7]. El axihuitl pertenece a la
familia Asteraceae (Compositae), es una planta silvestre, también conocida como hierba de agua.
Morfolégicamente, tiene abundantes hojas con forma de corazén, con onditas alrededor de la hoja y
contiene una especie de filamentos, es de tallo grueso y aspero al tocarlo, con manchas pequefias en
todo su alrededor y se da en varas grandes. Se le puede encontrar facilmente en la época de lluvias y su
periodo de floracién ocurre entre los meses de noviembre a febrero en Tepoztldan Morelos México [6].
Por ello, el implemento del extracto del axihuitl como “bioplaguicida”, podria aplicarse en la agricultura
orgdnica y puesto que su origen es vegetal, es de bajo impacto ambiental. Pueden beneficiar al
ambiente, dado que a diferencia de los productos quimicos, estos son biodegradables, lo que provoca
un impacto minimo sobre el ambiente, son efectivos contra enfermedades y no tienen restricciones
toxicoldgicas [8]. Por este motivo y considerando que los HMA pueden modifican la concentracién de los
metabolitos secundarios, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de distintos indculos de
hongos micorrizicos arbusculares y diferentes niveles de materia organica sobre la concentracion de
compuestos bioactivos sobre el crecimiento de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph). Para ello,
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se establecieron experimentos en los que, se aplicaron distintos indculos de HMA nativos del estado de
Michoacadn y de Morelos, asi como un indculo comercial, en tres fuentes y tres concentraciones de
materia organica para pldntulas de axihuitl bajo condiciones de invernadero. Se evalué la efectividad
bactericida de los extractos sobre Psph en condiciones in vitro, la hipdtesis de trabajo fue que las plantas
de axihuitl micorrizadas mostrarian una actividad bactericida (concentracién minima inhibitoria) menor
a la reportada (80 mg mL™). Por lo cual el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de distintos
inéculos de hongos micorrizicos arbusculares y materia organica en la concentraciéon de compuestos
bioactivos con efecto bactericida contra Psph y en la promocién del crecimiento.

METODOLOGIA

Se establecidé un experimento bifactorial en un disefio completamente al azar. Los factores estudiados
fueron: 1. HMA (7 niveles): dos consorcios nativos del estado de Michoacdn (Las Campesinas and Cerro
del Metate), tres consorcios nativos del Estado de Morelos (Copalcohuitl, Tezontitla and Antiguas Vias
del Tren), un inéculo comercial (Rhizophagus intraradices) y un control sin HMA. 2. Materia orgénica
(MO) (dos niveles): composta a base de cachaza de cafia (5%, v/v) y suelo de parcelas de cultivo del
axihuitl de Morelos (5% (v/v)) y un control sin MO. De la combinacion de los niveles de los dos factores
se generaron 21 tratamientos y se realizaron 10 repeticiones, conformando un total de 210 unidades
experimentales. El experimento se mantuvo en invernadero durante 6 meses. La unidad experimental
estuvo conformada por macetas con arena estéril (120°C durante tres horas tres dias consecutivos) de
1.5 Kg y una planta por macetas. Se inocularon 80 esporas de HMA de los distintos consorcios de HMA.
El experimento se mantuvo en condiciones de invernadero bajo una malla sombra con apertura 80-20
ubicado en la UMSNH. El experimento fue evaluado hasta los 180 dias después de establecido el
experimento. Para la obtencién de los extractos del axihuitl se emplearon el tallo y las hojas del axihuitl
completamente secas, protegidas de la luz. La parte aérea se fracciond en trozos mds pequefios y se
molid. A partir de este material se realizo una extraccidn con acetona por maceracién por dos semanas
en la Figura 1A se presenta de manera esquematica la preparacidon de los extractos. Para evaluar la
actividad bioldgica de los extractos contra Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) se realizo
mediante el método propuesto por Godinez, de manera resumido se presenta en la Figura 1B.

