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Resumen

La familia Crassulaceae incluye plantas de crecimiento herbaceo o subarbustivo, tienen hojas
suculentas que a menudo se aglomeran en forma de roseta. México cuenta aproximadamente
con 373 especies de crasulaceas contenidas en 13 géneros, el principal uso que se les ha dado
es ornamental y el interés por coleccionistas nacionales y extranjeros va en aumento, lo cual
ha puesto en estatus de riesgo a muchas especies de crasulaceas endémicas del pais. En este
trabajo, se experiment6 con Echeveria elegans, una especie en peligro de extincién y endémica
de Meéxico, la cual fue sometida a 4 tratamientos adicionados con indculo de hongos
micorrizicos arbusculares y composta, con el fin de evaluar el efecto en su propagacion y
crecimiento. El tratamiento | fue adicionado so6lo con indculo, el 11 s6lo con composta, el 111
con inoculo y composta y el 1V fue el tratamiento control. Se registré y midié mensualmente
durante 9 meses, el numero de esquejes de tallo, la tasa de crecimiento relativo en altura y
diametro, la cobertura total de los organismos y al final del experimento se registro el peso
fresco y peso seco de hojas por tratamiento. Para los resultados de la tasa de crecimiento
relativo y la cobertura, se realizd6 una ANOVA vy prueba de Fisher, y para la evaluacion
estadistica del peso fresco y peso seco se realizé un ANOVA-Multifactorial y prueba de Tukey.
Los resultados indican que el tratamiento con inoculo y composta logra aumentar el
crecimiento de Echeveria elegans en un lapso menor de tiempo, ademas de potenciar su
propagacion vegetativa por esquejes del tallo. A la par con la parte experimental, se realizo la
propagacion vegetativa de 5 especies de crasulaceas de dos géneros con alto grado de
endemismo en México (Echeveria y Sedum) mediante esquejes de tallo, estacas de hojas y
bracteas del tallo floral. Muchas especies de crasulaceas cuentan con un elevado potencial
propagativo, debido a los primordios de raiz preformados y su alta totipotencialidad para
desdiferenciar funciones de tejidos en nuevas rutas celulares. Sin embargo, la tasa de
crecimiento es muy baja debido a su metabolismo; una técnica para acelerar su crecimiento es
mediante la adicién de hongos micorrizicos arbusculares y composta. La propagacion
vegetativa de crasulaceas con estos biofertilizantes es una alternativa viable para protocolos de

conservacion de especies amenazadas y sistemas de naturacion en espacios urbanos.




INTRODUCCION

La importancia que tiene la naturaleza en cualquier sociedad es enorme, el ser humano depende
completamente de estos recursos, no solo econdémicamente, también social, politica y
ecologicamente, por lo que es su deber protegerlos, racionarlos y hacer un uso responsable de

ellos para su beneficio y el de las futuras generaciones.

México tiene una gran riqueza y abundancia en materia de biodiversidad, sin embargo,
la forma en la que son aprovechados, los proyectos gubernamentales y las malas practicas de
la industria, ponen en riesgo a la flora y fauna del pais (Gardufio, 2020). Por ello se vuelve
indispensable generar protocolos de proteccidon para especies que se encuentren en algun

estatus de riesgo, en busca de un consumo sostenible.

La familia Crassulaceae presenta un centro de diversificacion en México, con altos
grados de endemismo en sus géneros. Uno de ellos es el género Echeveria, con presencia de al
menos 130 especies con un 85% de endemismo, por otra parte, el género Sedum cuenta con
alrededor de 133 especies de las cuales 110 son endémicas (Reyes et al., 2014; Lépez, 2016,
Aragon et al., 2019). El principal uso que se les da es ornamental y su interés va en aumento,
pero su aprovechamiento no se ha coordinado de manera adecuada, por lo que se ha puesto en

riesgo la distribucién natural de algunas especies.

Muchos organismos de la familia Crassulaceae tienen la capacidad de generar
rapidamente raices adventicias a partir de diferentes estructuras morfoldgicas, por lo que es
sencillo conseguir esquejes de tallo o estacas de hojas y generar organismos clones a la planta
madre (L6pez, 2016), sin embargo, debido a su metabolismo, la tasa de crecimiento de estas
especies es muy baja. Este estudio busca evaluar los efectos del in6culo de hongos micorrizicos
arbusculares y composta en la propagacion y crecimiento de una especie catalogada en un
estatus de riesgo en México (Echeveria elegans), con el fin de proponer un protocolo de

propagacion eficiente para el resto de las crasulaceas.




ANTECEDENTES

El valor ornamental de las crasulaceas en México se debe a una amplia riqueza de géneros y
especies, por lo que, en los Gltimos afios, la demanda de coleccionistas y horticultores ha
aumentado, con ello se desencaden6 una sustraccion masiva e ilegal de organismos en sus
ecosistemas naturales, y Ilevo a algunos de ellos al borde de la extincion (Reyes et al., 2014).
Existen 18 especies de la familia Crassulaceae en la NOM 059 de la SEMARNAT; de las
cuales, 12 son del género Echeveria, 4 del género Sedum y 2 del género Graptopetalum
(SEMARNAT, 2010); dentro del género Echeveria, se encuentra Echeveria elegans, con

categoria de riesgo en peligro de extincion.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se han empleado como biofertilizantes
para el cultivo de hortalizas y en general para organismos de interés econémico, pues se ha
demostrado que mejoran el desarrollo de plantas que se encuentran bajo estrés hidrico, salino
o deficiencia nutricional. Aungue no se han registrado estudios del uso de HMA como
biofertilizante para crasulaceas, cuya ruta metabolica les genera un lento crecimiento, se confia

en que estos microorganismos mejoren su desarrollo.

Luna y Monroy (2002), indican que los HMA mejoran la tasa relativa de crecimiento
en Agave salmiana y Opuntia streptacantha. Ambas especies incrementaron su biomasa y
mejoraron el uso eficiente del agua. Pimienta y col. (2009), mencionan que organismos
juveniles de Agave tequilana tratados con HMA mejoraron su capacidad fotosintética y
aumentaron el grosor del meséfilo. Islas (2012) demostro que la aplicacion de HMA como
biofertilizante en organismos juveniles de Cephalocereus senilis, incrementa
significativamente el porcentaje de supervivencia, la tasa de crecimiento relativo, la altura y
cobertura, ademas describié un aumento de la zona radical, asi como en el potencial individual

de absorcidn de nutrientes.

Debido a que la aplicacién de HMA como biofertilizante en organismos de lento
metabolismo favorece su desarrollo (Luna y Monroy, 2002; Pimienta et al., 2009; Islas, 2012)
se establece como objetivo principal del presente estudio, determinar el efecto de los HMA y
composta sobre la propagacion por esquejes del tallo y crecimiento de Echeveria elegans, con
el fin de establecer protocolos eficientes en la propagacion vegetativa, como una alternativa

para el manejo de especies amenazadas.




CAPITULO |
FAMILIA CRASSULACEAE

Las crasuléceas son plantas anuales o perennes, que cominmente se aglomeran en rosetas, sus
flores brotan en espigas o racimos (inflorescencias) y rara vez son solitarias. Sus hojas y tallos
son suculentos, caracteristica que les permite almacenar agua dentro de sus tejidos (Figura 1).
Las superficies foliares suelen estar cubiertas de pruina, un indumento ceroso que incrementa
la eficiencia transpiratoria y protege a la planta de la luz solar directa, estas adaptaciones
morfoldgicas les permiten soportar periodos prolongados de sequia. Tienen un tipo especial de
metabolismo denominado “metabolismo 4cido de las crasuldceas” (metabolismo CAM por sus
siglas en ingles), el cual les ayuda a transpirar menos agua que las plantas con metabolismo C3
0 C4. El metabolismo CAM, la suculencia, la forma de crecimiento arrosetado y la presencia
de pruina, permite que las crasulaceas se desarrollen con facilidad en condiciones adversas para
el crecimiento, como en ambientes con limitaciones hidricas, altas temperaturas y elevada
irradiancia. Es por ello que la mayoria de especies de esta familia muestran preferencia por
sitios con afloramientos rocosos y climas templados, secos y aridos; se pueden encontrar en
bosques templados de pino-encino, bosque mesofilo de montafia y bosques secos. (Andrade et
al., 2007; Coyotes sedum, 2015; Ayala & Garcia, 2018).




Las crasulaceas tienen una distribucion cosmopolita a excepcion de Australia y
Polinesia. Se estima que existen entre 25y 33 géneros y 1200 a 1500 especies. En México, se
considera la presencia de 373 especies contenidas en 13 géneros (Llorente & Ocegueda, 2008;
Pérez, 2008).

Varias especies de crasulaceas son colectadas ilegalmente de sus ecosistemas para
satisfacer la demanda de un mercado negro, lo que ha propiciado una merma en las poblaciones
naturales. En México, se colectan y propagan con fines ornamentales, en los estados de
Morelos, Oaxaca y Querétaro se usan como adorno durante las festividades decembrinas.
También se han registrado usos ceremoniales desde la época prehispénica, actualmente,
algunas especies se emplean contra las infecciones de los ojos y para la elaboracion de muros
verdes 0 en macetas decorativas para espacios de fiestas y reuniones. Algunas especies
acumulan metales pesados, actuando de esta manera, como plantas remediadoras (Pérez, 2008;
Reyes et al., 2014; Ayala & Garcia, 2018).

En la actualidad existen dieciocho especies de crasulaceas consideradas con alguna
categoria de riesgo en la NOM-059-SEMARNAT. Cinco especies estan catalogadas con
proteccion especial, dos amenazadas y once en peligro de extincion. La mayoria de estas
especies son altamente codiciadas, por lo que es importante fomentar la adquisicion de
especimenes propagados en un marco de produccion legal (CONABIO, 2010). Por ello, es
esencial establecer protocolos de propagacion y cultivo de crasulaceas, sobre todo de las
especies en categorias de riesgo, para promover un consumo responsable y contribuir a la

preservacion de las poblaciones endémicas.

1.1.- Morfologia de la familia Crassulaceae

La formacidn de tejidos y 6rganos vegetales tienen su origen en los meristemos primarios que
se forman durante la embriogénesis. Los meristemos estdn conformados por células
morfolégicamente indiferenciadas que se encuentran en continua division, formando nuevas
células y tejidos a través de procesos de diferenciacion celular. Las células meristematicas se
ubican en los extremos apicales de brotes y raices, asi como en nudos laterales a cualquier
organo vegetal (Santamarina & Rosell6, 2018; Mercedes & Gonzalez, 2019).

En las crasulaceas se reconocen dos tipos de meristemos. Los meristemos apicales que
forman el cuerpo primario de las plantas, estos se encuentran en el &pice del brote caulinar y

en el subépice de las raices, y los meristemos intercalares, que se ubican en los nudos, en la
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interseccion entre el tallo y el nacimiento de las hojas. Estas células totipotenciales juegan un
papel primordial en la diferenciacion y formacion de raices adventicias para la propagacion por
estacas (Rodriguez, 2012).

El vastago es el conjunto de érganos formado por el tallo, eje caulinar y hojas. Los
nuevos tallos que surgen de la roseta principal de algunas crasulaceas, son esquejes del tallo
(Figura 2). Sus hojas presentan suculencia, por lo que son reservorios importantes de agua,
ademas, en estas estructuras se lleva a cabo la mayor parte de la fotosintesis (Figura 3) (Megias
et al., 2019; Botanical-Online, 2020). Las bracteas son hojas preflorales llamadas hipsofilos,
que se desarrollan en el eje floral (Figura 4). En algunos casos, las bréacteas pueden sustituir la
corola de la flor con fin de atraer insectos polinizadores (Miiller, 2000).

Vastago

Esquejes
del tallo

Figura 4. Inflorescencia de la
especie Echeveria pulvinata. A)
Bracteas; B) Flores en preantesis; C)

Figura 3. Suculencia en
hojas de Sedum clavatum.

Eje floral.




1.2.- Propagacion vegetativa de crasulaceas

Osuna y col. (2017) definen a la propagacion vegetativa como la reproduccion asexual de
tejidos vegetales, que logran conservar su potencial propagativo para generar nuevos
individuos. De acuerdo con Reyes y col. (2014), se reconocen tres técnicas de propagacion
vegetativa que son esquejes de tallo, estacas de hoja y bréacteas del eje floral.

Los esquejes son estacas de tallo suave que se ramifican de especies herbaceas, su
longitud puede variar desde 5 hasta 10 cm 0 mas y se consiguen a partir de tallos ramificados

que crecen alrededor de la roseta o tallo principal (Figura 5).

Figura 5. Brote de esquejes de Sempervivum
montanum var. Burnati.

Las estacas de hoja se consiguen al cortar hojas enteras y turgentes de ejemplares
juveniles o maduros y se colocan en un sustrato de propagacion humedo, para promover el

surgimiento de raices adventicias y de ahi el brote de nuevos ejemplares (Figura 6).




Figura 6. Propagacion vegetativa de algunas especies de
crasulaceas mediante estaca de hoja, donde se observa el
brote de un nuevo organismo. (Tomado de:
https://suculentas.store/tierra-para-suculentas/ consultado

Figura 7. Bracteas del tallo floral de Echeveria
pulvinata.

el 17/01/2020)

Las estacas de bracteas se hacen de las hojas preflorales que se desarrollan en el eje

floral (Figura 7). La técnica de propagacion por estacas de brécteas es similar al estacado de

hojas. La propagacion vegetativa ofrece una alternativa de produccion clonal masiva donde se

preservan caracteristicas de valor ornamental. Sin embargo, la propagacion sexual es en

términos bioldgicos, es mas importante y relevante para la conservacion, proteccion y

perpetuacion a lo largo del tiempo de estas especies, pues al tener una alta recombinacion

genética, serdn menos vulnerables a plagas, cambios climaticos y se logrardn adaptar con

facilidad a alteraciones desfavorables en su medio, entre muchas otras ventajas (Tabla 1).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los dos tipos de propagacion en crasulaceas. Modificado de: (Reyes et al., 2014)

Tipo de propagacion

Ventajas

Desventajas

Propagacion vegetativa

(Asexual)

Nuevos organismos de mayor
tamafio en menor tiempo
S6lo se requiere de una planta

para propagar

La variabilidad genética del cultivo
disminuye
No todas las especies se logran

propagar por estas técnicas

Propagacion por semilla

(Sexual)

La variabilidad genética del
cultivo aumenta

Obtencion de hibridos
estéticamente mas atractivos y
resistentes

Produccidn a gran escala
Seleccidn personalizada de los

mejores individuos

Son plantas que no se propagan
vegetativamente

Se debe contar con al menos dos
plantas madre de origen distinto
Lento crecimiento de las plantas

Maés cuidados e infraestructura
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1.3.- Cultivo de crasulaceas

Uno de los factores que deben cuidarse en el cultivo de crasulaceas, es la eleccion y preparacion
del sustrato. En general, las crasulaceas pueden vivir en cualquier tipo de sustrato sin problemas
aparentes, no obstante, se recomienda que sea ligero, poroso y bien drenado; para ello se puede
utilizar tierra de hoja, tierra negra, composta, peatmoss 0 musgo de turbera y fibra de coco.
Cualquiera de estos materiales organicos se debe mezclar con otros materiales minerales como
gravilla, tepojal, tezontle, agrolita o vermiculita a fin de mantener una alta porosidad.

Reyes y col. (2014) recomiendan mantener una proporcion de 2:1:1 en volumen de
material mineral o que brinde porosidad al sustrato, suelo o tierra negra y composta

respectivamente, para mantener las condiciones adecuadas en el cultivo de crasulaceas.

1.4.- Naturacién de espacios urbanos

Una de las tendencias mundiales y actuales ha sido la de implementar coberturas verdes en
edificios, terrazas, muros y azoteas (Figuras 8 y 9), ya que agregan valor paisajistico a la ciudad
y mejora la calidad de vida de sus habitantes; también generan beneficios ambientales
importantes, al moderar la temperatura dentro de edificios, lo cual ayuda a disminuir el uso de
aires acondicionados, minimizan el impacto del ruido, logran reducir la contaminacion del aire,
especialmente al ser retenedores naturales de diéxido y monéxido de carbono; favorecen la
integracion paisajistica dentro de entornos medioambientales hostiles, como los que existen en

las ciudades. Dado que los espacios verdes tienen un efecto positivo dentro de los entornos

urbanos, los sistemas de naturacion son cada vez mas utilizados (Martinez et al., 2010;
Fernandez, 2010; Ochoa, 2014).

: ] E _’ T3 ‘ = T e e R
Figura 8. Ejemplo de sistema de naturacion en una azotea. ~ Figura 9. Ejemplo de sistema de naturacion colocado en un

(Tomado  de:  https://verdticalmagazine.com/cubierta- muro. (Tomado de: https://plantaoxigeno.com/portfolios/pared-
vegetal/ consultado el 14/11/2019) verde-residencial/ consultado el 14/11/2019)
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Kumar (2012), indica que el incremento de superficies verdes en las zonas urbanas
contribuye en parte a la conservacion de la flora nativa, ademéas de ser habitat y ofrecer
posibilidades de alimento para distintas especies. Las areas verdes también tienen la capacidad
de actuar como pantalla de control de viento, pues las barreras vegetales tienen efecto sobre las
turbulencias o aceleracion del viento en los bordes donde se encuentran situadas, ya que
absorben la energia cinética del aire en movimiento (Hernandez, 2013).

El contacto con areas verdes tiene efectos positivos sobre la salud de los citadinos,
incrementando la longevidad y disminuyendo la prevalencia de obesidad y diabetes, ya que
promueve la actividad fisica; ademas, la presencia de areas naturales permite que disminuyan
los indices de criminalidad, agresion y violencia (Kaplan y Kaplan, 2003; Zuria et al., 2008).

Un posible uso de los organismos propagados vegetativamente en este estudio es que
sean los principales actores en el reverdecimiento de areas como azoteas 0 muros, por su alta

resistencia a condiciones de limitacion hidrica y estrés térmico, tipicas de los espacios urbanos.
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CAPITULO I
SUSTRATOS Y BIOFERTILIZANTES

2.1.- Conceptos de suelo y sustrato

El suelo es considerado como un sistema vivo y dinamico, conforma la capa mas somera en la
superficie terrestre y es resultado de diferentes procesos y factores de intemperismo y erosion
fisicos-quimicos-bioldgicos, que actian sobre el material rocoso a lo largo del tiempo.
Dependiendo de la intensidad de cada uno de los factores formadores de suelo, este tiene una
tasa de formacion de 1 cm por cada 100 a 400 afios. También esté caracterizado por un perfil
de horizontes con rasgos distintivos e identificables, en donde se desarrolla la vida vegetal de
los ecosistemas (Cruz, 2006; Caballero, 2018).

Un sustrato es todo material sélido distinto del suelo, puede ser de origen natural,
sintético o residual, mineral (inorgénico) u organico, que se pueden utilizar solos 0 mezclados.
Los sustratos al igual que el suelo, proporcionan a la planta de agua, elementos nutritivos
necesarios para su desarrollo y brindan a las raices el oxigeno necesario para su respiracion
(Alarcon, 2006; Lardizabal, 2012).

2.2.- Tipos de sustratos y criterios de eleccién

De acuerdo con Infoagro Systems, (1997), existen mdltiples criterios para clasificar a un
sustrato con base en el origen de los materiales, su naturaleza, sus propiedades fisicas, quimicas
0 bioldgicas, su capacidad de degradacion, entre otras. Segun sus propiedades quimicas se
pueden clasificar en sustratos quimicamente inertes, como las arenas graniticas o siliceas, rocas
volcanicas, perlita, arcillas expandidas o lana de roca. Y también como quimicamente activos,
como las turbas rubias y negras, la corteza de pino, vermiculita, materiales ligno-celulésicos.
La diferencia entre ambas clasificaciones radica en su capacidad de intercambio catidnico, los
sustratos quimicamente inertes ofrecen soporte a la planta sin aportar nutrientes; los sustratos
quimicamente activos, ademas de servir a la planta como soporte, tiene una reserva de
nutrientes asimilables para la planta.

Visto desde el origen del material, los sustratos pueden ser organicos como la turba,
sintéticos como los polimeros no biodegradables, las espumas de poliuretano o el poliestireno

—————————————
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expandido. Otro origen de los sustratos es de subproductos o residuos procedentes de diversas
actividades, por ejemplo, la cascarilla de arroz, pajas de cereales, fibra de coco, aserrin, entre
otros. También la arena, el tezontle y tepojal funcionan bien como material mineral para
sustratos.

Al momento de seleccionar el material para elaborar un sustrato, se debe considerar la
inexistencia de patdgenos, una adecuada retencién de agua y que al mismo tiempo ofrezca un
drenaje apropiado para que coexistan los fluidos agua y aire. Ademas, deben proporcionar los

nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas a cultivar.

2.3.- Biofertilizantes y fertilizantes quimicos

La nutricion vegetal inorgénica es la incorporacion de elementos o compuestos quimicos en
forma asimilable para las plantas y disponibles en el suelo, sustrato o atmésfera, utilizados para
realizar diferentes procesos metabodlicos. Los elementos que la planta absorbe del suelo o
sustrato, se deben reponer de alguna u otra forma, ya sea de manera natural con la
descomposicion de la materia organica y reciclamiento de nutrientes o de forma sintética a
través de fertilizantes quimicos. Se denomina fertilizante a toda aquella sustancia organica o
inorgénica, natural o sintética que brinda los nutrientes necesarios y asimilables para las plantas
(Salas, 2003; Guzmaén, 2018).

Los fertilizantes inorganicos, son sustancias naturales o sintéticas que no provienen de
fuentes animales o vegetales, como los yacimientos de salitre, roca fosférica y el cloruro de
potasio. Los fertilizantes sintéticos se elaboran artificialmente y tienen como base sales
minerales de nitrégeno, fosforo y potasio; cuando contienen solamente uno de estos elementos
se les conoce como simples y cuando se forman de méas de un elemento se les conoce como
compuestos (Guzman, 2018).

Los fertilizantes organicos o biofertilizantes tienen origen organico, pueden ser productos
agro-biotecnoldgicos, que contienen microorganismos vivos o latentes y productos de desechos
vegetales (Kloepper et al., 1980, Bertsch, 2003 Soto, 2003; SAGARPA, 2017). Los abonos
fabricados se producen con diferentes tipos de composta, bocashi o lombricomposta. En su
produccion se les puede inocular microorganismos, extractos de algas y biofermentados
(Acuna, 2003).
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2.4.- Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) como biofertilizantes

Los hongos micorrizicos arbusculares son una asociacion endosimbidtica obligada, asociados
a la raiz de una planta hospedera; el término proviene de los vocablos griegos mike = hongo y
rrhiza = raiz, que significa literalmente “raiz fingica” (Sanchez, 2005; Ramos et al., 2007).
Forman simbiosis con el 90% de las plantas terrestres, y permite que estas se adapten con
facilidad a situaciones adversas. Las principales estructuras que forman dentro de las células
corticales de la raiz que colonizan son: arbusculos, vesiculas, hifas y esporas, (Sanchez, 2005;
Barrer, 2009). Esta simbiosis empieza cuando las hifas que se encuentran en el suelo o sustrato
crecen sobre la superficie de la raiz de la planta hospedera, luego, una o0 mas hifas producen un
apresorio entre las células de la epidermis hasta las células corticales de la raiz. Estas hifas
cruzan la hipodermis y se ramifican en el interior del cortex (Sanchez, 2005; Meléndez, 2016).
Después, se produce un acoplamiento entre el hongo y la planta a través de un arbudsculo
(Gianinazzi et al., 1984; Azcon y Bago, 1994).

2.4.1.- Morfofisiologia de los HMA

Las hifas asociadas a raices micorrizadas forman una red extensa en la mayoria de los suelos,
para poder observar estas estructuras es necesario aplicar técnicas de tincion y usar
microscopios épticos.

Los HMA tienen estructuras que pueden encontrarse en el suelo y en la raiz del
hospedero; las hifas del suelo llamadas extra radicales, alcanzan diferentes grosores y su
funcién es absorber y conducir nutrientes hacia el arblsculo. Las esporas son celulas
reproductivas que alcanzan tamafios de 20 a 1000 micrometros de diametro y se pueden formar
en las hifas extra radicales o dentro de la raiz, contienen lipidos, citoplasma y miles de nucleos
(2000 a 3000), se forman cuando los nutrimentos disminuyen y se asocian con la senescencia.

En la raiz del hospedero, también se encuentran hifas no septadas que se ramifican a lo
largo del cértex pero no atraviesan las paredes celulares, a partir de las cuales se pueden forman
arbasculos, vesiculas o esporas. Los arbusculos son hifas ramificadas que se asemejan a un
arbol, de ahi su nombre, permanecen al exterior del citoplasma y su funcion es intercambiar

nutrimentos entre el hongo y la planta. Las vesiculas son estructuras de reserva que almacenan
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lipidos; son globosas y se forman en la punta de las hifas, se pueden encontrar intercelularmente

y desarrollan paredes gruesas, en raices viejas pueden funcionar como propagulos (Figura 10).

Arbusculo

Zona de entrada

Pelo radical

Clamidospora

Hifa externa

Vesicula

Hifa interna

g

Figura 10. Esquema de las principales estructuras de los hongos micorrizicos arbusculares. (Tomado y modificado
de: https://lahuertadelosrobles.wordpress.com/2017/05/13/haciendo-suelo/ consultado el: 10/01/2020)

Los HMA pueden ser utilizados como biofertilizantes, mediante la elaboracion de un
indculo que consiste en suelo o sustrato impregnado con propagulos (esporas, hifas, raices con
vesiculas y arbusculos) de una especie determinada de hongo y es bien caracterizado por su

alta tasa de infectividad y sencilla manipulaciéon (Meléndez, 2016).

2.4.2.- ; Coémo los HMA ayudan al crecimiento de las plantas?

Los HMA asociados a las raices de los hospederos forman una unidad morfoldgica y
fisioldgica, que permite que las plantas incrementen la superficie de exploracion del suelo en
busca de agua y nutrientes, sobre todo fosforo y nitrogeno, dos de los macronutrientes
esenciales para el desarrollo vegetal. Las plantas micorrizadas tienen la ventaja de captar mayor
cantidad de agua gracias a la red hifal, por ello, estas plantas soportan mejor el estrés hidrico
(Kothari et al., 1990; Cruz, 2006). Los HMA incorporan mas agua y nutrientes a las plantas, lo

cual acelera su crecimiento y aumenta su biomasa (Vasanthakrishna y Bagyaraj, 1993; Stltmer
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y Bellei, 1994; Najera, 1999; Cruz, 2006). En la figura 11 se observan las diferencias en el
crecimiento de plantas inoculadas con HMA y plantas no inoculadas.

El estrés salino es similar al estrés hidrico, pues en ambos casos la disposicion de agua
se encuentra limitada; bajo estas condiciones de estrés, los HMA brindan resistencia a la planta
hospedera (Michelsen & Rosendahl, 1989; Ruiz-Lozano y Azcon, 1997).

Figura 11. Esquejes de Mentha piperita sometidos a estrés salino. A. No inoculadas, B. Inoculadas con Glomus moseae
especie de HMA (Beltrano, 2014). (Tomado de: http://www.economiayviveros.com.ar/mayo2014/produccion_cultivo-
plantas_ornamentales_y flores de corte_1.html consultado el 21/01/2020).

También los HMA estan intimamente relacionados con el aumento de las poblaciones
microbianas dentro de la rizosfera, estos microorganismos estan involucrados en procesos de
oxido-reduccién del manganeso y otros macro y micro-elementos, lo cual aumenta la
disponibilidad de nutrientes y modifica la morfologia de la raiz del hospedero (Figura 12)
(Kothari et al., 1990; