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1. RESUMEN

La micorriza arbuscular (MA) estd presente en la mayoria de los ecosistemas
terrestres y coloniza las raices del 90% de las plantas, la MA favorece la
nutricidbn mineral proporciondndole al fitobionte fosforo, nitrdgeno y otros
minerales que de otfra manera no estarian disponibles, ademds, mejoran la
calidad de suelo y la circulacion del agua por la formaciéon de agregados,
estas funciones se fraducen en un incremento de la biomasa dependiendo
de la eficiencia de la simbiosis. En los bosques templados, existen especies
herbdceas Utiles que son recursos secundarios como son las plantas
medicinales. En el bosque del Parque Ecoldégico Cerro del Faro existen
especies como Dracocephalum moldavica (toronjii morado), especie
colectada, con fines de valorar su posible propagacion se realizd un ensayo
en condiciones de invernadero, la finalidad fue evaluar el efecto de la
micorriza en el establecimiento y crecimiento de D. moldavica. Se
establecio un cultivo a partir de semilla colectada en el bosque, con suelo
natural usado como inoculo micorrizico, 30 u.e. con micorriza y 30 testigos.
Se mantuvo el experimento durante 10 semanas con riego a capacidad de
campo. Los resultados mostraron que la semilla silvestre germino un 40 %, la
micorrizacion fue del 73.92 % un valor alto que se reflejd en un mayor
establecimiento (87.1 vs 15.8 %), también favorecid significativamente el
crecimiento en todas sus variables altura (18.89 vs 10.34 cm), hojas (71 vs 20)
y drea foliar (96.35 vs 15.69 cm?), resultado de la eficiencia micorrizica que
fue del 76 %. Estos resultados sugieren que la micorriza favorece el cultivo
de D. moldavica lo que podria utilizarse para propagar esta especie en

vivero y satisfacer su demanda.



2. INTRODUCCION

Es bien sabido que, desde tiempos inmemorables, el ser humano ha utilizado
todo tipo de recursos que encuentra en la naturaleza para sanar sus males,
entre estos las plantas han jugado un papel muy importante, por medio de
acierto y error, lograron distinguir entre especies beneficiosas y daninas. En
nuestro pais, el uso de plantas aromaticas y medicinales ha formado parte
de las costumbres desde la época prehispdnica, ya sea en la cocina
tradicional o para combatir todo tipo de enfermedades. Hasta el siglo XIX,
tanto plantas como algunos productos de origen animal y mineral eran los
Unicos medicamentos empleados por el hombre occidental, incluso hoy en
dia existen varias zonas del mundo en donde las plantas son la Unica fuente
de tratamiento utilizada (Reyes-Mireles, 2010; Judrez-Rosete et al., 2013). Por
esta razon, el estudio de la herbolaria medicinal debe ser objeto de estudio
por parte de cientificos sociales en colaboracién con bidlogos, quimicos,
meédicos y farmacéuticos a fin de tener conocimiento conciso de sus
propiedades y asi proporcionar formas alternativas y eficaces para resolver

problemas de salud (Madaleno, 2007).

En el mundo existen unas 250 000 especies vegetales, de las cuales
solo se tiene conocimiento cientifico de alrededor del 10%, considerando
como medicinal unas 12 000 especies a la fecha. En México existe una gran
variedad de especies psicoactivas, tratdndose de hierbas que
historicamente se usan para curar diversos males, asi como problemas
nerviosos. Plantas como la Passiflora incarnata (pasiflora), Valeriana
mexicana (valeriana), Matricaria recutfita (manzanilla), Ruta chalepensis
(ruda), Tilia mexicana (tila) y Agastache mexicana (toronjil) entre muchas
ofras son ampliomente ufilizadas por sus propiedades, ya que han
demostrado actividad hipotensora y analgésica en pruebas farmacoldgicas

(Reyes-Mireles, 2010). Sin embargo, de una gran parte de las mismas no se



cuenta con informacion suficiente. En el caso de las plantas medicinales,
existen dos lineas principales de informacion, la primera, de cardcter
académico y cientifico, que desaforfunadamente estd muy restringida a
revistas y textos especializados que van dirigidas a un publico muy limitado.
La segunda linea, se encuentra por el contrario, dirigido al publico en
general, en publicaciones de cardcter popular en la mayoria de los casos,

de veracidad y confiabilidad dudosa.

El toronjil azul (Dracocephalum moldavica L.) es una especie que, a
pesar de no ser originaria de México, se ha arraigado fuertemente en
nuestra cultura, siendo nativa de las zonas templadas de Asia central ha sido
infroducida al pais desde la llegada de los Europeos y muchas veces
descrita solo como toronijil, sin hacer diferencia alguna por el color. Es dificil
saber hace cudnto tiempo fue incluida en la herbolaria al pais, pero sin duda
su Uso se ha extendido a través de largo tiempo, ya sea solo o mezclado con
el toronjil blanco y morado. En México existen muy pocos estudios de la
especie, sin embargo, en Europa y Asia, los estudios realizados han

comprobado sus efectos relajantes, antioxidantes y antibacterianos.

Una de las razones por la que en la actualidad, en muchos sitios del
pais se siguen utilizando las plantas medicinales, ya sea solas o en
combinacion con medicinas de patente, es su bajo costo debido a que la
mayoria de las plantas son recolectadas en los sitios aledanos a los
poblados, lo que fiene como consecuencia una disminucidn en la
abundancia de las mismas, que inclusive puede llegar a la pérdida del
recurso de manera local. Este es el caso de toronjil azul en el Parque estatal
“Cerro el Faro y Cerro de los Monos” en el Estado de México. Una alternativa
es poder propagarla de manera controlada en los sitios de colecta. De ahi
la importancia de estudiar mas a fondo este tipo de plantas. El primer paso

para estudiar dichas plantas, es conocer sus caracteristicas, como la



morfologia de las semillas, el proceso de germinacion y condiciones para su
establecimiento o cultivo, lo cual permitird facilitar su produccidén en nuestro

pais y por lo tanto, hacerla mds accesible para su uso.

Asimismo, se sabe que alrededor del 80% de |las angiospermas forman
asociaciones micorrizicas (Taiz y Zeiger, 2006; Alvarado et al., 2011; Reyes-
Jaramillo, 2011). El uso de hongos micorrizégenos arbusculares en varios
estudios ha demostrado brindar diversas ventajas competitivas a las plantas,
por lo que se sugiere que en el caso de toronjil azul, la micorriza pueda
favorecer significativamente su establecimiento en la etapa de pldntula,
que suele ser cuando la planta se encuentra mdas vulnerable y esa ventaja

la conserve durante su crecimiento.

El presente frabajo tiene como finalidad evaluar las caracteristicas del
germoplasma de Dracocephalum moldavica (toronjil azul) colectado en el
Parque estatal “Cerro el Faro y Cerro de los Monos”, asi como inducir la
micorrizacion en etapas tempranas del desarrollo de la planta para valorar
las ventajas de la micorriza en la fase establecimiento y crecimiento en

condiciones de invernadero.



3. ANTECEDENTES
3.1 Toronijil azul (Dracocephalum moldavica L.)
3.1.1 Etnobotdanica y antropologia

El toronjil azul ha sido ampliamente usado, desde épocas muy antiguas en
Asia y Europa, posteriormente, se ha extendido su uso por prdcticamente
todo el mundo, ya sea como ingrediente en alimentos, o para curar algin
padecimiento. En la medicina tradicional, el toronjil se usa frecuentemente
para tratar el “espanto o susto”, aunque en ocasiones se emplea en el
tratamiento de dolor de estdmago, aire, tos, bilis, enfriamiento, vomito vy
nervios, asi como problemas de rinones y desordenes del higado. La forma
mdas comun de utilizarlo es haciendo una infusion con las hojas, por lo
general usando indistintamente el toronjil morado (Agastache mexicana), el
blanco (Agastache mexicana spp. xolocofziana) y el toronjil azul
(Dracocephalum moldavica), mezcldndolos enfre si 0 con ofras plantas. En
la mayoria de los casos el té es ingerido pero en ciertas situaciones se
prepara la infusion y con este preparado se bana al enfermo (Linares et al.,
1996; Santilldn-Ramirez et al., 2008; Aflas de las plantas de la medicina

tradicional mexicana, 2015).

En algunas comunidades también se emplea en la curacion de “el
mal de ojo”, provocado principalmente por la “mirada pesada” de las
personas que afecta a los ninos. Ademds enfre mixes, zapotecos vy
totonacos, se le utiliza para resolver la “caida de mollera”, de la cual se dice
que afecta a ninos y adultos a consecuencia de golpes en el crdneo, por
cargar objetos pesados en la cabeza o por caidas (Atlas de las plantas de

la medicina tradicional mexicana, 2015).



3.1.2 Botdanica y ecologia

Dentro de la familia Lamiaceae, el género Dracocephalum se conforma por
50 especies. D. moldavica L. es una planta aromdtica, nativa de las zonas
templadas de Asia Central en la zona enfre Rusia y Azerbaiydn, vy
ampliamente naturalizada en Europa, asi como en oftros lugares del
continente Americano. Es ampliamente buscada por sus aceites esenciales.
Conocida comunmente como bdlsamo de Moldavia, cabeza de dragdn o
dragdn azul, melisa de Moldavia, planta de abeja y en México como toroniil
azul o toronjil extranjero (Popova et al., 2008). Es una hierba anual de 30
hasta 80 cm de altura. Tallos erizados con cortos pelos glandulares erectos,
cuadrangulares, generalmente ramificados desde cerca de la base. Hojas
de 1.2a2.5cmdelargo, 0.7 a 1.5 cm de ancho, oblongo-ovadas, en forma
de cuna dentada y base plana, con gldndulas a ambos lados que
producen aceites esenciales. Flores en verticilos de 6, de 2 cm de largo, azul-
violeta brillante, externamente velludas. Brdcteas oblongas, con barbas
largas. Sépalos tubulares de 0.8 a 1 cm de largo, densamente cubiertas de
pelos glandulares muy cortos y gldndulas de aceite esencial disperso, Dos
labios prominentes en los senos, el labio superior tiene 3 dientes puntiagudos
casi iguales y ovados, el labio inferior tiene 2 dientes puntiagudos en forma
de lanza. Frutos en nUculas de 2.5x1.2 mm oblongas, marrén, dpice truncado
con un prominente cicatriz en forma de V. Su cultivo se favorece porque es
una planta que genera gran cantidad de semillas, crece rapidamente y no
requiere condiciones especificas de cultivo. Se siembra durante la
primavera y florece desde julio hasta finales de septiembre (Martinez, 1979;
Ramirez-Munguia, 2006; Flowers of India, 2015). Incluso se sabe que es capaz
de crecer en suelos recién recuperados, bajo estrés por salinidad y alta

alcalinidad asociada con los suelos dridos (Aziz et al., 2013).



3.1.3 Potencial quimico

A pesar de que la mayoria de sus usos se tratan de sindromes de filiacion
cultural (SFC), los cuales se refieren a padecimientos que ademas de incluir
aspectos fisicos, expresan elementos propios de su cultura y de los cuales su
curacion se vincula con la fe y la intervencion de terapeutas tradicionales,
tal es el caso de el “susto” o “espanto”, diversos estudios quimicos realizados
sobre los toronjiles, han conducido al aislamiento de diversos metabolitos
secundarios con actividad biolégica que en cierta medida corresponde
con los usos tradicionales que se le han dado a la planta (Santfiago et al.,

2005) por lo cual se incrementa la importancia de su estudio.

El aceite esencial del toronijil azul es procedente de la parte aérea de
la planta que ha sido ampliamente estudiado para determinar su
composicion. Se han detectado mas de 90 componentes, de los cuales, 44
comprenden el 97.18% del total del aceite. Los principales componentes son
el acido linoleico, acetato de geranil, geranial, geraniol, nerol, acetato de
neril, neral, y linalol, ademds de 1,8 Cineol, 4-terpineol y a-terpineol
(Domokos-ay et al., 1994; Hussein et al., 2006; EI-Baky y El-Baroty, 2008; Chu et
al., 2011; Aziz et al., 2013). Mientras que también se han encontrado distintos
tipos de moterpenos, triterpenos, flavones, flavonoides, flavonas, iridoides,
taninos y dcidos carboxilicos en mayor cantidad (Graf et al., 2005;
Dastmalchi et al.,, 2007; Popova et al., 2008; Yang et al., 2014; Martinez-
Vdzquez, 2014), asi como el acido rosmarinico en abundancia (Dastmalchi
et al., 2006; Yang et al., 2014). Se sabe que la concentracion de metabolitos
en este tipo de plantas depende principalmente de la época del ano en
que estas son recolectadas, y que se halla mayoritariamente en flores, hojas

y frutos.



Precisamente, el efecto ansioliico mostrado en los toronjiles puede
deberse a los triterpenos y flavonoides que contiene, ya que se sabe de su
accion depresora del sistema nervioso central; igualmente, a los triterpenos
se les atribuye un efecto antficonvulsivo (Chavarria-Ramirez y Rivas-Falcon,
2012; Sakiet al., 2014). Asi como los flavonoides y flavonas se asocian con un
efecto activo en la prevencion de algunos fipos de cdncer, enfermedades
cardiovasculares y otras enfermedades cronicas (Graf et al., 2005; Martinez-
Vazquez et al., 2012; Yang et al., 2014; Estrada-Reyes et al., 2014).

Estudios han demostrado que a pesar de los beneficios que presentan
los toronijiles por separado, la mezcla de los tres (azul, blanco y morado), es
la que presenta el mayor efecto farmacoldgico, incluso cercano a algunos
farmacos como el Diazepam (Reyes-Mireles, 2010). Para el efecto
anticonvulsivo se observa que la mezcla de los tres presenta una disminucion
en los efectos terapéuticos con respecto a los toronjiles usados de manera
independiente. Los efectos obtenidos son semejantes a los presentes al usar
clonazepam como se muestra en la figura 1 (Chavarria-Ramirez y Rivas-
Falcdon, 2012).
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Figura 1. Efecto anticonvulsivo de los tres toronjiles y su mezcla (Chavarria-Ramirez y Rivas-
Falcén, 2012)



Por ofro lado, el aceite esencial exhibe actividad antibacterial,
fungicida e insecticida, presentando fuerte accion contra Sitophilus zeamais
y Tribolim castaneum asi como en confra de envenenamiento por alimentos
y organismos daninos, como Streptococo aureus, Bacillus subtilis 'y
Pseudomonas aeruginosa, y organismos de origen fecal como Enterococcus
faecalis y el hongo Aspergillus niger, por lo que es una potente herramienta
en el confrol de organismos patdégenos, en la industria alimentaria vy
farmacéutica, ademds poseen Ila ventaja sobre los fumigantes
convencionales en términos de baja toxicidad para los mamiferos, la
degradacion rdpida y mayor disponibilidad (El-Baky y El-Baroty, 2008;
Popova, 2008; Chu et al., 2011).

De igual forma el aceite esencial de D. moldavica tiene una
considerable actividad antioxidante. Los antioxidantes reducen el esfrés
oxidativo enlas células y por lo tanto son Utiles en el fratamiento de muchas
enfermedades, incluyendo cdncer, enfermedades cardiovasculares vy
enfermedades inflamatorias. Anfioxidantes sintéticos tales como el
butilhidroxitolueno (BHT) y Butilhidroxianisol (BHA) se ufiliza actualmente
como aditivos alimentarios y recientemente se ha revelado que estos
antioxidantes se encuentran de forma natural en plantas como D.
moldavica, 1o que representa una alternativa libore de efectos
potencialmente adversos al lado de los anfioxidantes sintéticos para su uso
en el procesamiento de alimentos y para el uso en la medicina preventiva
(Dastmalchi et al., 2006; Dastmalchi et al., 2007; Krishnaiah et al., 2011).



3.2 Los Hongos Micorrizégenos Arbusculares (HMA)

Los HMA establecen una asociacion mutualista con las raices de las plantas
formando las micorrizas arbusculares (gr. mykes, hongo vy rhiza, raiz) (MA). En
esta asociacion el hongo ofrece un beneficio a su huésped a cambio de
recibir otro, es decir, hay un beneficio mutuo producto de un intercambio
bidireccional “hongo-planta”: la planta suministra al hongo fuentes de
carbono procedentes de la fotosintesis (proceso que el hongo no puede
realizar) y le brinda proteccién; mientras que el hongo le facilita a la planta
la absorcidon de agua y nutrimentos, principalmente fosfatos (Douglas, 1998),
recursos del suelo que en condiciones extremas la planta dificiimente
obtendria eficientemente sin la ayuda del hongo. Las micorrizas arbusculares
tienen el potencial de hacer que un cultivo pueda tener éxito en suelos con
niveles bajos de fosforo, mediante una explotacion mas efectiva del que se

encuentre presente en el sustrato (Kahiluoto y Vestberg, 2000).

Los HMA bien podrian representar el segundo componente en
biomasa en muchos ecosistemas terrestres; asi mismo, se ha encontfrado que
los HMA asociados a las planta reciben entre el 15y el 20% de fotosintatos
ricos en carbono resultado de la fotosintesis del fitobionte, pudiendo ser un

sumidero importante del carbono de la comunidad (Montano et al., 2007).

La micorriza arbuscular (MA) se caracteriza porque el hongo que
coloniza la raiz desarrolla una estructura en forma de un diminuto arbolillo
en las células del parénquima radical, estructura llamada arbUsculo que es
el sitio de intercambio entfre la planta y el hongo (Taiz y Zeiger, 2006).
Ademds, el sistema micorrizico estd formado por un conjunto de hifas
(micelio) que estdn conectadas con el tejido de la raiz y que salen de ella

ramificndose en el suelo. El micelio que se encuentra en el suelo forma una



red de hifas capaces de interconectar a las raices de plantas y de permitir

el flujo de agua y nutrimentos entre las raices de éstas (Montano et al., 2007).

Actualmente, se conocen con cierta precision los servicios que
brindan los HMA en los ecosistemas y en la agricultura, tales como la
formacion de suelo (disolucion de rocas, enlace de parficulas, etc.),
fertilizacion del sustrato, estructuracion de la comunidad vegetal
(inferaccién planta-planta), produccion secundaria (como fuente de
alimento; e.g. esporas consumidas por hematodos), almacenamiento de
carbono mediante glomalinas (proteina sintetizadas por los HMA) (Gonzdlez-
Chavez et al., 2004). Ademds, hay evidencias que muestran que el micelio
externo de los HMA participa en el mecanismo de atrapar y enlazar las
particulas primarias tales como Kaolinita-Calcio-Acido HUmico (Kaolinita-
Ca-AH), llita-Calcio-AcidoHUmico (llita-Ca-AH) y Montmorillonita-Calcio-
Acido HUmico (Montm-Ca-AH). Estas han sido estudiadas por Varadachari,
Mondal y Gosh (Soil Science, Marzo 1995) para el desarrollo de agregados y
su estabilidad. Esto debido a que la asociacion HMA-raices contribuye a la

agregacion del suelo (Gonzdlez-Chdavez et al., 2004).

Por otro lado, se conoce que los HMA ofrecen un atractivo mecanismo
de fitoremediacion, debido a que durante la interaccion simbidtica, el
sistema radical de las plantas micorrizadas se incrementa y con esto se
aumenta el potencial para absorber el plomo (Alvarado et al., 2011). Por su
efecto sobre las plantas de interés agricola o forestal, y la resistencia que
brindan a las plantas en condiciones de vivero, los HMA se usan como
inoculantes de aplicacién prdactica en la agricultura y en programas de
reforestacion de los bosques. Al respecto, se ha documentado que las
plantas micorrizadas resisten mejor las condiciones adversas en el suelo, el

atague de microorganismos fitopatdgenos e incluso, pueden proteger a sus



hospederos de efectos nocivos producidos por contaminantes toxicos

(Olivera-Morales et al, 2011; Rivera-Espinosa ef al., 2011).

Los HMA estimulan en las plantas hospederas mayor famano y
produccion de semillas, a través de la incorporacion de fosforo y de ofros
nutrimentos, pero también favorece la resistencia a plagas y a la sequia.
(Montano et al., 2007). Por ejemplo, los arboles tropicales inoculados con
HMA han demostrado un mayor crecimiento y un incremento en la
absorcion de nutrientes, ademds de tolerar en mayor grado el estrés del
trasplante, asi como la supervivencia de las plantas, aungue las prdcticas
de manejo en vivero varian de un lugar a otro y afectan la colonizacién de
las micorrizas, la variacion puede ser atribuida a los tipos de suelo utilizados
para sembrar las semillas y también a las técnicas de manejo de cada vivero
(Michelson y Rosendahl, 1990; Monroy-Ata et al., 2007; Pindi, 2011). Ademds,
se presenta una mayor resistencia y sobrevivencia a las condiciones hostiles

como sequias (Michelson y Rosendahl, 1990).

Se sabe que la eficiencia de la simbiosis micorrizica estd directamente
relacionada con el genotipo de la planta huésped, es decir, que existen
diferencias en la respuesta funcional basadas en Ia relacion HMA-planta. Sin
embargo, la mayoria de las plantas en la naturaleza, presentan colonizacion
de multiples especies de hongos e incluso en algunos casos de micorrizas
(Douglas, 1998; Montano et al., 2007). Incluso, se han encontrado hongos
asociados a raices presentes en zonas drticas, con especies muy diversas

(Fujimura et al., 2008).

En hdbitats con condiciones extremas, las micorrizas brindan ciertas
ventajas a la planta frente a los factores adversos. Las especies de
gramineas nativas de hdbitats costeros y geotermales requieren una

simbiosis con hongos enddfitos tolerantes ala sal y el calor, respectivamente.



La tolerancia al estrés conferida simbidticamente es un fendmeno especifico
del hdbitat con enddfitos geotérmicos aplicando calor, pero no es folerante
a la sal y los enddfitos costeros proporcionan tolerancia a la sal, pero no al
calor. Las mismas especies fungicas aisladas de plantas en hdbitats carentes
de sal o el estrés por calor no confiere estas tolerancias de estrés. Los hongos
también confieren tolerancia a la sequia a las plantas, independientemente
del hdabitat de origen. La capacidad de los hongos endoéfitos a conferir
tolerancia al estrés a las plantas puede proporcionar una nueva estrategia
para la mitigacion del impacto ambiental a nivel mundial y el cambio
climatico en las comunidades de plantas agricolas y nativas (Rodriguez et
al., 2007).

3.3 Germinacioén y establecimiento vegetal

La germinacion es el proceso de reactivacion de la maqguinaria metabdlica
de la semilla y la emergencia de la radicula (raiz) y del epicdfilo,
conducentes a la producciéon de una pldantula. Incorpora aquellos eventos
que se inician con la absorcion de agua por la semilla seca (imbibicién),
continUa con un répido incremento en la respiracion, sintesis de proteinas y
movilizacion de reservas de nutrientes y terminan con la elongacién del eje
embrionario. El proceso concluye cuando la radicula penetra y atraviesa las
estructuras que rodean al embridn, lo que frecuentemente se conoce como
“germinacioén visible” (Hartman y Kester, 1995; Desai et al., 1997; Fenner y
Thompson, 2005; Herrera et al., 2006).

La germinacion de las semillas comprende fres etapas sucesivas que
se superponen parcialmente: 1) la absorcion de agua por imbibicién,
causando su hinchamiento y la ruptura final de la testa; 2) el inicio de la
actividad enzimdtica y del metabolismo respiratorio, translocacion y

asimilacion de las reservas alimentarias en las regiones en crecimiento del



embrion, y 3) el crecimiento y division celular que provoca la emergencia
de la radicula y posteriormente de la plumula (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Entre los principales factores que afectan la germinacion de las
semillas estd el contenido de agua, ya que con menos del 40-60% de agua
algunas semillas no efectian la germinacion, la temperatura que no solo
regula la germinaciéon, sino que también controla el crecimiento
subsecuente de la planta y la aeraciéon, bdsica para una germinacion

rapida y uniforme (Hartman y Kester, 1995).

3.3.1 Temperatura

Independientemente del ya documentado efecto de la temperatura en el
rompimiento de la dormancia de las semillas, este factor también tiene
importantes efectos en la germinacion. Este puede dividirse arbitrariamente
en efectos de ftemperaturas constantes e intermitentes. En climas
estacionales, la temperatura es por supuesto un buen indicador de la época

del ano que determina fuertemente la época de germinacion.

Whasitani y Masuda (1990) ensayaron diferentes tipos de tratamientos
térmicos en Glycine soja, Miscanthus sacchariflorus, Alopecuroides
pennisetum, Phragmites aqustralis y Vigna angularis var. nipponensis y
observaron una enorme variedad de respuestas entre las especies,
especialmente en la capacidad de germinaciéon vy la respuesta inmediata
al almacenamiento hUmedo con enfriamiento. El grado de requerimiento
de frio para la ruptura de la dormancia primaria se correlacioné en gran
medida con el momento de la dispersion de semillas, dispersores de
primavera-verano gque tienden a tener un requerimiento de frio mds grande.
Por ofro lado, la fenologia de emergencia de las pldntulas de la especie

estaba estrechamente relacionada con la temperatura. También



enconfraron que la temperatura a la cual germinan las semillas cuando son
objeto de un incremento gradual en las temperaturas en un programa
estandarizado, esta cercanamente ligado a la observada durante la época
del ano de la germinacion en campo. El limite de temperatura inferior para
la germinacion es desconocido, pero en muchas especies, puede ser

impedido sélo por congelacion.

Segun Garcia (2004), el clima presente en el Cerro el Faro y Cerro de
los Monos es del tipo templado humedo con régimen de lluvias dominantes
durante el verano Cb’'(w2)(w)k'ig que de acuerdo con el mismo autor
significa que en la zona la precipitacion invernal equivale a una cantidad
menor al 5% respecto del total de precipitacion anual, el verano es fresco y
largo, la variacion u oscilacion de temperatura entre el mes mas frio y el mas
caliente del ano es menor a 5°C y que la mayor temperatura en el ano se

presenta antes del solsticio de verano.

Entre los meses de noviembre y febrero se presentan numerosas
heladas. La temperatura media anual es de 13.2 °C; el mes mas frio es enero
con temperatura de 10.9°C y el mds cdlido es abril a octubre y donde
febrero es el mes mds seco con 8.6 mm vy julio el ma&s lluvioso con 228.8 mm
(Chdvez y Trigo, 1996)

3.3.2 Luz

Semillas no dormantes de muchas especies germinan igualmente bien en luz
o en oscuridad, algunas otras germinan en alto porcentaje en luz mds que
en oscuridad, mientras que un grupo relativamente pequeno tienen un
mayor porcentaje de germinacion en la oscuridad que en la luz (Baskin y

Baskin, 2001). Semillas de muchas especies con requerimientos de luz para



la germinaciéon, germinan en la primavera, después de haber sido expuestas
a las bajas temperaturas del invierno. Otras germinan en el otono, después

de que fueron expuestas a las altas temperaturas del verano.

Uno de los factores mas obvios asociados con el entorno de entierro
de las semillas es la oscuridad. La luz penetra solo unos pocos milimetros por
encima del suelo y la profundidad depende de las particulas de suelo,
contenido de humedad, y color. La trasmision de luz a través de suelos de
colores claros es mayor con un incremento en el tamano de particulas, y en

los suelos secos en vez de |los franco-limosos.

3.4 Dormancia

Hay tres tipos fundamentales de dormancia en las semillas, esos tipos son
morfoldgica, fisica y fisiologica. En la dormancia morfolégica, la semilla es
inmadura cuando es liberada de la planta y requiere de un periodo de
crecimiento y/o diferenciacion antes de que la germinacion tenga lugar.
Las semillas con dormancia fisica tienen testas o pericarpios impermeables;
el embridn esta por lo tanto seco hasta que la cubierta es rota y el agua
entra. La dormancia fisiolégica previene la germinacion hasta que un
cambio quimico tiene lugar en la semilla. Los fipos de dormancia pueden
estar combinados en la semilla (una combinacidon de morfoldgica vy
fisiologica —-morfofisiologica- es muy comun. Pero fisica vy fisioldgica
raramente. La combinacion de fisica y morfoldgica es, imposible. Notese |a
crucial distincion entre dormancia fisioldgica, la cual es reversible y los otfros
dos tipos, que no los son. La dormancia fisioldgica permite una respuesta
flexible ante factores ambientales los otros dos tipos generalmente no. La
dormancia fisioldgica parece ser el tipo mds primitivo (Fenner y Thompson,
2005.



4. HIPOTESIS

Los hongos micorrizogenos arbusculares nativos del bosque del “Cerro del
Faro” formaran la micorriza con plantas de Dracocephalum moldavica
obtenidas a partir de semilla silvestre lo que favorecerd su establecimiento,
incrementando su porcentaje de supervivencia y crecimiento y esto

aumentard significativamente su tasa relativa de crecimiento.



5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las principales caracteristicas del germoplasma silvestre, y el periodo

de emergenciay crecimiento de Dracocephalum moldavica bajo el efecto

de la micorriza arbuscular, en condiciones de invernadero.

5.1 Objetivos especificos

a

Describir las caracteristicas fisicas y bioldgicas de las semillas silvestres

de Dracocephalum moldavica.

. Definir el porcentaje de germinacion de la semilla silvestre de esta

especie.
Evaluar el porcentaje de supervivencia de las pldantulas de

Dracocephalum moldavica bajo el efecto de la micorriza arbuscular.

. Determinar el efecto de la inoculacion con HMA sobre el crecimiento

de D. moldavica en condiciones de invernadero.

. Evaluar el porcentaje de micorrizacion de las plantas de

Dracocephalum moldavica.



6. METODOS

Para este frabagjo, se utilizd un lote de semillas proveniente del Parque estatal
“Cerro el Faro y Cerro de los Monos”, ubicado en Tlalmanalco, y que forma
parte de la Reserva Ecoldgica de la Sierra Nevada. El “Cerro el Faro” cuenta
con un drea de 405, 102.86 m2 en tanto que el “Cerro de los Monos” cuenta
con un drea de 43, 522.21 m2. El “Cerro el Faro” colinda al Norte con el Ejido
de Tlalmanalco, al Este y al Sur con la poblacion de San Rafael y al Oeste
con el ejido de San Juan Atzacualoya. El “Cerro de los Monos” se encuentra
enclavado en la porcion noreste de la localidad de San Rafael (Moctezuma
y Gonzdlez, 2007). En esta localidad se ha detectado la colecta reincidente
del toronjil azul, por lo que la abundancia de estas plantas se ha visto muy

disminuida (Cuevas-Alzate com. pers.).
6.1 Caracterizacién del germoplasma

Se evalud el porcentaje de semillas sanas (sin dano aparente) y danadas
posiblemente por algun insecto (con algun dano fisico como rotas o
perforadas), para ello se empled una muestra de 100 semillas elegidas al
azar de un lote de 2500 semillas de Dracocephalum moldavica colectado
en el ano 2012 en el parque estatal “Cerro del faro”. De un lote de 100
semillas, se procedid a separar y contar de forma manual las semillas sanas

de las danadas por insectos.

Para caracterizar el germoplasma con el que se trabaqjo, se decidid medir el
tamano de las semillas (largo y ancho) en una muestra de 100 semillas sanas,

para esto se utilizd un vernier electronico.

Como parte de la caracterizacion del germoplasma, se determind el peso
promedio de las semillas tomando una muestra de 100 semillas, las cuales se

pesaron en lotes de 20 semillas debido su pequeno tamano, en una balanza



analitica (precision 0.1 mg), posteriormente el valor obtenido se dividid

entre 20 para obtener un peso estimado por semilla.

Se obtuvo el porcentaje de humedad utilizando un lote de 100 semillas,
mediante el “método de secado en estufa a temperatura baja y constante”
descrito por Willan (1991), donde:

Peso original — Peso tras secado en estufa

Contenido de humedad (%) = Peso original x 100

6.2 Viabilidad de las semillas. Se determind por medio de la prueba de
viabilidad con sales de tetrazolio, para lo cual se utilizd una solucion al 1% de
cloruro de tetrazolio.

Se cortaron longitudinalimente 100 semillas sanas y se sumergieron
directamente en la solucion de tetrazolio. Las semillas se revisaron después
de 2 horas, a las 12 horas y a las 24 horas de sumergidas. Finalmente, las
semillas se colocaron de acuerdo con la coloracion presentada. Las de
color rosado se consideraron como semillas viables, las de color carmin
infenso como semillas no viables, al igual que las que no se fineron (Jiménez,
1990).

6.3 Prueba de germinacion de semillas. Se realizd una prueba de
germinacion tomando un lote de 100 semillas, de las cuales, a 10 semillas se
les retird el arilo (cubierta mucilaginosa) de forma manual mediante lavado.
Estas fueron colocadas en cajas Petri con agar-agar. Un segundo lote de 10
semillas fue colocado para germinacion en cajas Petri con la diferencia de
que a éstas no les fue retirada la cubierta mucilaginosa, se realizaron cinco
repeticiones de 10 semillas c/u. La germinacion se evalué diariamente
durante 9 dias, después de ese dia ya no germind ninguna semilla. Se
determind el porcentaje de germinacion de acuerdo con la formula de

Hartman et al. (2002) para semillas con arilo y semillas sin arilo con el fin de



determinar si esta estructura tiene alguna influencia directa en la
germinacion:
Numero de semillas germinadas

G inacion (%) = x 100
erminacion (%) Numero total de semillas

6.4 Preparacion de sustrato y siembra. Se prepard el sustrato mezclando
agrolita y musgo peet-moss en relacion 1:1 (vol. /vol.). Este sustrato fue
esterilizado durante 1 h a 15 lb de presidon, en autoclave. Se llenaron 60
macetas de 2 kilo de capacidad con el sustrato preparado y fueron
colocadas en un bancal del invernadero de la FES Zaragoza, a 30 de ellas
se les colocd 100 g de suelo natural con esporas de HMA colectado en el
Cerro del Faro, este suelo fue considerado el inbculo micorrizico, mismo que
contenia 134 esporas en 100g de suelo seco y 10 morfotipos de HMA (Flores
datos sin publicar), este fue el fratamiento M+, mientras que las otras 30 no
tuvieron in6culo, y fueron consideradas como el tratamiento testigo M-. Las
macetas se colocaron al azar en el bancal del invernadero. En cada
maceta fueron sembradas 5 semillas de Dracocephalum moldavica casi al
ras de la superficie. El riego se realizé diariamente manteniendo las macetas
al 80 % de su capacidad de campo. Los riegos posteriores fueron semanales

con agua destilada.

6.5 Biomasa seca. Cuando D. moldavica inicio la floracion, se suspendid el
riego y se procedié a cortar el vastago (parte aérea de la planta), la cual
fue puesta en una bolsa de papel y se colocd en una estufa a 60 °C hasta
peso constante. La raiz se extrajo de la macetaq, se pesd y se colocd en una

bolsa de papel, fue secada en una estufa a 60 °C hasta peso constante.

6.6 Crecimiento. Se evalud el crecimiento de las pldntulas, midiendo la parte

aérea de las mismas, tomando como variable de respuesta la altura de la



planta semanalmente, asi mismo se evalud la supervivencia de pldantulas en

cada lote, cada semana, esto durante 10 semanas.

6.6.1 Tasa Relativa de Crecimiento. La tasa de crecimiento relativo (TRC)
es un concepto general referido a un valor promedio de biomasa o altura
entre dos momentos consecutivos y es, por ende menos variable que
otfros indicadores (Rodriguez y Leihner, 2006). Por este mofivo se ufilizd
para cuantificar el crecimiento de las pldntulas en este estudio. El
crecimiento se cuantifico de acuerdo con los conceptos de Bonner en
términos de diferencia de tamanos (altura), mediante la formula (Hunt,
1982):

=t

TRC =

Doénde: Az = Altura final
A1 = Altura inicial

to— 11 = Tiempo transcurrido en dias

6.7 Area foliar. Se tomd directamente con un medidor de drea foliar CI-202,
CID, colocando en el mismo el total de hojas obtenido por maceta, tanto

de las plantas micorrizadas como de las no micorrizadas.
6.8 Tincion de raices.

Una parte de raiz seca fue colocada en agua destilada (rehidratada) para

evaluar el porcentaje de micorrizacion.

Se utilizé el método de tincidn con azul de tripano, descrito por Phillips y
Hayman (1970). Se tomaron las raices de 20 individuos del fratamiento con

micorrizas (M+) y 10 individuos del tratamiento sin micorrizas (M-), esto debido



a que en el tratamiento sin micorrizas la supervivencia fue menor. Las raices
se lavaron con abundante agua y se cubrieron con una solucion de KOH all
10%. Se retiraron de la solucion y se enjuagaron con abundante agua
destilada utilizando un tamiz adecuado para evitar pérdidas. Se colocaron
durante 3 minutos en H2O2 al 10% para eliminar algun rastro de KOH. Las
raices se acidificaron con una solucion de HCI al 10% durante tres minutos y
se decantaron sin lavar. A continuacion se adiciond el Azul de tfripano en
lactofenol al 0.05% colocando las raices en bano Maria durante 5 minutos

(figura 2).

Figura 2. Tincién de raices: a) lavado de raices, b) raices obtenidas,

c) raices con KOH al 10%, d) adicion de azul de tripano.
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6.9 Determinacion del porcentaje de colonizacién en raices. Se cortaron 20
fragmentos de raiz de 1 cm de longitud aproximadamente de cada una de
las muestras M+. En un portaobjetos, se montaron las raices, se colocaron 3
gotas de PVLG (alcohol polivinilico lactoglicerol) y se colocd un
cubreobjetos, ejerciendo presion suave y uniforme para aplastar las raices.
Para cada laminilla se realizé un duplicado. Una vez montadas las laminillas,
se observaron al microscopio a 40x y 100x; se realizaron tres pasajes
equidistantes por cada laminilla de forma ortogonal a los segmentos para
buscar las estructuras principales de la micorriza, hifas, vesiculas y arbUsculos,
se revisaron un total de 60 campos en cada una de las laminillas, dando un
total de 120 campos por muestra. Para las muestras M- se colocaron
unicamente 10 segmentos por laminilla porque la cantidad de raices fue
muy poca, igualmente con un duplicado para cada una, con un total de
60 campos de observacion por muestra (figura 3). Los porcentajes de
colonizacion se obtuvieron mediante las siguientes formulas:
No. de segmentos colonizados

Colonizacién total (%) = No. de segmentos totales x 100

L . No. de segmentos con hifas
Colonizacién por hifas (%) = x 100
No. de segmentos totales

L ] No. de segmentos con vesiculas
Colonizacién por vesiculas (%) = x 100
No. de segmentos totales

L ) No. de segmentos con arbusculos
Colonizacién por arbusculos (%) = x 100
No. de segmentos totales




Figura 3. Montaje de laminillas para observacidon en microscopio.

6.10 Eficiencia de la simbiosis micorrizica (ESM). Se calculd mediante la
relacion entre el peso seco de las plantas micorrizadas y Ias no micorrizadas,
para lo cual se considerd la biomasa total. La eficiencia micorrizica se

calculd de acuerdo con la siguiente formula:

(PSmict — PSmic™) x 100

ESM =
S PSmic*

Ddénde: PSmic* = peso seco de las plantas micorrizadas

PSmic— = peso seco de las plantas no micorrizadas

6.11 Anadilisis estadistico. Se aplicé la prueba para determinar la normalidad
de los datos, para posteriormente aplicar una prueba t para determinar la
significancia de los resultados obtenidos con p<0.05, utilizando el programa

Infostat Statistical Sofware ver. 5.13.1.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizaciéon del germoplasma

El lote de semillas utilizado de Dracocephalum moldavica presentd un
porcentaje de 99% de semillas sanas, considerdndose asi por su apariencia
de semillas llenas, de forma oblonga y color marrén, como se describen para
la especie, brillantes y con superficie lisa, sin rastros aparentes de dano en la
testa por patdégenos o depredacion y sin malformaciones. El tamano
promedio fue de 1.63 mm de ancho por 3.09 mm de largo, en comparacion
con los 1.2 x 2.5 mm reportados para la esta especie (Encyclopedia of life,
2015), esta situacidon puede deberse a las condiciones ambientales
favorables al momento de formarse las semillas, tales como la disponibilidad
de agua y nutrientes, lo cual repercute en el aumento en el tamano de la
semilla, o bien, que pueda considerarse como algun tipo de adaptacion de
la planta para asegurar su permanencia en este ambiente ya que no es una
especie nativa de la zona, y aunque se desconoce el tiempo preciso de su
infroduccion, se sabe de su uso por los pobladores de la zona desde hace
varias generaciones, provocando diferencias en el tamano de la semillas
con respecto a los reportados en la bibliografia para la especie. El peso
fresco promedio fue de 0.0021 mg vy el peso seco fue de 0.001? mg. A pesar
de que las caracteristicas de peso no han sido reportadas con anterioridad
para esta especie, es importante considerar que la caracterizacion de las
semillas representa una primera aproximacion para conocer la especie
vegetal, ya que la variacion en el tamano y peso de las semillas tiene
consecuencias directas en la dispersion, viabilidad, germinacion,
emergencia y supervivencia en general de las plantulas (Ayala-Cordero et

al., 2004; Harper et al., 1970) pues como ha sido reportado por Banovetz y



Scheiver (1994), las semillas mas grandes fienen la tendencia a aumentar su

viabilidad, germinacién y velocidad de emergencia.

Las semillas presentaron un contenido de humedad de 15.23 %.
Debido a que las semillas se encuentraron con una humedad menor al 20%
se considera que dicho germoplasma es de caracteristicas ortodoxas
(Roberts, 1972), ello implica que puede ser colectado, almacenado y usado
posteriormente debido a que el bajo contenido de humedad favorece su

longevidad sin afectar su viabilidad o supervivencia.

7.2 Viabilidad de las semillas

Se determind un 82% de semillas viables, encontrdndose un 18 % de semillas
no viables. Se consideraron semillas viables aquellas que presentaron una
coloracién rosada uniforme e intensa, sin aparentes danos o marcas
extranas. Las semillas que se determinaron como no viables presentaron
danos como manchas sin tenir, o perdida de uniformidad en la coloraciéon
enconfrdndose zonas muy coloreadas en contraposicion con otras de
coloracién apenas perceptible, lo que indica la presencia de dreas de
tejidos muertos que afectan la germinacion, asi como las que no
presentaron coloracion alguna o la coloracion era levemente visible
(Jiménez, 1990, Pérez-Garcia y Pita-Villamil, 2001). La viabilidad puede verse
afectada por diversos factores infrinsecos de la semilla a pesar de
presentarse condiciones ambientales favorables, o bien, por situaciones

como el transporte y almacenamiento.

En este caso, el lote de semillas fue colectado en 2012, por lo que
permanecid almacenado un periodo de dos anos, en recipiente sellado y
refrigeracion, lo que disminuye la probabilidad de que se pierda la

viabilidad. Si bien, la longevidad de las semillas varia en cada especie, en



promedio se situa entre 5y 25 anos (Pérez-Garcia y Pita-Villamil, 2001), por lo

cual dicho lote se considerd apto para el estudio.

Por ofro lado, tomando como referencia las respuestas de las semillas
de distintas especies al tratamiento de almacenagje, se considera que por
encima de 80% de viabilidad es un valor aceptable para usar un lote en
cualquier estudio (Willan, 1991), por lo cual se procedié con una prueba de
germinacion para obtener valores mds precisos de la viabilidad de dicho

lote de semillas.

7.3 Prueba de germinacion

El porcentaje de germinacion de semillas sin arilo fue del 40%, mientras que
el porcentaje de germinacion de semillas con arilo fue del 24%. El
seguimiento se realizd durante nueve dias, al cabo de los cuales ya no hubo

germinacion de semillas en ninguno de los lotes (figura 4).

Figura 4. Prueba de germinacién de semillas con arilo y sin arilo.
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A pesar de que existidé una diferencia numérica entre los tratamientos,
esta no fue significativa (p =2 0.05), sin embargo, se tomo la decision de retirar
el arilo de las semillas al momento de montar el experimento para favorecer
la germinacion, tanto en el fratamiento micorrizado como en el no
micorrizado, pues aunque la diferencia no fue significativa en algunos casos
puede representar una barrera que impida o refrase la germinacion y afecte
la posterior emergencia de las plantulas, o bien que contribuyan a una falta
de uniformidad en la germinacion y emergencia de las mismas (Fernandes-
Osipi et al., 2011; Chinea et al., 2010). Es posible que la presencia de arilo en
estas semillas sea Unicamente como medio para asegurar su dispersion, ya
que este suele llamar la atencién de ciertos animales por su olor o sabor, lo
que confribuye a su diseminaciéon. Si bien se ha observado que el arilo en
algunas especies favorece la dehiscencia del fruto. En la figura 5 se muestra
la curva acumulativa de germinacion de las semillas con y sin arilo
mostrando que el efecto del arilo puede disminuir la germinaciéon para D

moldavica.
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas con arilo y sin arilo.



7.4 Montaje del experimento

7.4.1 Emergencia

De las 150 semillas que se usaron por fratamiento al momento de establecer
el experimento (5 semillas por maceta x 30 macetas), se tuvo para las plantas
sin micorriza un porcentaje de emergencia de 21.33%, equivalente a 32
pldntulas emergidas, teniendo en promedio una pldantula por maceta. Por
otro lado, en el tratamiento con micorrizas, el porcentaje de emergencia fue
de 67.33% equivalente a 101 semillas, con un promedio de tres pldntulas por

maceta (figura 6y 7).

Figura 6. Pldntulas emergidas de Dracocephalum moldavica: a) sin micorrizas, b) con

micorrizas.

La influencia de los hongos micorrizogenos arbusculares en la
emergencia de pldntulas no es tan conocida como en el caso de etapas
posteriores de crecimiento y establecimiento. En un estudio realizado por
Olivera-Morales et al. (2011) para Quercus rugosa se notd que la
colonizacidn micorrizica comenzd en etapas tempranas, observédndose
desde la primera semana una diferencia con las plantas no micorrizadas y

aumentando significativamente en el primer mes, lo que repercute
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favorablemente en la supervivencia de las plantulas desde que inicia el
establecimiento. Para el caso de D. moldavica existid una diferencia
importante entre la canfidad de semillas emergidas para cada tratamiento
desde las primeras semanas, o que sugiere que la micorriza pudo
establecerse en esta temprana fase y favorecer la emergencia de las
mismas, haciendo que tanto el agua como los nutrientes estuvieran mas
disponibles, como se observa claramente en la figura 7. Esta situacion fue
también sugerida por Noda y Castaneda (2012) en estudios realizados en
Jatropha curca, con diferencias en los tfratamientos con y sin micorrizas
presentes desde el cuarto dia.

La rdpida velocidad en la colonizacion resulta ser de gran importancia
ya que puede ayudar a las pldntulas a superar situaciones de estrés que son
mds daninas cuando la planta es pequena, tales como la sequia o la
competencia con otras especies cuando esta se encuentra en campo, asi

como la depredacion o la infeccion por patdégenos.
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Figura 7. Grafica del porcentaje de emergencia de pldntulas de D. moldavica en cada

tfratamiento.



7.4.2 Crecimiento y supervivencia

El crecimiento fue evaluado durante 10 semanas en las cuales las plantas

de toronjil llegaron hasta la etapa de floracién en ambos tfratamientos.

Con respecto a las plantas no micorrizadas, estas presentaron un
promedio de 2.77 cm en |la primera semana mientras que al cabo de diez
semanas alcanzaron una altura promedio 10.34 cm. Las plantas
micorrizadas, presentaron en la primera semana una altura promedio de 4.4
cm, en tanto que a la décima semana la altura alcanzada en promedio fue
de 18.89 cm siendo evidente la diferencia en altura final, como puede

observarse en la figura 8.

Figura 8. Plantas de toronjil azul de 10 semanas: a) sin micorrizas, b) con micorrizas.

Existen diferencias significativas en el crecimiento de las plantas (p <
0.05), por lo que es posible afimar que la presencia de hongos
micorrizogenos arbusculares ayuda a incrementar las tasas de crecimiento

en contraposicion con las que no presentan la simbiosis tal como ha sido
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reportado por autores como Alarcon y Ferrera-Cerrato (2000) y Gutiérrez-
Oliva et al, (2009). En la figura 9 se observa que la diferencia en el
crecimiento se fue acentuando conforme avanzaron las semanas, aunque
el crecimiento en las plantas micorrizadas es mayor desde el primer
momento, es en la cuarta semana cuando la diferencia entre tratamientos
comienza a incrementarse y hacerse mds evidente con la micorrizacion, lo
que hace pensar que para D. moldavica el efecto positivo de la simbiosis
micorrizica es mds evidente al sobrepasar la etapa de establecimiento,
cuando la planta tiene un mayor crecimiento antes de iniciar la floraciéon,

en este caso, entre la quinta y decima semana.
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Figura 9. Altura de las plantas de D. moldavica por fratamiento durante 10 semanas.

El porcentaje de supervivencia en los dos tratamientos fue contabilizado
semana a semana. En el fratamiento M+, la supervivencia se mantuvo
elevada y constante, iniciando con un 99% en las primeras semanas, hasta
la sexta semana en que algunas plantas micorrizadas comenzaran a

marchitarse, probablemente a consecuencia de las elevadas temperaturas



ocurridas en el invernadero en esa semana, 1o que provocd una disminucion
en la supervivencia hasta el 87% para la décima semana. Por otro lado, el
tratamiento M- mantuvo una supervivencia constante, pero muy baja desde
la primer semana, siendo inicialmente de 29%, hasta la octava semana a
partir de la cual comenzd una caida en la conservacion de las plantas
legando al 16%, lo cual representa una supervivencia muy baja en
comparaciéon con las plantas micorrizadas, como se hace evidente en la
figura 10, por lo que es posible afirmar, que los hongos micorrizégenos
arbusculares favorecen la supervivencia de las plantas inoculadas de D.
moldavica, no solo en etapas tempranas, sino durante todo su ciclo de vida,
al observar que las diferencias son significativas (p < 0.05) entfre los dos

tfratamientos.
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Figura 10. Porcentaje de supervivencia de plantas con micorrizas y sin micorrizas después

de 10 semanas.

El aumento en la supervivencia de las plantas de D. moldavica micorrizadas
es correspondiente con los resultados reportados en ofros estudios, tfanto en

condiciones de invernadero, como en campo (Monroy-Ata et al. 2007,



Goémez-Romero et al. 2013) en donde la inoculacion con HMA ha favorecido
la supervivencia de diferentes especies, incluso en casos con presencia de
metales pesados como el plomo y el cromo (Alvarado et al., 2011, Carredn-
Abud et al., 2013).

7.4.3 Tasa de crecimiento relativo

La tasa de crecimiento relativo de las plantas micorrizadas para el lapso de
10 semanas fue de 0.1618, mientras que el valor de crecimiento de las
plantas no micorrizadas fue de 0.1463 para el mismo intervalo de tiempo, no
enconfrdndose una diferencia significativa entre los tratamientos con (p 2
0.05), a pesar de que las alturas de los mismos presentan diferencias

importantes (cuadro 1).

Cuadro 1. Tasa de crecimiento relativo de los dos tfratamientos.

Altura Altura final TCR
Tratamiento
inicial (cm) (cm) (cm /em dia)
M+ 4.4 18.8 0.1618
M- 2.7 10.3 0.1463

Entre los factores que afectan directamente este valor, se encuentra de
manera importante la variable drea foliar ya que estd estrecha vy
positivamente asociada con las tasas relativas de crecimiento, explicando
hasta un 80% de la variacion de la misma (Villar et al., 2008). Por esta razon
era de esperarse que el valor de crecimiento relativo de las plantas
micorrizadas fuera mayor que las no micorrizadas, al analizar la diferencia
en el drea foliar de ambos tratamientos. Sin embargo, se ha visto en otros
estudios en donde las tasas relativas de crecimiento son diferentes, que el

mayor efecto de la micorrizacién ocurre a un fiempo determinado de



crecimiento, por lo que es posible que esta aumentara posteriormente a las
diez semanas que cubrio el estudio (Fragoso-lniguez, 2001; Barragdn-Valdez,
2003).

7.4.4 NOmero de hojas

En cuanto al nUmero de hojas, las plantas no micorrizadas presentaron el
promedio 20 hojas al cabo de las diez semanas de observacion. Por otro
lado, las plantas micorrizadas alcanzaron en promedio 72 hojas en las

mismas diez semanas (figura 11).

En este caso, la diferencia encontrada en numero de hojas entre
tratamientos fue significativa (p <0.05), Otros autores han mostrado que esta
variables es notoriamente afectada por la micorriza como o reporta Rivera-
Espinosa et al. (2011) Para el caso de portainjertos de aguacate, o Rivas
(2012) para Prosopis laevigata, este aumento en el nUmero de hojas puede
ser afribuido directamente al efecto favorable de la simbiosis micorrizica
para facilitar la absorcion de fosforo a la planta, el fosforo es un factor que
influye directamente en la formacioén de biomasa lo que se refleja en el

numero de hojas (Gutiérrez-Oliva et al., 2009).
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Figura 11. NUmero de hojas de las plantas con micorrizas y sin micorrizas al cabo de 10

semanas.

7.4.5 Area foliar

El area foliar obteniendo para las plantas sin micorrizas fue en promedio de
15.69 cm? en tanto que en las plantas micorrizadas el drea foliar calculada
fue de 96.35 cm2 en promedio, la diferencia es de seis veces mds en el
tratamiento micorrizado con respecto al no micorrizado, esta diferencia fue
significativa (p <0.05), y se relaciona directamente con el nUmero de hojas,
en este caso el drea foliar muestra que no solo habia mds hojas, sino que
estas fueron mas grandes (figura 12), esto ademds se va a reflejar en los
demds factores relacionados con el crecimiento, y seguramente con la
supervivencia de las plantas ya que al aumentar el drea foliar, se tiene
mayor tasa fotosintética y se puede solventar los requerimientos del
micosimbionte; haciendo mds eficiente a las plantas micorrizadas, de
manera similar a como se ha reportado en otros estudios en donde la
micorrizacion tiene un efecto positivo en el drea foliar (Ferndndez et al., 1992;

Manjarrez-Martinez et al., 1999; Roveda et al., 2007), este beneficio se reflejé



en la salud general de las plantas micorrizadas, quienes fienen un mejor
desarrollo y por ello inician la floracion rdpidamente mostrando mds plantas

en floracion (aunque este pardmetro ya no se evalud).
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Figura 12. Area foliar de D. moldavica en tratamiento con micorrizas (M+) y

sin micorrizas (M-)

7.4.6 Determinacion del porcentaje de colonizacion en raices

En cuanto a la colonizacion de raices se notd la presencia de hifas y
vesiculas, no se encontraron arbusculos debido a que el experimento llegd
a la etapa de floracion, que es cuando las micorrizas forman vesiculas que

es un paso previo para salir de la raiz y formar nuevas esporas (figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de colonizacion radical por hongos micorrizégenos arbusculares

En promedio se observd un porcentaje total de colonizacion de 73.92%, con
un 68.92 de colonizacion por hifas y un 63.92% de colonizacién por vesiculas
para las plantas micorrizadas, en las plantas no micorrizadas no se encontrd
ninguna estructura (0%) micorrizica mostrando que no hubo contaminacion

durante el experimento (figura 14).

La presencia de arbusculos es un indicador de que la micorriza se encuentra
en su fase de intercambio, en este caso no se detectaron arbusculos, sin
embargo, en este caso se sugiere que la ausencia de esta estructura se
debe a que las plantas ya habian alcanzado la etapa de floracion por lo
qgue la energia de la planta se dirige a esta funcidon. Al observar las
diferencias existentes en el crecimiento, altura y area foliar del fratamiento
micorrizado se puede decir que el mayor efecto de la micorrizacion ocurriod
en la fase de establecimiento del toronjil y seguramente en algun momento
se formaron los arbusculos aunque no se hayan detectado al igual que

ocurre en ofras especies como lo reporta Ordinola (2005) en leguminosas.



Figura 14. Corte de raiz de Dracocephalum moldavica a 40x: a) raiz de plantas sin

micorrizas, b) raiz de plantas micorrizadas con la presencia de hifas y vesiculas.

7.4.7 Eficiencia de la simbiosis micorrizica (ESM)

Se obtuvieron los pesos secos de hojas, tallos y flores (vastago), asi como de
la raiz. Con estos valores se calculd el peso seco total y la eficiencia de la

simbiosis micorrizica (cuadro 2).
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Cuadro 2. Pesos secos totales de ambos tratamientos (M+ y M-) para
el cdlculo de la eficiencia en la simbiosis micorrizica (ESM)

VASTAGO
PESO SECO
HOJA | TALLO | FLOR | VASTAGO | RAIZ TOTAL
M+ | 0.29 | 0.23 | 0.54 1.05 0.27 1.32

M- 0.03 | 0.06 | 0.07 0.16 0.16 0.32

Asi, con el peso seco total de las plantas con micorriza y sin micorriza, se

obtuvo una eficiencia en la simbiosis micorrizica de 76.00%.

(1.32— 0.32) x 100

ESM = =76.00
1.32

Los resultados obtenidos en la prueba estadistica para peso seco total
mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos inoculados
y no inoculados, esto se puede explicar faciimente por el hecho de que la
estrecha relacion entre los hongos micorricicos arbusculares y el desarrollo
de la planta resultado de la transferencia de fosforo y otros nutrimentos del
sustrato hacia la planta, como lo propuso y evaludé en mezquite Barragdn-
Valdez (2003). La ventaja de la micorriza se traduce en la eficiencia

micorrizica que resultdé alta en este caso.



8. CONCLUSIONES

El germoplasma silvestre de toronijil azul (Dracocephalum moldavicaq)
proveniente del Parque Estatal “Cerro del Faro” se caracterizd por
presentar semillas grandes, sanas y viables pero con bajo porcentaje
de germinacion.

Los hongos micorrizégenos arbusculares silvestres  micorrizaron
tempranamente a D. moldavica lo que favorecid la emergencia de
pldntulas y su supervivencia a lo largo de las 10 semanas que duro el
experimento.

El crecimiento en altura, hojas, drea foliar y biomasa de las plantas de
toronjil azul se favorecid significativamente con la formacién de la
micorriza.

La colonizacion total (73.92 %) y por estructuras (hifas y vesiculas)
alcanzada en invernadero fue alta, mostrando la simbiosis que existe
entre el toronjil azul y hongos provenientes de la misma zona, lo que
se refleja en el valor obtenido de eficiencia de la simbiosis micorrizica
(76%).
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