(A)
Obtencion
Maceracion Filtracion y ¢ del extracto
acetonica evaporacion
Secadode i i 2 = del solvente
materia | = Trituracion = Sem(anas) Jl
vegetal
(B)
Reactivacion de
Pseudomonas Crecimiento g
syringae pv. en medio CIOIOCZ;C'O? de o——
phaseolicola g liquidoKBde mp 250¢108 ey Aplicacionde los
P. syringae pv. (60 mg mL-1] extractos en medio
(Cepa 1448A) Phaseolicola conla bacteria solido KB

Observacion del

= crecimiento Incubacion
bacteriano a las <= 30°C por
24,48y 72 horas 24 h

— Al
Figura 1.- Esquema general de la preparacidon de los extractos acetonicos del axihuitl (A) y de su
evaluacién de actividad bactericida contra Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (B).
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Al final del experimento se registraron datos de longitud de raiz, volumen radical, pesos fresco y seco;
colonizacién micorrizica [9, 10]. Los datos de esta variables fueron analizados estadisticamente
mediante andlisis de varianza y prueba multiple de comparacién de media Tukey a un nivel de
significancia del 5% (P<0.05) empleando el programa Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se muestran plantas de axihuitl representativas de los distintos tratamientos. Dado que
para hacer el extracto y evaluar su efectividad como bactericida es necesario tener material bioldgico
resulta importante cuantificar el efecto de los distintos tratamientos sobre el crecimiento vegetal. Como
se puede observar en la Figura 2 las plantas que contaron con MO mostraron mayor crecimiento.

Figura 2.- Plantas de axihuitl 120 dias después de establecido el experimento bajo condiciones de
invernadero. (A) Plantas de axihuitl tratadas con composta a base de cachaza de cafia al 5%. (B) Plantas
de axihuitl adicionadas con suelo de Morelos al 5%. (C) Plantas de axihuitl sin materia orgdnica.

El efecto anteriormente comentado se complementa con los datos de la Tabla 1. En dicha tabla se
observa que los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas en las distintas
variables de crecimiento, ademads se observa que las plasnatas de axihuitl presentaron colonizacién por
parte de los distintos consorcios de HMA. T1 (R. intraradices con composta 5%) presenté mayor
volumen vy longitud de raiz, asi como mayor peso seco total, a diferencia de los demas tratamientos,
mientras que el area foliar fue mayor en el tratamiento T2 (Rl com 2.5%). El incremento en cuanto a la
biomasa vegetal con R. intraradices ya se ha observado en trabajos con plantas medicinales,
presentando incluso, un crecimiento 3 veces mayor al tratamiento que no se inoculé con el HMA [11].

Tabla 1. Efecto de los HMA y materia organica en el crecimiento de las plantas de axihuitl a los 180 dias
después de establecido el experimento bajo condiciones de invernadero.

Tratamiento Volumen  Longitud  Colonizacion Peso (g)

Inéculo de HMA / MO raiz(mL)  raiz(mm) micorrizica (%)  Fresco Seco
T1 RISM 5% 5.1a 51.2a 18 ef 24.0a 4.6a
T2 Rlcom 2.5% 2.4b 47.8 a 28 de 15.0b 36a
T3 Rl com 0% 0.8 bed 38.3a 36 de 39fg 1.0bc
T4 CaSM 5% 1.5 bed 50.1a 20 ef 8.2 def 2.1ab
T5 Cacom 2.5% 2 bc 50.9 a 57 ab 15.0b 39a
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T6 Cacom 0% 0.8cd 41.2 a 26 de 5.0 ef 1.6 bc
T7 CM com 5% 1.6 bcd 47.7 a 38 cd 7.2 def 1.8 bc
T8 CM com 2.5% 1.5 bed 473 a 51 ab 13.2 bc 3.2a
T9 CM SM 0% 0.8 cd 378a 34 de 5.1ef 1.4 bc
T10 CO com 5% 1.3 bed 438 a 22 de 6.2 def 1.6 bc
T11 CO com 2.5% 1.7 bcd 435a 50 bc 10.7 cd 3.0ab
T12 CO SM 0% 1 bed 39.3a 31 de 5.0 ef 1.3 bc
T13 AV com 5% 1.6 bed 38.0a 61 ab 8.5 def 2.1ab
T14 AV com 2.5% 2.1bc 448 a 60 ab 14.7 b 39a
T15 AV SM 0% 0.1d 7.6b 40 cd 11g 0.5¢
T16 Te com 5% 1 bcd 445 a 40 cd 6.8 def 45b
T17 Te com 2.5% 2.7b 40.0a 54 ab 14.72 b 4.2a
T18 Te SM 0% 0.9 bed 448 a 54 ab 6.1 ef 1.2 bc
T19 Sin HMA/Com 5% 1.2 bcd 46.05 a - 8.0 def 2.1ab
T20 Sin HMA/Com 2.5% 0.8 cd 3741a - 4.0fg 0.9bc
T21 Sin HMA/SM 0% 0.5d 3787a - 3.5fg 0.9 bc

RI (Rhizophagus intraradices), Ca (Campesinas), CM (Cerro del Metate), Co (Copalcohuitl), AV (Antiguas
Vias del Tren), Te (Tezontitla), HMA (hongo micorrizico arbuscular), Com (composta), SM (Suelo de
Morelos). Medias con letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticamente significativas
segulin Tukey (P< 0.05).

Los extractos acetonicos de axihuitl se aplicaron a una concentracién de 60 mg mL™ para evaluar si el
compuesto bactericida se incrementd su concentracion por efecto de la prsencia de los HMA en las
raices, ya que esta concentracién aplicada es menor a la concentracidn ya conocida como minima
inhibitoria (80 mg mL™). Los extractos acetonicos que presentaron un incremento en la actividad
bactericida fueron obtenidos de los tratamientos: T1 (R. intraradices con cachaza 5%), T2 (R. intraradices
con suelo de Morelos 5%) y T5 (Campesinas con Suelo de Morelos 5%) (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de efectividad bioldgica de extractos acetonicos de axihuitl contra Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola bajo condiciones in vitro.
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PRESENTO INHIBICION BACTERIANA

TRETEMENRTS [80 mg mL-"] [60 mg mL-] [40 mg mL-"]
T1(R. intraradices / cachaza 5%) - si no
T2(R. intraradices / Suela Marelos 5% - si no
T3 (R. intraradices /MO 0%) no no
T4 (Campesinas / cachaza 5%) no no
T5(Campesinas / Suelo Morelos 5%) - si no
T6 (Campesinas /MO 0%) no no
T7 (Cerro Metate / cachaza 5%) no no
T8 (Cerro Metate / Suelo Morelos 5%) no no
T9 (Cerro Metate / MO 0%) no no
T10 (Copalcohuitl / cachaza 5%) no ne
T11 (Copalcohuitl /Suelo Morelos 5%) no no
T12 (Copalcohuitl / MO 0%) no no
T13 (Antiguas vias del tren /cachaza 5%) no no
T14 (Antiguas vias /Suelo Morelos 5%) si no
T15 (R. intraradices / MO 0%) no no
T16( Tezontitla / cachaza 5%) no no
T17 (Tezontitla / Suelo Morelos 5%) si no
T18 (Tezontitla / MO 0%) no no
T19 (Sin HMA/ cachaza 5%) no no
T20 (Sin HMA/ Suelo Morelos 5%) si no
T21 (Sin HMA/ MO 0%) si no

RI (Rhizophagus intraradices), Ca (Campesinas), CM (Cerro del Metate), Co (Copalcohuitl), AV (Antiguas
Vias del Tren), Te (Tezontitla), HMA (hongo micorrizico arbuscular), Cachaza (composta), SM (Suelo de
Morelos).

Estos resultados parecen apoyar el hecho de que el incremento del crecimiento por efecto de los HMA
también presentd un efecto en la inhibicidn de la bacteria, sin embargo esto no se observé en todos los
tratamientos, por lo cual, el incremento del compuesto bactericida pudiera estar mas relacionado al
efecto de alguna especie en particular de HMA contenida en los consorcio de HMA empleados como
indculos en los tratamientos donde se muestra inhibicion del crecimiento de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola.

CONCLUSIONES

Rhizophagus intraradices promueve el crecimiento vegetal de plantas de axihuitl y mostro tener un
efecto sobre el incremento del compuesto bioactivo, de extractos acetonicos de axihuitl, que participa
en la inhibicién del crecimiento bacteriano de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bajo condiciones
in vitro.
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