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RESUMEN

En este trabajo se propuso que efectos como la disminucion en incidencia de plagas y
agentes patdgenos, o el incremento en la productividad, reportados bajo manejos agricolas
como agroecosistemas y policultivos, puede llevarse a cabo por medio de compuestos
organicos volatiles liberados por las mismas plantas.

En base a lo anterior se trabajo con policultivos de plantas aromadticas, en asociaciéon con
frijol (Phaseolus vulgaris). Bajo este contexto, se propuso que los fenomenos antes
mencionados, que llamaremos interacciones positivas o procesos de facilitacion se
permitirian al inter-cultivar especies de plantas como el frijol (Phaseolus vulgaris)
asociadas a plantas aromadticas y que los compuestos organicos voldatiles actuarian como
mediadores de tales interacciones. Para ello se propuso un disefio experimental en el que se
evalu6 el desarrollo y rendimiento del frijol y su resistencia en contra el hongo
Colletotrichum lindemuthianum, ademas de la identificacion de los compuestos volatiles.

La evaluacion del desarrollo, rendimiento y resistencia del frijol al asociarlo con plantas
aromaticas se inicid con una exploracion bajo condiciones de campo, en los ciclos de
cultivo julio-octubre del 2013, con los tratamientos: P. vulgaris-P. vulgaris (frijol-frijol), P.
vulgaris-Ocimum  basilicum (frijol-albahaca), P. vulgaris-Tagetes erecta (frijol-
cempazuchitl), P. vulgaris-Coriandrum sativum (frijol-cilantro) y P. vulgaris-Raphanus
sativus (frijol-rabano) y febrero-abril del 2014, con los tratamientos: P. vulgaris-P.
vulgaris, P. vulgaris-O. basilicum y P. vulgaris-T. erecta.

Los resultados mostraron de las cinco especies de plantas aromaticas utilizadas, solo al
cultivar el frijol con albahaca o con cempazuchitl se incrementaba el desarrollo del area
foliar por planta, asi como el rendimiento de las plantas de frijol en comparacioén con el
monocultivo y la combinacion con cilantro o rdbano. Adicionalmente, se presentd una
tendencia a disminuir el dafio por agentes patogenos y por herbivoros.

Bajo condiciones controladas se determind que las semillas de frijol asociadas a plantulas
de albahaca o cempazutchitl presentaban mayores tasas de germinacidén que en monocultivo
con semillas o plantulas. Adicionalmente, estas mismas asociaciones, frijol-albahaca y
frijol-cempazuchitl disminuian el porcentaje de germinacion de conidios de C.
lindemuthianum cuando fueron encerradas en cajas que contenian a las plantas
mencionadas

Al colectar e identificar los compuestos volatiles emitidos por las plantas de albahaca y
cempazuchitl, se determind que los més representativos eran el eugenol (con un promedio
de area bajo la curva de 8,307,832) y el trans-a-bergamoteno (con un promedio de area bajo
la curva de 19,703,313), emitidos por la albahaca; el D-limoneno (con un promedio de area
bajo la curva de 9,974,280), el B-ocimeno (con un promedio de area bajo la curva de
3,307,897 ) y el cariofileno (con un promedio de area bajo la curva de 1,590,303), emitidos
por el cempazuichitl. De estos compuestos, ya esta reportado que el eugenol, el limoneno y
el cariofileno presentan efectos negativos en el desarrollo de diversos microorganismos
patogenos. Ademas, se ha documentado el efecto de estos compuestos como promotores del
crecimiento en plantas, al ser liberados por microorganismos.

De acuerdo con los resultados, se concluye que las plantas de cempazuchitl y albahaca
inducen un efecto directo positivo en la germinacion, desarrollo y produccion del frijol,
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ademas de una respuesta negativa en el desarrollo de patogenos como C. lindemuthianum o
en la incidencia de herbivoros del frijol, lo cual posiblemente tiene como factor principal a
los compuestos volatiles emitidos por esas plantas. Sin embargo, es importante mencionar
que el efecto también es dependiente de las condiciones ambientales, que determinan en
muchas ocasiones que tipo de organismos se asociaran con las plantas.

Como siguiente paso, para proyectos posteriores, se propone evaluar diversos compuestos
volatiles sintéticos y comprobar su efecto en la germinacion, desarrollo y produccion de las
plantas de frijol. Ademas, conocer que otros aspectos morfoldgicos o metabdlicos pueden
ser modificados por la presencia de especies de plantas vecinas emisoras de compuestos
volatiles.
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ABSTRACT.

The aim of this work was to study the relevance of volatile organic compounds (VOCs) in
the associative resistance and facilitation, phenomena that occurs between different plant
species and means that the presence of representatives of one species positively affects the
development of a second species.

I evaluated the physical and chemical characteristics of the soil; the results showed low
levels of phosphorus and nitrogen, and a high content of clays. Then I evaluated the
development, yield and pest and pathogen incidence (Colletotrichum lindemuthianum) in
common bean (Phaseolus vulgaris) in intercropping with aromatic plants.

The phenomenon was first explored under field conditions: in July-October 2013 I studied
the combinations P. vulgaris-P. vulgaris (bean-bean), P. vulgaris-Ocimum basilicum (bean-
basil), P. vulgaris- Tagetes erecta (bean-marigold), P. vulgaris- Coriandrum sativum
(bean-coriander) and P. vulgaris- Raphanus sativus (bean-radish); in February-April from
2014 I studied the combinations bean-bean, bean-basil and bean-marigold.

Intercropping bean with basil or marigold, the foliar area and the number of pods produced
per plant increased in comparison with the monoculture or the intercrop with coriander or
radish. I also observed a reduced leaf damage caused by pathogens and herbivores as
compared to controls.

The putative mechanisms underlying these phenomena where analysed under greenhouse
conditions. Here, I determined the germination rates of bean seeds when surrounded by
seeds or plantlets of the other two species and found increased germination rates of bean
seeds that were associated with basil or marigold plants. The same conditions decreased the
conidial germination rate of the fungal bean pathogen, Colletotrichum lindemuthianum.

The principal VOCs found were eugenol and trans-oa-bergamoteno for basil and limonene,
and B-ocimene and cariophyllene for the marigold.

The eugenol, limonene and cariophyllene can have negative effects on the development of
microbial pathogens whereas trans-o-bergamotene and B-ocimene are released by plants in
response to mechanical damage. Furthermore, these compounds are not exclusively emitted
by plants: many microorganisms are capable to emit these volatiles, which in several cases
have been reported to promote plant growth.

The next step is to evaluate single volatile organic compounds and corroborate their effects
on germination, development and yield, and explore the effects of VOCs produced by
neighbour plants on the metabolic and morphological traits of bean plants.
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INTRODUCCION

Los sistemas de produccion agricola industrializados, provenientes de la conocida
revolucion verde, se caracterizan por su baja complejidad, ya que estan enfocados en
obtener el maximo aprovechamiento de una sola especie de planta cultivada y en el menor
tiempo posible. Esto se logra mediante el implemento de procesos mecanizados y de
insumos agroquimicos, que si bien aumentan la produccidn, también incrementan la
incidencia de plagas y patogenos debido a la alta concentracion de alimento de facil acceso
(plantas hospederas) que se encuentra en un continuo espacio temporal y la poca
variabilidad genética de las plantas, ademas la ausencia de barreras fisicas que impidan el
traslado de los organismos dafiinos (Vandermeer 1989; Francis 1990; Altieri y Nicholls
2004).

Desde hace varias décadas se han comenzado a poner en funcionamiento una serie de
alternativas agroecoldgicas para sustituir los monocultivos por los policultivos (sistemas
agricolas de mayor complejidad), que en realidad, son opciones de cultivo que dominaban
hace miles de afios y se caracterizan por la disminuciéon en el uso de agroquimicos y
evitando los monocultivos (Gliessman 1998). Podemos decir, con toda seguridad, por
ejemplo, que el origen de estos sistemas agroecologicos mexicanos fue a partir de la
domesticacion del maiz, lo que acontecid6 hace unos 9000 afios, cuando grupos de
cazadores-recolectores iniciaron los procesos que llevarian a dicha domesticacion (Blake
20006).

Los sistemas agroecoldgicos son similares a los sistemas naturales ya que su complejidad y
estabilidad se basan en su diversidad, que es la base para una gestion de agroecosistemas
sostenibles y el disefio de practicas que mantengan o aumenten la fertilidad, la
productividad y la calidad de las producciones agricolas y regulen las poblaciones de las
plagas (Francis 1990). El término diversidad hace referencia al conjunto de plantas,
animales y microorganismos que viven € interaccionan en un ecosistema. El aumento de
diversidad favorece la heterogeneidad del habitat, que, a su vez, incrementa las
oportunidades de coexistencia y de interaccion entre las especies , entre los diferentes
niveles troficos (Gliessman 1998). Este aumento en la diversidad y heterogeneidad del
habitat, generalmente, también lleva asociado una mayor eficiencia en el uso de los
recursos, por lo que se puede mencionar que los resultados representan mayores ventajas
ecologicas que los altamente simplificados, como los sistemas agricolas convencionales vy,
particularmente, los monocultivos (Gliessman 1998; Altieri 1999; Altieri y Nicholls 2004).

El mecanismo tradicionalmente propuesto para la reduccion en las enfermedades y las
plagas es el efecto “push-pull”, que se refiere a la presencia de plantas con propiedades
quimicas o visuales capaces de repeler organismos dafiinos del cultivo de interés o para
atraerlos a cultivos trampa, e incluso atraer y mantener predadores y parasitoides de las
plagas del cultivo principal (Hassanali et al. 2008).

Existe un proceso conocido como resistencia por asociaciéon puede funcionar como un
sistema “push-pull” en el que se hace uso de compuestos semioquimicos para repeler las
plagas de los cultivos de interés y atraerlos a cultivos trampa (Mundt 2002; Kaitaniemi et
al. 2007; Hassanali et al. 2008). Un ejemplo de estos semioquimicos son los compuestos
organicos volatiles, compuestos quimicos de bajo peso molecular, producidos por el
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metabolismo secundario de algunas plantas, que en ciertos casos pueden afectar de manera
benéfica a las plantas cercanas, las cuales son capaces de percibir y responder a los volatiles
(plantas receptoras), por ejemplo, resistiendo a las enfermedades y plagas. Tal es el caso de
las plantas de frijol lima (Phaseolus lunatus L.) que al ser expuestas a diferentes
concentraciones del compuesto volatil nonanal, incrementan su resistencia frente a la
bacteria fitopatdgena Pseudomonas syringae (Giron-Calva et al. 2012).

Adicionalmente, se sabe que estos compuestos organicos volatiles son capaces de actuar de
manera directa, por ejemplo inhibiendo la germinacioén de los conidios y el desarrollo de
Colletotrichum lindemuthianum, bajo condiciones in vivo e in vitro (Quintana-Rodriguez et
al. 2015). Sin embargo, la distancia maxima de accion de los compuestos organicos
volatiles para desencadenar la resistencia contra patdogenos o herbivoros en las plantas de
Phaseolus lunatus es de 50 cm: de igual manera, la mayoria de las hojas de este frijol se
encuentran a esta distancia unas de las otras, por lo que también se propone que el efecto de
los compuestos organicos voldtiles realmente es una auto-sefalizacion (Heil y Adame-
Alvarez 2010).

Por ultimo, la presencia y cantidad de estos compuestos volétiles son regidos en gran
medida por las condiciones abidticas y biodticas que influyen sobre las plantas, pues se ha
demostrado que la emision de compuestos volatiles emitidos por la planta Panax ginseng es
afectada por los métodos de cultivo, y que bajo practicas agricolas como el cultivo
organico, pueden incrementar los compuestos volatiles que la caracterizan (Lee et al.
2012).

El presente estudio se propuso considerando que los compuestos volatiles podrian utilizarse
como una alternativa para la proteccion de diversos cultivos, esto, por medio de sistemas
emisores de los compuestos. Para ello se utilizo al frijol comun (Phaseolus vulgaris L.),
que tiene su origen biogeografico en México y ademas es una de las leguminosas mas
importantes en Latinoamérica debido a su empleo en la dieta alimenticia de los mexicanos
(Vargas-Vazquez et al. 2006; Lépiz-Ildefonso et al. 2010).

El frijol se produce en todas las regiones agricolas de México, en diversos sistemas de
produccion y épocas del afo. Sin embargo, debido a las distintas preferencias de consumo,
basadas principalmente en las costumbres, tradiciones y, gran parte en la demanda de los
centros urbanos, el frijol se cultiva en grandes extensiones, con un reducido ntimero de
variedades. Este monocultivo extensivo ha acarreado un riesgo elevado de enfermedades
que evolucionan aceleradamente (Vargas-Vazquez et al. 2006), y un mayor uso de
fungicidas que pueden no solo afectar la salud humana, sino también a las especies que se
encuentren en las areas aledafas a los cultivos.

Entre las diversas enfermedades que afectan al frijol, la antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum lindemuthianum (Campa et al. 2009), tiene un gran impacto negativo sobre
el rendimiento de esta leguminosa; generalmente lo reduce entre un 20 y 30%, sin embargo,
cuando las condiciones ambientales son Optimas para el desarrollo del patdogeno, las
pérdidas pueden ser del 100% (Zaumeyer y Meiners 1975). Dentro de las principales
estrategias de control de esta enfermedad utilizadas en nuestro pais, se encuentra el control
quimico y la produccion de nuevas variedades de frijol resistentes al patogeno, ademas se
utiliza la rotacion de cultivos (Pastor-Corrales y Tu 1989)
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Por otra parte, P. vulgaris se ha usado como un modelo de estudio para la investigacion de
mecanismos de sefnalizacion entre plantas (Kost y Heil 2006; Heil y Silva Bueno 2007; Yi
et al. 2009; Coérdova-Campos 2011; Cordova-Campos et al. 2012; Quintana-Rodriguez et
al. 2015).

Con base en lo anterior, se propuso que al asociar cultivos como el frijol (Phaseolus
vulgaris) con albahaca (Ocimum basilicum), cempazuchitl (Tagetes erecta), cilantro
(Coriandrum sativum) o rabano (Raphanus sativus) se permiten procesos ecologicos a nivel
parcela, como la facilitacion. En estos fenémenos, los compuestos orgdnicos volatiles
participan como mediadores de las interacciones entre las plantas; al ser capaces de
transportar las sefales. Para avanzar en ese sentido, se evaluo6 el efecto de las asociaciones
antes mencionadas, sobre la resistencia del frijol contra Colletotrichum lindemuthianum, y
sobre el desarrollo y rendimiento del frijol. Asimismo, se llevd a cabo la identificacion
quimica de los compuestos volatiles.
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ANTECEDENTES.

Agrosistemas

Las asociaciones de cultivos, también conocidas como policultivos o intercultivos, son
sistemas en los que se mezclan diferentes especies vegetales (Gliessman 2001). Los
policultivos son la base estructural e integrativa de los agroecosistemas; definidos como
sitios de produccion agricola en los que se aplican principios ecoldgicos para su manejo
(Gliessman 1998; Altieri y Nicholls 2000).

Se asume que estos sistemas de cultivo presentan ventajas potenciales sobre los
monocultivos, por ejemplo mayor estabilidad, productividad, resiliencia (capacidad del
sistema para reponerse ante un disturbio) y sustentabilidad ecologica, sin embargo, también
se considera que presentan dificultades en su manejo debido a la cantidad de especies
interactuantes (Vandermeer 1989).

Debido a que el concepto de agroecosistema se basa en principios ecoldgicos, es posible
hacer una analogia de los componentes agricolas a los componentes ecosistémicos, esto es:
un monocultivo equivale a una poblacion, los policultivos a comunidades y el sistema
agricola con su contexto geografico equivale al ecosistema (Gliessman 1998). Del mismo
modo, en estos sistemas ocurren interacciones como la competencia o la facilitacion
(Malézieux et al. 2009).

La competencia en estos sistemas de policultivo puede ocurrir a través de los sistemas
radiculares de las plantas, en donde es recomendable utilizar plantas que exploten los
recursos de diferentes capas del suelo (Malézieux et al. 2009); también es posible observar
competencia en el espacio aéreo, sobre la superficie del suelo, la mas comln es por la
radiacion luminosa, por lo cual es mejor utilizar especies o genotipos vegetales que
presenten tallos rectos y hojas cortas (Trenbath 1974).

Una cualidad interesante en los sistemas de policultivo es que son capaces de reducir la
incidencia de plagas y patdogenos, aunque esta respuesta no siempre es constante (Trenbath
1977). Este fendmeno se ha explicado bajo diferentes hipdtesis, por ejemplo: se menciona
un efecto de dilucion en el que se incrementan las plantas no aptas para ciertos organismos
(Root 1973). También se ha propuesto un efecto de barrera fisica a través de la
modificacion de la estructura, la arquitectura y el microclima, lo cual afecta la dispersion de
los organismos (Francis 1990). Una tercera hipotesis es la produccion de sustancias
quimicas con efecto negativo en los patogenos y las plagas (Yeates 1987).

Competencia y facilitacion

Dentro de los ecosistemas las plantas presentan un amplio rango de interacciones, que van
desde las negativas, como la competencia, hasta las positivas, como la facilitacion
(Lambers et al. 2008).

La competencia se define como la tendencia de las plantas vecinas para utilizar el mismo
recurso, siempre y cuando éste se encuentre como factor limitante (Tilman 1987). Sin
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embargo, para definirse como tal es necesario que las plantas reduzcan el crecimiento,
fecundidad o adecuacion de sus vecinas (Fitter y Hay 2002). Para tener este efecto, las
plantas presentan diferentes caracteristicas de competencia, dependiendo del recurso, por
ejemplo, algunas plantas son capaces de reducir la concentracion de nutrientes disponibles
para sus vecinas, a través de su inmovilizacion, por ejemplo en estructuras como las hojas
(Tilman y Wedin 1991), en el caso del agua, algunas plantas son capaces de dirigir sus
raices a zonas mas profundas; en el caso de la luz, las plantas tienden a incrementar su area
foliar (Fitter y Hay 2002).

Para que las plantas puedan actuar en presencia de competidores es necesario que estas sean
capaces de percibir a las vecinas, esto puede ser, por ejemplo a través de la luz reflejada,
por medio de fotorreceptores como el criptocromo (foto receptor de luz azul) y el fitocromo
foto receptor de luz roja) (Crepy y Casal 2015), o a través de estimulos mecanicos, o
cambios microclimaticos causados por las vecinas (Lambers et al. 2008). Sin embargo, las
plantas también son capaces de percibir compuestos quimicos emitidos por las plantas
vecinas a través de diferentes quimio-receptores (Lambers et al. 2008).

Tradicionalmente, los modelos de interacciones entre las plantas han enfatizado los
procesos de competencia, asumiendo que las plantas deben de competir por todos los
recursos limitantes como el agua, nutrientes, luz, espacio o polinizadores (Goldberg y
Landa 1991), sin embargo, existe una gran cantidad de evidencia acerca de las
interacciones positivas (Callaway y Pugnaire 2007).

La facilitacion se define como el fendémeno en el que una especie mejora la supervivencia,
crecimiento o adecuacién de otra (Callaway 1997), se presentard mayormente mientras
menor sea la competencia (Malézieux et al. 2009). Este tipo de interacciones positivas que
pueden ocurrir entre las especies de plantas son diversas, podemos tener facilitacion
indirecta, causada por plantas intermediarias que permiten la actuacion de un tercer
organismo como herbivoros, polinizadores, hongos micorrizicos (Strauss 1991). En los
gremios de defensa vegetal, de Attsat y O'Dowd (1976), los autores proponen diversos
mecanismos de accidon, como el hospedar insectos predadores, efectos repelentes de
herbivoros (Atsatt y O'Dowd 1976).

Por otra parte, se encuentra la facilitacion a través de mecanismos directos, por ejemplo las
plantas elevadoras de agua, que acarrean agua de sustratos edaficos mas profundos y la van
liberando en los estratos superiores, donde otras plantas la pueden aprovechar (Richards y
Caldwell 1987); la captacion de agua ambiental por medio del dosel y su liberacion en las
cercanias de los arboles (Hutley et al. 1997); el sombreado, que es capaz de reducir la
transpiracion de las plantas bajo la sombra por medio de la reduccion de la diferencia de
presion de vapor (Callaway 2007); el ciclaje de nutrientes por medio de su absorcion a
través de las raices de los arboles y su posterior liberacion en forma de litter (Ovington
1955); la reduccion de los efectos adversos del viento por medio del efecto de barrera de las
plantas (Callaway 2007); la oxigenacion del suelo a través de su liberacion por las raices
(Armstrong 1964); la comunicacién entre plantas, por medio de compuestos quimicos que
emiten las plantas cuando estan siendo atacadas por plagas o patdégenos, y que pueden
percibir las plantas vecinas e incrementar sus niveles de defensa (Baldwin y Schultz 1983).

Ambos tipos de interacciones no son invariables, de hecho existe un cambio constante y
una compleja combinacion entre ambos tipos de interacciones bajo diferentes condiciones
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climaticas (Callaway et al. 2002) y también en los diferentes estadios sucesionales (Haase
et al. 1996). De hecho, las especies pueden cambiar de beneficiadas a benefactoras,
dependiendo de las condiciones abidticas y de las especies que las rodean (Callaway 1998).

Por ejemplo, se ha observado una mayor intensidad de competencia cuando los suelos
presentan elevada fertilidad (Bonser y Reader 1995). Sin embargo , otros estudios no
muestran cambios en las interacciones con la modificacion de la fertilidad de los suelos
(Belcher et al. 1995).

Las caracteristicas edaficas son una de las principales condiciones abioticas que pueden
influir en el equilibrio entre la facilitacion y la competencia, sin embargo, estas no son
homogéneas, por el contrario, presentan una gran heterogeneidad temporal y espacial
(Reynolds y Rajaniemi 2007).

El suelo es el medio de soporte de las plantas, determinante fisico del crecimiento de las
raices y el principal reservorio de agua y nutrientes, que son regulados para su
biodisponibilidad por medio de procesos biofisicoquimicos (Comerford 2004). El suelo
proviene de la intemperizacion de la roca madre, y posteriormente, los organismos
depositan residuos denominados “litter”, lo que produce materia organica, muchas veces
referida como humus. Esta capa de humus conocida como horizonte “O” u Organico se
encuentra sobre la superficie del suelo, bajo la materia organica recién depositada, y es la
mas importante ecoldogicamente pues es la mas activa biologicamente (Gliessman 1998).

La cantidad de materia organica que contienen los suelos influye sobre diversas
propiedades y procesos, a pesar de que las plantas no requieren de ésta para su crecimiento
o desarrollo (Gregorich et al. 1994). Por ejemplo, la materia organica puede permitir la
disponibilidad de cationes en suelos con poca cantidad de arcillas, puede actuar como
reservorio temporal de nitrogeno, fosforo y azufre (Schroth et al. 2003). Adicionalmente, la
cantidad de materia organica puede influir positivamente en la cantidad de agua
almacenada y en la formacion de agregados (Diels et al. 2002).

En adiciéon a los componentes organicos, el suelo contiene particulas minerales de
diferentes tamafios conocidas como arenas (de 2-0.05 mm de didmetro), limos (de 0.05-
0.002 mm) y arcillas (<0.002 mm), y sus proporciones determinan la textura (NOM-021-
RECNAT-2000 ; Mufioz-Iniestra et al. 2008; Konrad y Sauerborn 2013). Estos minerales
forman conglomerados individuales denominados agregados, lo que proporciona al suelo
estructura y porosidad (Grimaldi et al. 2003). Adicionalmente, las arcillas estan
fuertemente relacionadas a la disponibilidad de los nutrientes ya que forman sitios de
intercambio de cationes, de donde las plantas pueden liberar H y HCO; para tomar Na',
Ca™, K", Mg*", A’ , y PO, NO*, SO, respectivamente (Martin y Sauerborn 2013).

Compuestos organicos volatiles y proteccion vegetal.

El control de enfermedades y plagas por medio de compuestos quimicos, se encuentran
entre las principales actividades humanas que afectan el ambiente (Gomez-Rodriguez y
Zavaleta-Mejia 2001). Existen otras practicas mdas “amigables” con el ambiente que
presentan alto potencial para proteger los cultivos contra plagas y patégenos, por ejemplo,
la resistencia inducida de las plantas (Heil y Walters 2009), al igual que la asociacién de
diversos cultivos con propiedades antagonistas, lo cual disminuye el riesgo de una pérdida
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total de los cultivos al integrar una mayor diversidad bioldgica y mejorar el uso de los
recursos naturales (Trenbath 1993; Mundt 2002).

En los sistemas naturales, la mezcla de especies no relacionadas taxondémicamente reducen
la probabilidad de que los herbivoros encuentren a sus plantas hospederas (Feeny 1970).
Como muchos herbivoros son atraidos por sefiales visuales o quimicas, en los policultivos,
la reduccion en la herbivoria puede ocurrir adicionalmente a través de la ausencia o
disminucion de tales sefales, lo que limita la localizacion de las plantas por los herbivoros
(Orians y Bjorkman 2009). Este fendémeno se conoce como “resistencia por asociacion”,
que se refiere a la reduccion en la herbivoria en plantas asociadas taxondémicamente con
otras plantas de diferente especie (Tahvanainen y Root 1972). Esta resistencia por
asociacion puede funcionar como un sistema “push-pull” en el que se hace uso de
compuestos semioquimicos para repeler las plagas de los cultivos de interés y atraerlos a
cultivos trampa (Mundt 2002; Kaitaniemi et al. 2007; Hassanali et al. 2008).

Los compuestos semioquimicos (también llamados infoquimicos) son sustancias liberadas
por los organismos que transportan informacidén para una comunicacion intra- o inter-
especifica (Mori 2010). En las plantas, estos compuestos, se liberan por induccidon o
constitutivamente y, pueden actuar como sefales para atraer polinizadores, seleccion y
localizacion de hospederos, y, ademas para comunicacion entre ellas (Dicke et al. 1990;
Lambers et al. 2008; Mori 2010). Un ejemplo de semioquimicos en las plantas son los
compuestos orgdnicos volatiles, que pueden mejorar la resistencia de las plantas, aledafias a
la emisora, que reciben la sefial (Heil y Karban 2010).

Los compuestos voldatiles emitidos por las plantas, generalmente son mezclas complejas de
muchos compuestos organicos en pequefias cantidades, que por lo general son sustancias
altamente lipofilicas de bajo peso molecular (Pichersky 2004). Estos metabolitos son
producidos por muchas especies de plantas, pero también por bacterias y hongos, siendo el
grupo de los terpenos, los compuestos organicos volatiles mas representativos (Dudareva et
al. 2004).

Estos compuestos pueden desempefiar diversas funciones, por ejemplo cuando existen
plantas dafadas por un patdogeno o herbivoro, las sefiales quimicas emitidas pueden ser
recibidas por plantas sanas de la misma, o de otras especies, lo que causa que las receptoras
respondan incrementando los niveles de algunos compuestos quimicos relacionados con la
defensa, a pesar de que en ese momento no presenten la enfermedad o plaga. Ademas, bajo
ciertas circunstancias, estos compuestos pueden tener un efecto inhibitorio en el desarrollo
de los microorganismos patogenos (Lambers et al. 2008; Heil y Walters 2009; Heil y
Adame-Alvarez 2010; Girén-Calva et al. 2012).

El efecto ha sido reportado para diversas especies, tanto dicotiledoneas como
monocotiledoneas (Heil y Karban 2010). Algunos ejemplos de especies que presentan este
fendbmeno son Acer saccharum, Arabidopsis thaliana, Gossypium hirsutum, Phaseolus
lunatus, Solanum lycopersicum, Vicia faba y Zea mays (Baldwin y Schultz 1983; Farmer y
Ryan 1990; Bruin et al. 1992; Birkett et al. 2000; Engelberth et al. 2004; Ton et al. 2007;
Godard et al. 2008)

Algunos estudios en campo con Alnus glutinosa y Nicotiana attenuata han mostrado una
disminucioén en el dano causado por herbivoros en otras especies de plantas vecinas,
alejadas entre 30 cm y 1 m. (Dolch y Tscharntke 2000; Karban et al. 2003). Esta misma
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distancia se ha encontrado en la induccién de resistencia contra patdgenos bacterianos por
medio de compuestos volatiles, en plantas de frijol Phaseolus sp. (Heil y Adame-Alvarez
2010). Las observaciones indican que estos compuestos son rapidamente diluidos o
degradados en ¢l ambiente a concentraciones no funcionales (Giron-Calva et al. 2012). La
cercania que se requiere para que estos compuestos tengan efecto genera dudas respecto a
su relevancia ecoldgica debido a la disminucion del efecto con la distancia (Dolch y
Tscharntke 2000; Karban et al. 2003). Por tal razon, y al ser evolutivamente contradictorio
beneficiar a receptores vecinos no relacionados genéticamente, que pueden llegar a
competir con el emisor, se ha expuesto que la funcioén de estos compuestos volatiles es mas
adecuada para una sefalizacion “propia” en la que se pueden alcanzar las partes de la planta
que son espacialmente pero no anatdémicamente localizadas cerca del 6rgano atacado (Heil
y Karban 2010).

Los compuestos volatiles emitidos por las plantas, son mezclas complejas de compuestos
organicos en pequefias cantidades. Por lo general estos compuestos son sustancias
altamente lipofilicas, de bajo peso molecular y elevada presion de vapor (Vaughn 2001;
Pichersky 2004; Dudareva y Negre 2005).

La emision de estos compuestos organicos volatiles, es el resultado de un gradiente de
presion de vapor que se da, desde los compartimentos celulares, en donde hay
relativamente altas concentraciones, hasta el aire que rodea la hoja, donde la concentracion
de estos compuestos es relativamente baja (Pefiuelas y Llusia 2003). La emision de estos
compuestos también estd afectada por diversos factores como la temperatura, la luz, la
disponibilidad de agua, la humedad, el ozono y por la integridad de los tejidos vegetales.
Ademas, las plantas pueden modificar continuamente los patrones de volatiles que se
emiten de sus estructuras o con el transcurso del tiempo (Pefiuelas y Dudareva 2001;
Dudareva et al. 2004; Dudareva y Negre 2005).

Estudio de los compuestos organicos volatiles.

La compleja red de factores, sus interacciones y las diferentes respuestas inducidas por los
volatiles, conducen a una amplia variabilidad cuantitativa, cualitativa, espacial y temporal
de las emisiones. Estas a su vez tienen fuerte relevancia en la fisiologia de las plantas y su
ecologia (Pefiuelas y Dudareva 2001; Pefiuelas y Llusia 2003).

Para el estudio de estos compuestos, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas es una de las técnicas mas utilizadas, debido a su potencial para el rapido analisis y
elevada confiabilidad en una amplia variedad de tipos de muestras (Bhardwaj y Hanley
2014).

Para la colecta de estos compuestos podemos encontrar técnicas diversas, como el circuito
cerrado de extraccion (closed-loop stripping apparatus (CLSA)) que consiste en un circuito
de tubos por donde pasa un flujo de aire que es filtrado por una trampa de carbono, la cual
es retirada después de varias horas para que su contenido sea eluido con un solvente
organico (Donath y Boland 1995). La principal desventaja de este método radica en la
posibilidad de presentar un efecto de memoria; debido a fragmentos de carbono
desprendidos del filtro y atrapados en las bombas de aire, donde no son eluidos, ademas
representa el uso de elevadas cantidades de solventes (Dickschat 2014).
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Adicionalmente, se puede mencionar que para sistemas de muestreo estaticos y cerrados
existen diferentes adsorbentes como el ya mencionado carbon activado, carboxenos, silica
gel y polimeros como el tenax (Harper 2000).

También se puede utilizar la técnica de cromatografia de gases “headspace”(Dewulf et al.
2002) acoplada al sistema de extraccion para compuestos volatiles provenientes de
muestras biologicas conocido como microextraccion en fase sélida (SPME) (Arthur y
Pawliszyn 1990; Zhang y Pawliszyn 1993). El método hace uso de fibras adsorbentes,
muchas de las cuales estan compuestas de poli(dimetilsiloxano) (Dickschat 2014). Estas
fibras son expuestas al espacio aéreo de una muestra bioldgica en recipientes cerrados por
diferentes periodos de tiempo hasta que adsorban los compuestos voldtiles; las mayores
ventajas de la técnica son que no se usan disolventes, resulta ser rapida, barata y no
invasiva, in embargo, este método no es adecuado para la cuantificacion de los compuestos,
unicamente nos puede proporcionar una abundancia relativa (Agelopoulos y Pickett 1998;
Flamini et al. 2003).
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HIPOTESIS.

Al asociar cultivos como el frijol (Phaseolus vulgaris) con albahaca (Ocimum basilicum),
cempazuchitl (Tagetes erecta), cilantro (Coriandrum sativum) o rabano (Raphanus sativus)
se permiten procesos ecoldgicos a nivel parcela, como la facilitacion. En estos fenémenos,
los compuestos organicos volatiles participan como mediadores de las interacciones entre
las plantas; al ser capaces de transportar las sefiales.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Inducir la facilitacion agroecoldgica y la resistencia por asociacion del frijol asociado a
plantas aromdticas, contra patdgenos y herbivoros, mediante compuestos orgédnicos
volatiles, en un sistema de cultivo interespecifico.

Objetivos particulares.

e Determinar las condiciones fisicoquimicas de suelo de cultivo.

e Evaluar cambios en el desarrollo del frijol, bajo sistemas de policultivo en
condiciones naturales y controladas.

e Determinar la presencia de resistencia por asociacion del frijol, bajo sistemas de
policultivo en condiciones naturales y controladas.

e Determinar los compuestos volatiles emitidos por las especies de plantas usadas en
los sistemas de policultivos, bajo condiciones controladas.

e Determinar los compuestos organicos volatiles con potencialidad para causar los
efectos de facilitacion y resistencia por asociacion.
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METODOLOGIA.

Estrategia experimental.

/ ‘ ESTRATEGIA EXPERIMENTAL |

1 EXPLORACION EN CAMPO 2  EXPLORACION EN INVERNADERO
’

. ) . - (Evaluando los compuestos orgénicos volatiles como
(Explorando la presencia de interacciones positivas)

agentes actuantes en la facilitacién)

A

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas del suelo para ‘\ 'If “\
valorar su posible efecto en las plantas de frijol. Y
* i Generacién de asociaciones: frijol-frijol, frijol-albahaca y frijol-
1 cempazuchitl, en condiciones controladas y bajo sistema de planta-planta
Cultivo en parcelas de las especies asociadas: frijol-frijol, frijol- I o semilla-semilla
albahaca, frijol-cempazichitl, frijol-rdbano y frijol-cilantro. 1 *
]
* Determinacién de la permanencia de posibles interacciones positivas
Determinacion de la presencia de interacciones positivas (facilitacién) bajo condiciones de invernadero, mediante mediciones de area
relacionadas al crecimiento en la planta (medicién de érea foliar foliar total bajo diferentes vias de comunicacién entre plantas y tasa acumulada
total), disminucién del dafio por patégenos y plagas (area foliar de germinacién de semillas en policultivo.
dafiada, concentracion de &cido salicilico y ergosterol) y,
rendimiento de las plantas de frijol (cuantificacién de vainas por *
planta). Evaluacién del efecto del ambiente aéreo producido por las plantas aromaticas

en la germinacién del agente patégeno (Colletotrichum lindemuthianum).

3

Identificacion de los compuestos organicos volatiles emitidos por las plantas
aromaticas.

Especie en estudio

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) tiene su origen biogeografico en México
y es una de las leguminosas de gran importancia en Latinoamérica debido a su empleo en la
dieta alimenticia (Vargas-Vazquez et al. 2006; Lépiz-Ildefonso et al. 2010). El frijol se
produce en todas las regiones agricolas de México, en diversos sistemas de produccion y
épocas del ano (Vargas-Vazquez et al. 20006).

El frijol es afectado por diversas enfermedades entre las que destaca la antracnosis causada
por el hongo hemibiotrofo Colletotrichum lindemuthianum (Campa et al. 2009). Durante la
fase inicial de infeccidn, este hongo causa un dafio minimo en las células hospederas.
Después de penetrar la cuticula y la pared celular del hospedero, el patégeno inicia un
crecimiento de tipo biotrofico, con hifas primarias intracelulares. Posteriormente se forman
hifas estrechas, que inician el crecimiento necrotréfico, que conlleva a la muerte de las
células hospederas (Mendgen y Hahn 2002; Tavernier et al. 2007).

En este trabajo se empled Phaseolus vulgaris (frijol comun), variedad Flor de Junio
Marcela, como cultivo principal.
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Especies de plantas aromaticas utilizadas

Para este estudio se utilizaron las siguientes especies para asociarlas con el frijol: Ocimum
basilicum (albahaca), Tagetes erecta (cempazuchitl), Raphanus sativus (rabano),
Coriandrum sativum (cilantro).

El cempazuchitl (Tagetes erecta), dicotiledonea de la familia Asteraceae, es una especie
anual con tiempo de floracién de 2 meses, inflorescencias muy aromaticas en capitulo con
60 a 400 flores de pétalos ligulados amarillos o anaranjados, tallos herbaceos o arbustivos
glabros o ligeramente pubescentes y regularmente estriados, raices fibrosas (Neher 1966).
Presenta importancia econémica y cultural en México, principalmente porque desde épocas
prehispanicas se ha utilizado su flor en rituales y festividades dedicadas a la muerte
(Heyden 2002). Ademas, actualmente, las flores son procesadas a escala industrial para
obtener carotenoides (Piccaglia et al. 1998). Los extractos crudos se utilizan como
ingrediente del alimento de aves de corral para incrementar y promover el color amarillo de
la piel y la yema de los huevos (Hencken 1992).

El método de siembra de T. erecta suele ser directo o por trasplante, con una distancia entre
plantas de 40 cm., el cultivo es poco afectado por plagas y enfermedades, su Optimo
desarrollo es en suelos con pH de 6 a 8, en altitudes sobre el nivel del mar, de 8 a 2400 m
(Serrato-Cruz 2006).

Esta especie que ha sido estudiada con diversos objetivos antropogénicos, como: la
obtencion de antioxidantes, pigmentos, saborizantes y resinas para alimentos, como planta
medicinal, y en la agricultura por sus efectos como insecticida, nematicida, larvicida, abono
verde, controlador de malezas, atrayente y repelente de insectos (Olabiyi y Oyedunmade
2007; Sanchez-Ocampo 2008).

El cilantro (Coriandrum sativum L.) es una especie herbacea anual, tallo muy ramificado de
40 a 80 cm de alto, presenta flores perfectas en umbela, el cultivo presenta temperaturas
Optimas de crecimiento entre los 20 y 30 °C, en cuanto a los suelos, es recomendable suelos
profundos con buen drenaje (Morales 1995). Esta especie se adapta muy bien a altitudes de
1000 a 1300 m y suelos con pH de 5 a 7; su ciclo de vida es de 45 a 50 dias (Acufia 1988).
El aceite esencial de sus hojas contiene compuestos como el alcanfor, el acetato de
ciclohexanol, el limoneno y el alfa-pineno, que presentan efectos antioxidante y
antifingicos (Darughe et al. 2012).

El rabano (Raphanus sativus) es un cultivo horticola de rapida maduracion (20 a 30 dias).
Pertenece a la familia Cruciferae, originario de Europa y Asia, crece a altitudes de 190 a
1240 m; el sistema radicular del rdbano se caracteriza por una raiz pivotante, las hojas son
compuestas, imparipinadas, con presencia de tricomas, inflorescencia racimosa. La
germinacion de esta especie es Optima a los 25 °C, con fotoperiodo largo; en cuanto a los
requerimientos edaficos son, suelos de buena textura, abundante materia organica, los
suelos arcillosos no son adecuados, tolera un pH entre 6 y 7 (Rojas 1983)

Las hojas y las raices del rabano (Raphanus sativus) han sido usadas en varias partes del
mundo como agente anti-cancerigeno antimicrobiano y antiviral. Sus extractos han
mostrado efectos contra Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyposa,
Sarcinia lutea, Staphylococcus epidermitis y contra el virus de la influenza. Se ha
encontrado que presenta péptidos ricos en cisteina con substancial actividad antifungica
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efectiva a minimas concentraciones que van de 30 a 60 pg/ml. Las hojas contienen acido
cafeico y dacido feralico con propiedades antifungicas; &acido hydrocindmico, p-
hidroxibenzoico con propiedades antimicrobianas (Pérez-Gutiérrez y Lule-Pérez 2004).
Adicionalmente se ha encontrado que las plantas de rabano liberan compuestos como los
isotiocianatos, que presentan elevada actividad antifungica (Smolinska y Horbowicz 1999).

La albahaca (Ocimum basilicum) pertenece a la familia Labiatae, hierba anual, aromatica,
glabra o un poco pubescente, de 30 a 50 cm de altura, con centro de origen en Asia (Linares
et al. 1996). La planta tiene un 6ptimo desarrollo entre los 15 y 25 °C, requiere de suelos
ricos, fertilizados y bien drenados, también se puede cultivar entre los 0 y 1000 m de altitud
y se sabe que al aumentar la altitud disminuye el rendimiento de los aceites esenciales, que
son linalol, geraniol citral, alcanfor, eugenol y timol (Brisefio-Ruiz et al. 2013). Es una
planta aromatica usada como condimento, que ha mostrado un espectro de efectos
antimicrobianos, que depende del tipo de extracto (etandlico, metanolico o hexanénico)
(Adigiizel et al. 2005). Ademas, es posible estimular a las raices para exudar diversos
compuestos de novo (Bais et al. 2004).

Area de trabajo.

La fase experimental del trabajo en campo se realizO en los terrenos de cultivos
experimentales ubicados en la zona sur de las instalaciones del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados, unidad Irapuato del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV -
Irapuato, IPN), en el Km. 9.6, Libramiento Norte carretera Irapuato-Leo6n, Irapuato,
Guanajuato, México.

Los terrenos de cultivo se encuentran en el municipio de Irapuato, Gto. Este municipio se
encuentra entre los paralelos 20° 517y 20° 30" de latitud norte; y los meridianos 101° 08" y
101° 33" longitud oeste, en la provincia del Eje Neovolcanico Mexicano, subprovincia del
Bajio Guanajuatense. Las condiciones de campo que prevalecen, de acuerdo al prontuario
de informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos, son: altitud entre
1600 y 1900 msnm, rango anual de temperatura entre 16 y 22 °C, un rango de precipitacion
anual entre 600 a 900 mm, clima semicalido subhimedo con lluvias en verano, suelo
predominante tipo vertisol (INEGI 2009).

Origen del material bioldgico utilizado.

e Phaseolus vulgaris (frijol coman), variedad Flor de Junio Marcela.
Las semillas fueron proporcionadas por el laboratorio de ecologia de plantas, del
Departamento de Ingenieria Genética del CINVESTAYV -Irapuato.

e Ocimum basilicum (albahaca), Tagetes erecta (cempazuchitl), Raphanus sativus
(rdbano), Coriandrum sativum (cilantro).
Las semillas fueron adquiridas en “El Semillero de Oro, S.A de C. V.”, quienes
reportan que las semillas provienen de plantas originarias del Bajio Mexicano.
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e Colletotrichum lindemuthianum (cepa 1088).

Hongo fitopatdogeno con el que se realizaron infecciones a las plantas de frijol. La
cepa fue proporcionada por el laboratorio de ecologia de plantas, del Departamento
de Ingenieria Genética del CINVESTAV-Irapuato. Esta cepa se caracteriza por ser
exclusiva de la region Norte-centro de México, y se reconoce que las variedades
Meéxico 222 y la AB136 son susceptibles a esta cepa, de acuerdo a los cultivares
diferenciales (Pastor-Corrales 1991). Adicionalmente se le asigna un nivel de
virulencia bajo, de 16.6 (Rodriguez-guerra et al. 2006). Este organismo se mantuvo
en medio PDA por 3 resiembras y en la cuarta se inoculaba en plantas de frijol para
aislarlo nuevamente y asi mantuviera su virulencia.

Disefio experimental.

El experimento consistio en dos ciclos de cultivo exploratorios de asociacion bajo
condiciones de campo, durante los periodos julio-octubre del 2013 y en febrero-abril del
2014. Adicionalmente se realizaron cultivos subsecuentes en condiciones de invernadero
durante los meses de noviembre del 2013 y mayo del 2014.

Manejo del experimento en condiciones de campo.

Se realiz6 la colecta de suelo y posteriores analisis fisico-quimicos, determinacion de
tiempo de infeccion de plantas con Colletotrichum lindemuthianum, y 2 experimentos de
asociacion de cultivos en los periodos julio-octubre del 2013 y febrero-abril del 2014.

Pardmetros fisico-
quimicos del suelo
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En los terrenos de cultivos experimentales, ubicados en la
zona sur de las instalaciones del Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados, unidad Irapuato del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV-Irapuato, IPN), se
eligieron 16 puntos de muestreo al azar, de donde se
tomaron 250 g. de suelo seco, por sitio, entre los 20 y 30
cm de profundidad (NOM-021-RECNAT-2000).

Se realiz6 una mezcla de cada 4 muestras para obtener un
total de 4 réplicas compuestas (repeticiones)

Las muestras se mandaron analizar al Laboratorio Central
Universitario, del Departamento de Suelos, de la
Universidad Autonoma Chapingo (UACH), a cargo del
Ing. Arturo Jiménez Lopez.



El laboratorio report6 la siguiente metodologia de analisis:

e pH: Potenciométrico, relacion suelo:agua, 1:2
e Materia organica (MO) Walkey Black

e Nitrogeno Total: Arrastre de vapor Kjeldahl
e Fosforo asimilable: Olsen

e Potasio: extraido en acetato de amonio IN, pH 7, relacion
1:20 y determinado por espectrofotometria de emision de
flama.

e Capacidad de Intercambio Cationico (CIC): Acetato de
amonio 1N, pH 7, y determinado por arrastre de vapor.

e (apacidad de campo (CC): Olla de presion a 0.3 Atm.

e Textura: Hidrometro de Bouyoucus.

Inoculacion de conidios
de C. lindemuthianum

Se tomod una caja Petri con Colletotrichum lindemuthianum,
del patotipo 1088, cultivada en medio papa-dextrosa-agar
(PDA), que presentaba conidios abundantes.

Se agregaron 5 mL. de agua destilada estéril al interior de la
caja Petri.

Con una varilla de pléstico se raspo hasta que la concentracion
de conidios en el agua fuera abundante.La suspension de
conidios fue depositada en recipientes de volumen adecuado.

De la suspension se tomo6 una alicuota y se contaron los
conidios en un hematocitometro

La suspension de conidios se diluyd a una concentracion de
6 2 .

1x10° conidios por ml de agua y se colocod en un aspersor de

agua, de uso doméstico.

Las plantas de frijol se asperjaron con la suspension en ambas
caras de las hojas, hasta un mojado uniforme.

Se espero a que secara el agua.

Con una bolsa plastica transparente se cubrid la planta
infectada.

La bolsa se retir6 al tomar las muestras.
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Curva de incremento de
dcido salicilico

Durante julio del 2013, en los terrenos de cultivos
experimentales, ubicados en el CINVESTAV-Irapuato se
delimit6 una parcela de cultivo de 4 m. x 2.5 m., con 3 hileras
(surcos) separadas por 80 cm.

Se realizd siembra directa de las semillas de P. vulgaris
variedad Flor de Junio Marcela, en las 3 hileras, con una
separacion entre plantas de 40 cm.

No se realizo fertilizacion, ni riego.

A las 9 semanas posteriores a la geminacion se inocularon
conidios de Colletotrichum lindemuthianum, a wuna
concentracion de 1x10° conidios por ml de agua, en 10 plantas,
10 plantas adicionales permanecieron como controles.

Se tomaron 20 muestras (10 repeticiones de tratamientos y 10
repeticiones de controles) de 250 mg de hoja a 0, 20, 40, 60 y
180 minutos posteriores a la aplicacion de la suspension de
conidios.

Se determind la concentracion de acido salicilico por medio de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de
acuerdo a la siguiente técnica (Extraccion y cuantificacion de
acido salicilico).

Extracciony
cuantificacion de dcido
salicilico

De acuerdo a la técnica para extraccion y cuantificacion de
acido salicilico (Malamy et al. 1992), se pesaron 250 mg de
tejido molido congelado y se adicionaron 0.750 mL de metanol
al 90% y 250 ng de acido ortoanisico (Sigma-Aldrich USA).

Se incub6d 12 horas a -4°C y posteriormente se centrifugaron
las muestras durante 15 minutos a 13000 rpm

El sobrenadante se reservo y la pastilla se suspendio en 0.750
mL de metanol al 100% para centrifugarla durante 15 minutos
a 13000 rpm

Los sobrenadantes se combinaron y el metanol se evapor6 al
vacio.

La pastilla resultante se suspendid6 en 0.5 mL de &cido
tricloroacético al 5% con agua destilada, para centrifugarla
posteriormente a 6000 rpm por 10 minutos.

La fase organica (superior) fue separada y secada con
nitrégeno.

La pastilla se derivatizo adicionando 20 pL de piridina'y 80 pL
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de BSTFA (N, O-Bis (trimethylsilyl)trifluoroacetamide with
trimethylchlorosilane; SIGMA-ALDRICH, Alemania).

Se dej6 incubar 1 hora en campana de extraccion.

Las muestras se inyectaron directamente a un cromatografo de
gases acoplado a espectrometro de masas (Agilent 7890 series
acoplado a un detector de tres ejes, con ionizacion electronica
selectiva de masas, (Agilent Technologies, Santa Clara CA,
USA) con una columna DB-IMS (60m. X 250 um X 0.25 um
Agilent Technologies), acoplado a un espectro de masas (MSD
5973) en modo de deteccion SIM para los iones 73, 135 y
282).

La temperatura del horno se programé de 150 °C por 3
minutos, después, un aumento de 4 °C/minuto hasta 260 °C
por 25 minutos. La velocidad del flujo de gas helio fue de 1
ml/min. La temperatura del inyector fue de 250 °C.
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Extracciony
cuantificacion de
ergosterol.

Se pesaron 0.5 g de tejido vegetal freso.

Se agregaron 0.5 mL de etanol absoluto a 4 °C.
La muestra se dejo reposar 3 minutos
Posteriormente se molié en mortero estéril.

Se recupero el triturado y se enjuago6 el mortero con 0.5 mL de
etanol absoluto para luego mezclar el etanol con el triturado.

La muestra se centrifugd 5 minutos a 14000 rpm y el el
sobrenadante se guardo.

La pastilla se suspendio en 0.5 mL de etanol absoluto a 4 °C,
para después agitarla y centrifugarla 5 minutos a 14000 rpm.

Los sobrenadantes se juntaron y el volumen se ajustdé a 1.5
mL. con etanol absoluto

El sobrenadante se pas6 por filtros SEP-PAK C18 (Waters
Associates Inc., Milford MA, USA).

Las muestras se analizaron por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), en un equipo Shimadzu class 10A series,
Kyoto, Japon, con dos bombas LC-10AT equipado con el
software Class LC-10AT series, version 5.03 (Shimadzu,
Kyoto, Japon), con una columna Zorbax CI18 (Agilent
technologies, Wilmington, DE, USA).

Area foliar total y
dafiada

Este procedimiento se llevd a cabo sin cortar las hojas de las
plantas.

Se colocaron las hojas de la planta de interés entre una placa
circular de acrilico transparente de 20 cm de didmetro y otra
placa circular de acrilico blanco, de las mismas dimensiones,
pero con una escala de 6 cm.

Las hojas asi prensadas fueron colocadas en posicion para la
toma de fotografias con una camara digital SONY C1904.

Las imagenes se procesaron con el programa ImagelJ (software
libre).

Para cada imagen se realizé una transformacion de los pixeles
de la escala a cm, con ello los valores en pixeles de la imagen
de las hojas era trasformado a area.
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Pardametros de
rendimiento.

El area foliar se determind por medio de la técnica descrita
anteriormente, con el software ImageJ

Para la cuantificacion de las vainas, se esperd a que mas del 70
% de las plantas se encontraran en punto de cosecha (vainas
llenas y con color marrdén) y se contaron (Escalante y Kohashi
1993).

Cultivos en campo

Durante julio del 2013 y abril del 2014, en los terrenos de
cultivos experimentales, del CINVESTAV-Irapuato se
delimitaron 25 parcelas de 4 m. x 2.5 m., con 3 hileras (surcos)
separadas por 80 cm. y un distanciamiento entre parcelas de 2
m. véase Figura 1. las cuales fueron distribuidas
completamente al azar en el terreno de cultivo.

En el periodo julio-octubre del 2013 se realizaron los
tratamientos: P. vulgaris-Ocimum basilicum, P. vulgaris-
Tagetes erecta, P. vulgaris-Raphanus sativus, P. vulgaris-
Coriandrum sativum y P. vulgaris-P. vulgaris (como control).

En el periodo febrero-abril del 2014 se repitieron los
tratamientos: P. vulgaris-Ocimum basilicum, P. wvulgaris-
Tagetes erecta y P. vulgaris-P. vulgaris.

Las semillas de frijol fueron sembradas directamente en las 3
hileras de todas las parcelas. Sin embargo, en la hilera central
se colocaron 4 semillas de frijol y 5 semillas de la especie a
asociar (distancia entre planta y planta de 40 cm.).

Cada parcela constituyd una unidad experimental y se
distribuyeron completamente al azar en el terreno de cultivo,
cada tratamiento presentd 5 repeticiones (5 parcelas).

No se realizo riego ni fertilizacion en el periodo Julio-Octubre
del 2013, mientras que en el periodo Febrero-Abril del 2014
solo se aplico riego 3 veces a la semana.

En el 2013 se determind el area foliar y el porcentaje natural
de dafio foliar por herbivoros y patéogenos a la 3, 6, 9 Y 11
semanas posteriores a la germinacion y, a las 6 y 11 semanas
en el 2014.

Se realizdo la inoculacion de las plantas de frijol con la
suspension de conidios de Colletotrichum lindemuthianum a
una concentracién de 1x10° conidios por ml de agua, en la
novena semana posterior a la germinacion de las semillas, en
ambos ciclos.

Posteriormente se tomaron muestras de hoja a 0 y 180 minutos
posteriores a la inoculacion del patdgeno, en el periodo Julio-
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Octubre del 2013 y, a los 0, 180 minutos y 24 horas en el
periodo febrero-Abril del 2014.

e Alas 11 semanas posteriores a la germinacion de ambos ciclos
de cultivo se tomaron muestras foliares compuestas para
cuantificar el ergosterol, con un n= 5 para el primer ciclo de
cultivo y n=10 para el segundo ciclo de cultivo.

e Al final de los ciclos de cultivo se midieron parametros del
rendimiento del frijol, con la técnica de Escalante y Kohashy
(2013) mencionada anteriormente.

Especie en asociacion

Figura 1 Representacion de una parcela (unidad experimental) donde se cultivaron
plantas de frijol intercaladas con otras especies de plantas aromaticas. Se utiliz un
total de 25 parcelas, 5 repeticiones para cada tratamiento.

Manejo del experimento en condiciones de invernadero.

Posteriormente, los cultivos se llevaron a cabo bajo condiciones de invernadero,
unicamente con las asociaciones frijol-frijol, frijol-albahaca y frijol-cempaztchitl.

Para indagar si se presentaban efectos en el desarrollo de las plantas de frijol causados por
las platas vecinas, se realizaron dos experimentos: uno para evaluar el porcentaje de
germinacion de semillas de frijol y otro para la germinacion de los conidios de
Colletotrichum lindemuthianum.
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Germinacion de
semillas de frijol
asociadas a semillas.

e Se realizaron 3 tratamientos: semillas de frijol asociadas a
semillas de frijol, semillas de frijol asociadas a albahaca y
semillas de frijol asociadas a cempazichitl véase Figura 2.

Dentro de cajas plasticas de 9 cm de alto x 15cm de ancho x
23 cm de largo (REYMA, México) se colocaron 50 semillas
de frijol y 50 semillas de la especie a asociar, por caja.

e Las semillas se colocaron a 27 °C y se esperd su germinacion.

e Al segundo dia de iniciado el experimento se contabilizaron
las semillas germinadas y se obtuvo su porcentaje, lo mismo
paraeldia3,4yS5.

EXPERIMENTO DE GERMINACION DE SEMILLAS DE FRUOL ASOCIADAS A SEMILLAS

b@@@ O) b.—n@-m@—JKCD.C).C).C)J

TRATAMIENTO TRATAMIENTOS
Semillas de frijol en monocultivo. Semillas de frijol en co-cultivo.

@ Frijol 0 Albahaca wamm_ Cempazuchitl

Figura 2 Representacion de los tres tratamientos del primer experimento de
germinacion de semillas de frijol, en donde se colocaron semillas de las diferentes
especies dentro de cajas plasticas.

Germinacion de
semillas de frijol
asociadas a plantulas.

e Se realizaron 4 tratamientos, asociando semillas de frijol-
frijol, semillas de frijol-plantulas de frijol (controles), semillas
de frijol-plantulas de albahaca y semillas de frijol-plantulas de
cempazuchitl véase Figura 3.

e En 10 cajas de plastico de 9cm de alto x 15cm de ancho x 23
cm de largo se colocaron 50 semillas de albahaca, en otras 10
cajas 50 semillas de cempazuchitl y en 10 cajas restantes 50
semillas de frijol.

e Todas las semillas se germinaron a 27 °C.

e A una semana posterior a la germinacion de las semillas se
colocaron 100 semillas de frijol en cajas vacias y 50 semillas
de frijol en cada caja de las que contenian plantulas
intercalandolas las plantulas.

e Todas las cajas se colocaron a 27 °C y al segundo dia se
comenzd el conteo de semillas germinadas de frijol para
determinar su porcentaje.

45



EXPERIMENTO DE GERMINACION DE SEMILLAS DE FRUOL ASOCIADAS A PLANTULAS

CONTROLES TRATAMIENTOS
Semillas de frijol en monocultivo Semillas de frijol en asociacion
con semillas y plantulas de frijol. con plantulas de otra especie.

N e Lo

Figura 3 Representacion de los dos tratamientos y dos controles del segundo
experimento de germinacion de semillas de frijol, en donde se colocaron semillas de
frijol asociadas a plantulas de la misma o de otras especies, dentro de cajas
plasticas.

Germinacion de
conidios de C.
lindemuthianum.

Realizado bajo el disefio del experimento anterior, véase
Figura 3.

Dos dias posteriores a la agregacion del segundo lote de
semillas se colocaron 2 recipientes plasticos de 1.5 cm. de
alto por 4 cm de diametro con una capa de agar a la cual se le
agregaron 100 pL. de una suspension de conidios a una
concentracién de 1x10° por ml.

Después de 12 y 24 hrs. se tomaron muestras del agar de 1
2
cm”.

El agar se colocd en portaobjetos y a cada muestra se le
agregd una gota de azul de lactofenol al 100 % (MERCK,
USA).

Las muestras se observaron en el microscopio para realizar el
conteo de conidios germinados y determinar su porcentaje.

Vias de percepcion de
compuestos voldtiles.
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En este experimento se utilizaron cajas de pléstico grandes
(macetas) de 9 de alto x 15c¢cm de ancho x 23 cm de largo y
cajas chicas de 11cm x 11cm x 7 cm (REYMA, México).

Se realizd un disefio de dos factores, el primer factor fue la
asociacion-.frijol-frijol, frijol-albahaca y frijol-cempazuchitl,
el segundo factor fue la via de interaccion: total, aérea,
subterranea o ninguna, véase Figura 4.

Para lograr una sefializacion completa se colocaron 2 semillas
en una maceta y se cubrieron con otra caja completa.



e Para la sefializacién subterranea se colocaron 2 semillas en
una maceta y se cubrieron con dos cajas chicas.

e La sefalizacion aérea se realizO colocando semillas
individuales en cajas chicas y cubriendo los pares con una
caja grande.

e Por ultimo, las plantas control, sin sefializacioén se colocaron
en cajas chicas individuales, que se cubrieron con cajas
chicas.

e Se tomaron fotografias foliares del frijol a 1, 2, y 3 semanas
posteriores a la germinacidon para determinar el area foliar
total por planta.

EXPERIMENTO DE GERMINACION DE SEMILLAS DE FRUOL ASOCIADAS A PLANTULAS

FRUESTUES WS

TRATAMIENTO mmm TRATAMIENTO
Asoclaciéncompleta  Sélo asoclacié =] Sélo asoclaclén aérea Illld:-dlmildén

Figura 4 Representacion de los cuatro tratamientos del tercer experimento en
invernadero para evaluar el efecto de las vias de sefializacion (aérea o subterrdnea) en
el desarrollo de las plantas de frijol.



Determinacion del
tiempo de exposicion
de las fibras SPME.

Se colocod 1 fibra (50/30 um, DVB/CAR/PDSM; Supelco,
Bellefonte, PA, USA) de carboxen/
polidimetilsiloxano/carbowax, usadas en las pruebas de
“headspace” para microextraccion en fase sélida (SPME),
dentro de una caja de acrilico (de 50 cm de alto por 40 cm de
largo, por 20 cm de ancho), que contenia 2 plantas de frijol, o
2 de albahaca o 2 de cempazichitl.

El experimento se realizd con 5 repeticiones.

Las fibras se expusieron al ambiente interior por 1, 2, 3, 4y
24 horas.

Las fibras se desorbieron en un cromatdgrafo de gases
acoplado a espectrometro de masas (GC-MS) (Agilent
Technologies Gas Chromatograph 7890A) con una columna
J&W DB-5MS UI: USD611826H al 5% de fenil-metil-
polisiloxano de 20 m x 180 pm x 0.36 pm. La temperatura del
horno se program6é de 60 °C a 80°C a 5°C/min.,
posteriormente de 80°C a 210°C a 8°C/min. donde se
mantuvo retenida por 26.25 minutos. La velocidad del flujo
de gas helio fue de 1.6 ml/min. La temperatura del inyector
fue de 180 °C.

La identificacion de los compuestos fue realizada por
comparacion con el espectro de masas de la biblioteca Nist®™
0.5.

Determinacion de los
compuestos orgdnicos
voldtiles

Se colocaron 2 plantas en cada caja de acrilico en las
combinaciones:  frijol-frijol, frijol-albahaca, albahaca-
albahaca, frijol-cempazuchitl y cempazichitl-cempazichitl,
véase Figura 5.

Las fibras de microextraccion en fase sélida se expusieron al
ambiente interior por 3hrs

Se procedid al andlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, bajo el método descrito con
anterioridad para fibras SPME.

Los compuestos obtenidos en el cromatograma fueron
determinado por comparacién con la biblioteca Nist™ 0.5.
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Figura 5 Representacion del experimento realizado para tomar muestras de
compuestos orgdnicos voldtiles.

Determinacion de los
compuestos voldtiles
representativos.

Se sobrepusieron todos los cromatogramas de cada
tratamiento.

Se delimitdé un umbral minimo de 200,000 unidades de area
bajo la curva, sobre la cual se buscaron los 2 o 3 picos mas
altos para cada especie, que se presentaran en las 5
repeticiones.

Se realiz6 lo mismo con cada tratamiento

Los compuestos resultantes, con mayor abundancia y mas
constantemente encontrados en los perfiles de cada especie, se
asignaron como “compuestos volatiles representativos.
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RESULTADOS.

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA DE PROCESOS DE FACILITACION EN CAMPO.

Caracteristicas edaficas

Los valores obtenidos del analisis del suelo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Tabla de los parametros fisico-quimicos encontrados en las muestras del suelo donde se realizaron los
experimentos en campo.

Parametro Resultado Parametro Resultado

Capacidad de Intercambio catiénico (Cmol

PH 79| s/ke)

48.97

% Materia Organica 1.95
% Nitrégeno Total 0.09 % de Porosidad 47.47
P asimilable (mg/Kg) 14.18 % de Capacidad de campo 50.46
K asimilable (mg/Kg) 824.00 Textura Arcillosa

1000 1
B Control

900 1 W Cempazuchitl

M Albahaca
Cilantro

700 1 B Rabano

800 1

600 1
500 1
400 1
300 1

Area Foliar en cm?

200 1
100 1

Semana 3 Semana 6 Semana 9 Semana 11

Semanas posteriores a la germinacion

Figura 6 Area foliar de plantas del frijol cultivadas en combinacién con diferentes especies, durante el periodo julio-Octubre
del 2013. (Media +/- EE, n= 19, 9, 5 y 5 respectivamente para cada semana). Diferencias estadisticamente significativas
representadas con (*), Tukey: p< 0.05.
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Area foliar en campo

Durante la primera repeticion (periodo del 2013) se observo un incremento significativo del
area foliar (P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=19) de las plantas de frijol
asociadas a albahaca, en la semana 3 posterior a su germinacién, mientras que a semanas
posteriores solo se mantuvo esa tendencia, véase Figura 6. Este patrén también se encontrd
en el segundo ciclo de cultivo (periodo del 2014) bajo los tratamientos de frijol con
albahaca o cempazuchitl, a 6 y 11 semanas posteriores a la inoculacion, véase Figura 7.

500 1
M control
400 < M Albahaca

Ng [ | Cempazuchitl
S 300 4
5 * %
XS]
< 200 4
o
<
100 <

6 11

Tratamientos en semanas posteriores a la germinacion

Figura 7 Area foliar de plantas de frijol del periodo febrero-abril del 2014 (Media +/- EE, n= 12 y 6 respectivamente para cada semana,
diferencias estadisticamente significativas (*) con elcontrol de cada semana, de acuerdo a prueba de Tukey (p< 0.05).

Dario foliar en campo

El dafio foliar por patogenos, en plantas de frijol asociadas a cempazichitl y albahaca, no
presentod diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, los promedios de los
controles estuvieron por debajo de los pertenecientes al grupo control, en el primer ciclo de
cultivo, véase Figura 8. En el segundo ciclo de cultivo, en la semana 6 posterior a la
germinacion, los frijoles asociados a albahaca mostraron dafio por agentes patogenos, y
tampoco fue significativamente menor el dafio por herbivoria (P<0.05, de acuerdo a la
prueba pos hoc de Tukey, n=12), sin embargo, en la semana 11, los frijoles en monocultivo
y los asociados a las plantas de albahaca no presentaron diferencias significativas, mientras
que los frijoles asociados a cempazuchitl mostraron un mayor dafio significativo por
herbivoros (P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=6), véase Figura 9.
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Figura 8 Dafo por herbivoros y patégenos del el periodo Julio-Octubre del 2013 (Media +/- EE, n= 19, 9, 5y 5 respectivamente para
cada semana).

30 1 M control *
B Albahaca
| Cempazuchitl

Porcentaje de dafio foliar.
o

6 11

Semanas posteriores a la germinacion

Figura 9 Dafio por herbivoria del periodo Febrero-Abril del 2014. (Media +/- EE, n= 12 y 6 respectivamente para cada
semana, diferencias estadisticamente significativas (*) con el control de cada semana, de acuerdo a Tukey (P< 0.05).
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Una grafica de dispersion del dafo foliar de la semana 6 del periodo febrero-abril del 2014
muestra que, cuando se asociaron las plantas de frijol con las de albahaca, el dafio por
herbivoria fue significativamente menor (P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey,
n=12) y presentaron areas foliares significativamente mayores que el grupo control
(P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=12). En cambio, las plantas de frijol
asociadas a cempazuichitl no tenian diferencias significativas de dafio foliar, en
comparacion con el grupo control, pero si se observo una tendencia de mayor porcentaje de
dafio cuando sus areas foliares eran menores (plantas més pequefias), sin embargo, el area
foliar mostr6 diferencias (P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=12) con el
grupo control, de monocultivo de frijol, véase Figura 10.
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Figura 10 Relacion dafio foliar/area foliar total a 6 semanas posteriores a la germinacion de las plantas de frijol,
durante el periodo de cultivo Febrero-Abril del 2014 (Media +/- EE, n=13, frijol; 12, albahaca y 10, cempazuchitl,
diferencias estadisticamente significativas (*) con el control de cada variable, de acuerdo a Tukey (p< 0.05).

Acido salicilico en campo

Al determinar las concentraciones de acido salicilico a diferentes tiempos posteriores a la
inoculacion de Colletotrichum lindemuthianum se encontré un incremento gradual del
metabolito a partir de la inoculacion del patdégeno. Sin embargo, éste incremento fue
distinguible de un estado basal a 3 horas posteriores de la inoculacion, véase Figura 11.
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M Tratamiento, inoculado con patégeno.

M Control, sin inoculacion de patogeno.

Acido salicilico en ng/g de peso fresco

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Minutos posteriores a la inoculacién del patégeno.

Figura 11 Incremento de la concentracion de acido salicilico libre en plantas de frijol variedad Flor de junio Marcela, a
diferentes tiempos posteriores a la inoculacion de conidios de Colletotrichum lindemuthianum.

Los analisis posteriores de acido salicilico, durante el periodo julio-octubre del 2013,
mostraron una elevada variabilidad, aunada a un ligero aumento en el promedio de las
concentraciones del metabolito, a 3 horas posteriores de la inoculacion, véase Figura 12.
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Tiempo en horas posteriores a la infeccion con C. lindemuthianum.

Figura 12 Incremento del &cido salicilico libre en tejido foliar de frijol inoculado con conidios de Colletotrichum
lindemuthianum, en el periodo julio-octubre del 2013 (Media +/- EE, n=5).
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En el periodo febrero-abril del 2014 se observd una tendencia a incrementar las
concentraciones de acido salicilico, en las asociaciones frijol-frijol y frijol-cempazichitl,
mientras que en el tratamiento con albahaca no se presentd este aumento en las
concentraciones del compuesto. Adicionalmente, es posible observar que el
comportamiento de las concentraciones de acido salicilico para el tratamiento con frijol y
cempazuchitl es diferente a sus respectivos controles, sin inoculacion, representados con la
linea negra, véase Figura 13
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Figura 13 Incremento del acido salicilico libre en tejido foliar de frijol inoculado con conidios de Colletotrichum
lindemuthianum, en el periodo febrero-abril del 2014. (Media +/- EE, n=5). La linea negra representa grupos control extra,
sin inoculacion de patégeno y con una secuencia de muestreo igual a los tratamientos; el sombreado representa el error
estandar de esos grupos control.

Ergosterol en campo

En el periodo julio-octubre del 2013, las concentraciones de ergosterol presentaron una
tendencia a menor concentracion en el monocultivo de frijol, relativa a los tratamientos de
asociacion de especies, esto, a pesar del mayor dafio por hongos patdgenos naturales que
presento el monocultivo, véase Figura 14.
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Repeticion de los tratamientos en dos épocas de cultivo

Figura 14 Concentracion de ergosterol en tejido foliar de plantas de frijol pos-inoculacién de Colletotrichum
lindemuthianum. Periodo julio-octubre del 2013 (Media +/- EE, n=5).

En el periodo febrero-abril del 2014, el fenomeno se invirtio; el tratamiento control
presentd los mayores niveles de ergosterol, con diferencias significativas (P<0.05, de
acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=10), comparado con los tratamientos de albahaca
y cempazuchitl. Sin embargo, no se observd dafio causado por patdégenos en ninglin
tratamiento, véase Figura 15.
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Figura 15 Concentraciones de ergosterol en tejido foliar de plantas de frijol posinfectados por Colletotrichum
lindemuthianum. Periodo febrero-abril del 2014 (Media +/- EE, n= 10, diferencias estadisticamente significativas (*)
con el control, de acuerdo a Tukey (p< 0.05).
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Rendimiento de cosecha en campo

La produccion de los frijoles, evaluada en el nimero de vainas normales por planta,
presentd promedios menores en el nimero de vainas para el monocultivo, en ambos ciclos
de cultivo; julio-octubre del 2013 y febrero-abril del 2014, que la observada en las
combinaciones de esta especie con albahaca o con cempazuchitl, véase Figura 16.

Numero de vainas

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Repeticion de los tratamientos en dos épocas de cultivo

[l Frijol [l Albahaca [l Cempazuchitl Cilantro [l Réabano

Figura 16 Produccion de vainas por planta de frijol. Las barras con el nimero 1 se refieren al periodo julio-octubre
del 2013 (Media +/- EE, n= 11, 15, 18, 15, 12 respectivamente para cada tratamiento). Las barras con el nimero 2
corresponden al periodo febrero-abril del 2014 (Media +/- EE, n= 10 para todos los tratamientos.

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LOS COMPUESTOS VOLATILES EN SU
PAPEL DENTRO DE LOS PROCESOS DE FACILITACION.

Efectos de la asociacion de especies en la germinacion de semillas y conidios, bajo
condiciones de invernadero

Se presentd un mayor porcentaje acumulado de germinacién (P<0.05, de acuerdo a la
prueba pos hoc de Tukey, n=4) en el monocultivo de semillas de frijol, a las 72 horas de
iniciada la germinacion, en el experimento de asociacion de semillas-semillas, véase Figura
17.

En el experimento de combinacién de semillas con plantulas, se observd una tendencia a
mayor porcentaje acumulado de germinacion de las semillas de frijol asociadas a plantulas
de albahaca y cempazuchitl, a las 72 horas de iniciada la germinacion, véase Figura 18.
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Figura 17 Porcentaje acumulado de germinacion de semillas de frijol asociadas a semillas de frijol, de albahaca o de
cempazuchitl. (Media +/- EE, n= 4). Diferencias estadisticamente significativas (*) con el control de la misma hora,

de acuerdo a Tukey (p<0.05).
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Figura 18 Porcentaje acumulado de germinacion de semillas de frijol asociadas a plantulas de frijol, de albahaca o
de cempazUchitl, y un control de semillas de frijol asociadas a semillas de frijol (Media +/- EE, n= 10).
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Figura 19 Porcentaje de germinacion de conidios a las 24 y 48 de exponerlos en un ambiente aéreo de plantas. (Media
+/- EE, n= 4, diferencias estadisticamente significativas (*) con el control, de acuerdo a Tukey, p< 0.05.

La germinacion de conidios pertenecientes a Colletotrichum lindemuthianum, en presencia
de plantulas de cempazuchitl, fue significativamente menor que en el grupo control, a 24 y
48 horas de exposicion, mientras que con albahaca sélo fue significativo a 24 horas
(P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de Tukey, n=4), véase Figura 19 Porcentaje de
germinacion de conidios a las 24 y 48 de exponerlos en un ambiente aéreo de plantas. (Media +/-
EE, n= 4, diferencias estadisticamente significativas (*) con el control, de acuerdo a Tukey, p<
0.05.

Area foliar en invernadero

Se observo un incremento significativo en el area foliar total de plantas de frijol asociadas a
plantas de albahaca, después de 4 semanas de su germinacién y crecimiento en macetas
separadas, en condiciones de invernadero (P<0.05, de acuerdo a la prueba pos hoc de
Tukey, n=6), véase Figura 20.
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Figura 20 Area foliar de plantas de frijol 4 semanas posteriores a su germinacion, en invernadero. (Media +/- EE, n=
6, diferencias estadisticamente significativas (*) con el control, de acuerdo a Tukey, p< 0.05.

Al encerrar las plantas en cajas plasticas, separando sus vias de comunicacion-sefalizacion,
se encontrd que, bajo una comunicacion aérea las plantas de frijol asociadas a frijol y las
asociadas a albahaca tendieron a mantener areas foliares totales similares, mientras que las
asociadas a cempazichitl presentaron un promedio de area foliar menor, véase Figura 21
(A). Bajo un sistema de comunicacion subterranea las plantas de frijol asociadas a albahaca
mantuvieron un promedio cercano a 140 cm?, mientras que el resto de los tratamientos
presentaron menor area foliar, véase Figura 21 (B). En un disefio de comunicacion completa
las plantas de frijol asociadas a albahaca alcanzaron un promedio de area foliar cercano a
los 160 cm®, y los restantes tratamientos presentaron promedios de area foliar menores,
véase Figura 21 (C). Los tres graficos muestran también que en circunstancias de
sefializacion aérea, las plantas de frijol obtuvieron los mayores promedios de area foliar,
véase Figura 21.
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Determinacion de compuestos organicos volatiles

En los experimentos de estandarizacion del tiempo de exposicion de las fibras SPME, se
encontrd que a tiempos prolongados de exposicion (4 a 24 horas), los cromatogramas
resultantes presentaban picos indefinidos y las bases de los mismos muy por encima del
origen del eje de la abundancia (eje de las ordenadas al origen), véase Figura 22. En
cambio, a tiempos cortos de exposicion, de 2 a 3 horas, los cromatogramas resultantes
presentaron picos definidos con su base a nivel del 0 del eje de las ordenadas a origen,
véase Figura 23.
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Figura 22 Cromatograma de los compuestos volatiles emitidos por las plantas de cempazuchitl con un tiempo de
exposicion de las fribras para microextraccion en fase solida de 12 horas.
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Figura 23 Cromatograma de los compuestos volatiles emitidos por plantas de cempazuchitl, con un tiempo de
exposicion de las fibras para microextraccion en fase sélida de 2 horas.

Los perfiles de compuestos volatiles obtenidos para cada especie (frijol, albahaca y
cempazuichitl) se muestran en la Tabla 2.
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Frijol (Phaseolus vulgaris)

Albahaca (Ocimum basilicum)

Cempazuchitl (Tagetes erecta)

T.der. Com;?u_estos hit Areabajo la T.der.| Compuestos volatiles hit Area bajo la T.der. | Compuestos volatiles hit Areabajo la
volatiles curva curva curva
3.555 Oxime-, methoxy-phenyl- 87 1,425,333.00|
6.34 2-cthenyl-1,1-dimethyl-3- 16 1.381,652.00)
methylene-cyclohexane,
5.362 B-Pinene 10 2,989,446.00]
5.362 B-Myrcene 9.7 905,542.00]
5.702 (E)-3-Hexen-1-ol, acetate 33.8 15,747,875.00
6.138 (@)3-Hexen- 155 147 349 00
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6.369 D-Limonene 19.8  8,627.137.00
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8269 dimethyl-3- 6o 5 442 412.00
methylene-
cyclohexane
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methylene-cyclohexane methylene-cyclohexane
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9.00 methylethyl)-, 74 23,840,806.00
acetate,
(1a.,28.5)
a,04-trimethyl-3-
10.04 Cyclohexene-1-methanol 50 242,924.00
2-Cyclohexen-1-one, 3-
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11.55 2,6,11-trimethyl-Dodecane 11.55 11.8  7,502,248.00
dodecane
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Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene,
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-phenol
17.61 tau.-Cadinol 28 1,580,582.00|

Tabla 2 Perfiles de compuestos volatiles emitidos por las plantas de frijol, albahaca y cempazuchitl durante un tiempo de
3 horas de exposicion de las fibras de microextraccion en fase sélida.

Los compuestos representativos emitidos por las plantas de albahaca fueron el eugenol y el
trans-a-bergamoteno. El D-limoneno, el p-ocimeno y el -cariofileno fueron los
representativos para las plantas de cempazuchitl, véase Figura 24.
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Figura 24 Compuestos volatiles representativos de la albahaca y del cempazuchitl con sus respectivas areas bajo la
curva, determinadas en los cromatogramas
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DISCUSION.

Caracteristicas fisico-quimicas del suelo.

De acuerdo a los criterios de fertilidad de suelos, para los principales macro-elementos, la
concentracion de nitrogeno total de 0.09 % se considera medianamente pobre (Mufioz-
Iniestra et al. 2008), por lo que puede repercutir negativamente en la produccion del frijol,
debido a que se ha demostrado que los actuales cultivares de importancia agricola presentan
bajos potenciales de fijacion del elemento (Isoi y Yoshida 1991), de hecho, la adicion de
pequenias cantidades de nitrogeno incrementan el niumero de granos y peso seco, en
comparacion con plantas de frijol no fertilizadas (Daba y Haile 2002).

El fosforo asimilable a una concentracion de 14.18 mg/Kg también se considera bajo para
el optimo desarrollo de la mayoria de los cultivos de importancia agricola (NOM-021-
RECNAT-2000). Ademas, puede disminuir, ain mas, la capacidad de fijar nitrogeno (De
Groot et al. 2003; Attar et al. 2012).

Sin embargo, los 824 mg/Kg de potasio asimilable se catalogan en una concentracion rica
en potasio (Vazquez y Bautista 1993), por lo que su abundancia es adecuada para el
desarrollo de las plantas, de hecho, valores bajos de este macronutriente no serian posibles
con la elevada concentracion de arcillas (particulas del suelo con didmetros menores a
0.002 mm) que posee el suelo y su gran capacidad de intercambiar cationes (Aguado-Lara
et al. 2002).

La simple presencia de los nutrientes no es suficiente para catalogar la calidad de un suelo,
existen otras cualidades que interfieren o coadyuvan en el desarrollo de las plantas, por
ejemplo: el pH de este suelo se considera medianamente alcalino (NOM-021-RECNAT-
2000), lo que podria afectar la cantidad de nutrientes mencionados, pues la mayoria
presentan su mayor disponibilidad para las plantas entre un pH de 5.5 y 7 (Martin y
Sauerborn 2013). Por otra parte, la cantidad de materia organica (1.95 %) considerada
como pobre (NOM-021-RECNAT-2000) es indicadora de una baja estructura edafica
(formacion de agregados), lo que impide un adecuado flujo de aire y agua (y por
consiguiente de nutrientes) (Golchin et al. 1995; Albiach et al. 2001).

La clase textural arcillosa (NOM-021-RECNAT-2000) se encuentra relacionada con la
retencion y transporte de compuestos quimicos (Bautista-Cruz et al. 2004), determinados
por la capacidad de intercambio cationico (cationes intercambiables adsorbidos por un
suelo), que en este caso es muy elevada (NOM-021-RECNAT-2000) debido a la
numerosidad de las arcillas, que por su tamafo representan una gran superficie de contacto
de carga negativa en donde los cationes pueden ser atraidos, y actuar como cationes
asimilables para las plantas (Blaya y Garcia 2003).

La textura arcillosa también determina la retencion y transporte de agua (Bautista-Cruz et
al. 2004), medida, en este caso como la capacidad de campo (cantidad de agua retenida,
después de un riego excesivo), la cual por ser tan elevada permite la formacién de costras
en la superficie del suelo, lo que acarrea una elevada tasa de erosion por escorrentia vy,
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ademas, la retencion de agua o anegamiento (Navarro-Bravo et al. 2000) y aireacion
defectuosa de las raices (Blaya y Garcia 2003).

Efecto en el incremento de area foliar.

La tendencia a incrementar el area foliar total de las plantas de frijol asociadas a albahaca o
cempazuchitl, a expensas de las condiciones del suelo y la incidencia de patogenos, se
puede interpretar como facilitacion, definida como el fenomeno en el que una especie
mejora la supervivencia, crecimiento o adecuacion de otra (Callaway 1997). Al respecto
existen diversos reportes en ecosistemas o agroecosistemas, de hecho, con anterioridad, a
este efecto de facilitacion enfocado a la incidencia de plagas o enfermedades, se le conocia
como gremios de defensa de las plantas (Atsatt y O ' Dowd 1976). Como ejemplos podemos
mencionar que en las estepas de la Patagonia Argentina, la vegetacion crece en parches
debido a efectos de facilitacion con mayor intensidad que los de competencia (Aguiar y
Sala 1994), en el Valle de Hudson, Nueva York, se descubrié que existe un equilibrio entre
los procesos de facilitacion y competencia de las especies vegetales, dependiente de las
condiciones ambientales (Bertness y Shumway 1993; Berkowitz et al. 1995). También se
ha reportado un incremento en la altura y produccion de plantas de chicharo y rdabano a
asociarlas a lechuga (Camacho-Coronel 2011).

Este efecto de facilitacion puede ser mas intenso en condiciones ambientales estresantes
(Callaway et al. 2002). Donde se restringe la adquisicion de nutrientes por condiciones
fisicas, los organismos no compiten puesto que esto significa recursos no asignados al
crecimiento (Bertness y Shumway 1993; Greenlee y Callaway 1996; Callaway 1997).
Ademas es muy probable que este fendmeno tenga cierta cualidad de especie-especificidad,
puesto que solo ocurre bajo ciertas combinaciones de plantas (Callaway 1997).

Desafortunadamente muchos experimentos no explican el mecanismo activo de la
facilitacion. La literatura menciona que puede ser causada por la modificacion de la luz,
temperatura, agua, nutrientes, oxigenacion, tipo de sustrato, proteccion contra herbivoros,
polinizacion, concentracion de propagulos de hongos, desarrollo de micorrizas o diversidad
de microbios del suelo, s6lo por mencionar algunos (Callaway 1995). Sin embargo es
dificil que muchas de ellas sean capaces de presentar especie-especificidad.

Una explicacion es la percepcion de la radiacion luminica, ya que los individuos de
Arabidopsis pueden percibir si sus plantas vecinas son genéticamente cercanas o no y, asi
llevar a cabo procesos de facilitacion o competencia (Crepy y Casal 2015). Adicionalmente,
son bien conocidos los efectos del sombreado en las plantas, como el incremento en la
elongacion de los tallos (Casal 2013), o el aumento del area foliar, reportado en plantas de
Lycopersicon esculentum asociadas con Tagetes erecta (Gomez-rodriguez et al. 2007). Sin
embargo, estos cambios morfologicos que permiten mayor adecuacion en condiciones de
sombreado, conducen a una reduccion en la produccion (Yang et al. 2014), lo cual es
contrario a lo encontrado en este trabajo, puesto que las plantas de frijol asociadas a
albahaca o cempazuchitl mostraron mayor produccion de vainas que las del monocultivo.

Alternativamente es posible que estén actuando los compuestos volatiles emitidos por las
plantas, pues aunque no hay reportes de tal facilitacion, se sabe que algunos de ellos y
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muchos otros son emitidos por diversos microorganismos y presentan efectos directos en el
crecimiento de las plantas que los perciben (Kai et al. 2009).

Por ejemplo, los volatiles emitidos por cepas de Bacillius subtillis y Bacillus
amyloliquefaciens, se han identificado como promotores del crecimiento y de la induccioén
de la resistencia sistémica de las plantas que los perciben (Ryu et al. 2003); incluso se ha
encontrado que la emision de volatiles por Alternaria alternata promueven fuertemente la
acumulacion de almidon en hojas en plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas (Li et al.
2011).

El B-cariofileno, encontrado como uno de los compuestos volatiles representativos de
Tagetes erecta, se ha reportado también como un compuesto emitido por Talaromyces
wortmanii FS2, que mejora el crecimiento de plantulas de Brassica campestris L. var.
perviridis y su resistencia contra Colletotrichum higginsianum (Yamagiwa et al. 2011).

Disminucion en el dafio foliar

Durante el primer ciclo de cultivo (afio 2013) se pudo observar una tendencia visual de la
media a menor dafio causado por patdogenos naturales. Al evaluar el proceso de infeccion a
nivel bioquimico encontramos una concentracion mayor de ergosterol en los tratamientos
de asociacion, a pesar de su tendencia a menor dafio natural y nulo dafio causado por
Colletotrichum lindemuthianum. Durante el segundo ciclo de cultivo (afio 2014) no se
observo ningun dafio evidente de hojas causado por patdégenos naturales o el inoculado,
pero las concentraciones de ergosterol fueron mayores en el sistema de monocultivo que en
el de asociacion.

A pesar de que el ergosterol se ha propuesto como un buen indice para cuantificar la
biomasa fingica en raices micorrizadas, follaje, suelo, y muestras acuaticas (Castro y
Freitas 2000; Asran y Buchenauer 2003; Mohd As’wad et al. 2011), existen especies de
hongos patdgenos en las que la cantidad del metabolito se puede correlacionar con el dafio
y otras que no (Asran y Buchenauer 2003; Mohd As’wad et al. 2011). Por lo que en este
caso, parece el hongo patdogeno natural (posiblemente Uromyces phaseoli) no se puede
correlacionar de manera adecuada, mientras que el patogeno inoculado (Colletotrichum
lindemuthianum) al no presentar sintomas visibles en la planta, no se puede determinar si es
o no coorrelacionable. Adicionalmente, cabe aclarar que la cuantificacion de ergosterol
indic6 la biomasa del total de hongos y no de alguno en especifico.

Al determinar las concentraciones de acido salicilico, durante el primer ciclo de cultivo
(afio 2013) se observo una tendencia en todos los tratamientos a aumentar los niveles del
metabolito, sin embargo, todas las plantas presentaban dafio causado por patdgenos
naturales (presumiblemente Uromyces phaseoli) lo cual pudo interferir con los resultados,
de hecho, esta reportado que en plantas de frijoles susceptibles a esta enfermedad, se
aumentan las concentraciones de acido jasmoénico (Cavallo y Raggi 2002) con lo cual
pueden ocurrir interacciones negativas con la ruta acido salicilico (Koornneef y Pieterse
2008).

67



En el segundo ciclo de cultivo (ano 2014) sdlo se observo una tendencia a incrementar los
niveles de acido salicilico en los tratamientos con cempazuchitl y el monocultivo de frijol;
en el tratamiento con albahaca, donde se reportd menor dafio, no se observo variacion en la
concentracion del metabolito. Sin embargo, se sabe que las plantas resistentes a patdgenos
presentan una mayor concentracion de acido salicilico enddégeno que las no resistentes
(Meuwly et al. 1995). Por lo que es extrafio que las plantas de frijol asociadas a albahaca,
que presentaron menor dafio causado por patdogenos, no mostraran incrementos
comparables a los otros tratamientos.

Esta falta de incremento en los niveles de acido salicilico podria deberse que el tiempo de
muestreo no fue suficiente para alcanzar el punto maximo de concentracion de acido
salicilico. Por ejemplo, algunas especies como el trigo, la elevacion de las concentraciones
de acido salicilico ocurren a los tres dias de una inoculacion con patogenos (Pal et al.
2011). Sin embargo, no es el caso para este experimento, puesto que a las a las 24 h.
posteriores a la inoculacidn, los niveles de acido salicilico disminuyen nuevamente a un
estado basal. Ademas, estd reportado que algunos glucanos de la pared celular de
uredosporas en germinacion, de la especie Uromyces phaseoli, actian como elicitores en la
respuesta defensiva de las plantas (Humme et al. 1981).

Esta variabilidad observada en la respuesta de los policultivos a los agentes patdgenos entre
ambos ciclos de cultivo no es extrafia, de hecho, se ha demostrado que la respuesta y los
efectos pueden ser dependientes de las condiciones ambientales, por ejemplo, las hojas en
senescencia y las desprendidas de la especie Spartina. maritima presentan mayor incidencia
de hongos en los meses de invierno, que en otras épocas. (Castro y Freitas 2000). Ademas,
parece que el efecto es dependiente de la composicion del policultivo, referido a las
especies interactuantes y a las condiciones ambientales (Trenbath 1993).

Independientemente de la variabilidad en la incidencia de patogenos en los sistemas de
policultivo, la disminucién que se ha observado se explica, de manera mas comun, por la
dependencia, de este tipo de organismos para su dispersion, al viento o algunos insectos,
puesto que presentan dificultades para encontrar hospederos adecuados en sistemas de
varias especies vegetales (Trenbath 1977). En otras ocasiones, el efecto se ha atribuido
modificaciones micro-ambientales, por ejemplo sombreado, que afectan el desarrollo del
hospedero o del patdégeno para producir una infeccion (Potts 1990).

Recientemente se ha observado que los compuestos volatiles son una alternativa real al
control de plagas, por ejemplo, sea observado un incremento en las concentraciones de
aceites esenciales con funcion defensiva en Mentha piperita, al ser expuesta a los
compuestos volatiles de Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, y Aspergillus
brasilensis (Santoro et al. 2011), o mas recientemente, el hallazgo de compuestos volatiles
emitidos por plantas de frijol, como el limoneno, linalool, metil salicilato y metil
jasmonato, que pueden reducir la tasa de germinaciéon de conidios pertenecientes a
Colletotrichum lindemuthianum (Quintana-Rodriguez et al. 2015). También se ha
observado que la planta de cempazichitl presenta un efecto alelopatico debido la liberacion
de compuestos aromaticos como los tiofenos (Morallo y Decena 1984).

En los sistemas donde se observa menor incidencia de plagas, se ha propuesto que es
debido a una disminuciéon en la concentracién de recursos, principalmente alimenticios,
causada por la mezcla de especies (Root 1973), lo cual podria conducir a una mayor
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incidencia de herbivoros generalistas, en lugar de los especialistas (Risch et al. 1983). Sin
embargo, no so6lo los recurso alimenticios pueden estar actuando, existen especies como el
ajo o el jitomate que a través de sus compuestos volatiles proveen de un camuflaje olfatorio
a otras especies (Perrin y Phillips 1978) u otros que pueden tener un efecto repelente (Atsatt
y O'Dowd 1976), lo cual reduciria la probabilidad de las plantas para ser encontradas por
los herbivoros (Concepto de “apparency’) (Feeny 1970).

Adicionalmente se compararon los compuestos volatiles representativos de la albahaca y el
cempazuchitl con la literatura. Se encontré que cada compuesto puede presentar diversos
efectos fisiologicos o ecologicos, por ejemplo, de los compuestos emitidos por las plantas
de albahaca, el eugenol es un compuesto fendlico, usado cominmente como agente
saborizante o de fragancia, presente en el aceite de clavo, canela, albahaca y nuez moscada
(Wang et al. 2010). Tiene un amplio potencial como compuesto anestésico, antioxidante
(Ou et al. 2006), antifungico contra Saccharomyces cerevisiae (Darvishi et al. 2013) y
contra hongos saprofitos de madera, inhibe el crecimiento de E. coli, Listeria
monocytogenes y Lactobasillus sakei (Wang et al. 2010), también actia contra el desarrollo
de Candida spp, donde se menciona que interfiere con las fases iniciales de la formacion
del biolfilm de estos organismos (De Paula et al. 2014). Se ha propuesto que este
compuesto actua acumuldndose en la membrana plasmatica de los microorganismos,
alterando la union de los lipidos y por lo tanto la permeabilidad, lo que conduce a la
desestabilizacion y posterior ruptura de la membrana (Wang et al. 2010).

El (E)-a-bergamoteno se encuentra presente en mezclas de volatiles capaces de atraer
parasitoides o predadores, por ejemplo, el parasitoide Cotesia marginiventris es atraido
hacia herbivoros lepidopeteros (Schnee et al. 2006), la mortalidad de huevos de Manduca
sexta aumenta por una mayor incidencia de depredadores generalistas, en plantas de
Nicotiana attenuata tratadas con una mezcla sintética de (Z)-3-hexenol, linalool, y cis-a-
bergamoteno (Kessler y Baldwin 2001). Una mezcla compleja de diversos volatiles que
incluyen el «-trans-bergamoteno, también es capaz de atraer a la hembras de la avispa
Cotesia marginiventris que ovipositan en el interior de larvas herbivoras de Spodoptera
exigua (Tumlinson et al. 1993).

En el caso del cempazuchitl, se encontré que el limoneno es un componente principal de
muchos aceites esenciales, principalmente de citricos, que presenta propiedades
antifingicas bacteriostaticas y bacteriosidas (Espina et al. 2013). Sin embargo, elevadas
concentraciones de limoneno pueden causar la atraccion de plagas y patogenos, lo que
podria acarrear efectos adversos en la salud de las plantas (Rodriguez et al. 2011). Se
considera que este compuesto, al igual que el eugenol, se acumula en la membrana
plasmatica de los microorganismos y causa su desintegracion y pérdida de la fuerza proton
motriz (Espina et al. 2013).

El (E)-B-ocimeno, monoterpeno aciclico, de los principales compuestos volatiles liberados
por las plantas en respuesta a dafio por herbivoria, puede atraer predadores naturales de
acaros y funcionar como senal al sobre regular las vias del adcido jasmonico y del salicilico
en plantas no infestadas de frijol lima y el aumento de algunos genes de defensa/estrés en
Arabidopsis (Arimura et al. 2004; Muroi et al. 2011).
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El (E)-B-cariofileno, sesquiterpeno emitido por muchas plantas después de dafio por
herbivoros, puede ser una importante sefial de atraccion de plagas del maiz (Kollner et al.
2008), o como atractor de nematodos entomopatogenos en maiz (Rasmann et al. 2005).

CONCLUSIONES.

e Las condiciones edaficas no eran Optimas para el desarrollo del frijol,
principalmente por la textura que impedia un buen drenaje de agua y asimilacion de
nutrientes.

e Se presenta una variabilidad en la incidencia de plagas y patdgenos, causada por las
condiciones ambientales.

e Al asociar plantas de frijol con albahaca o cempazuchitl se presenta una promocion
de la tasa de germinacion y crecimiento del frijol, ademas una mayor produccion
bajo condiciones de campo y menor dafio por fitopatdégenos.

e Se presenta una disminucion en la tasa germinativa de conidios pertenecientes a
Colletotrichum lindemuthianum, al exponerlos a ambientes con plantas de albahaca
o de cempazuchitl

e Se ha reportado en la literatura que compuestos como el eugenol, trans-o-
bergamoteno, producidos por las plantas de albahaca; D-limoneno, B-ocimeno y
cariofileno, producidos por plantas de cempazuichitl, son capaces de interferir
negativamente en el desarrollo de diferentes microorganismos.
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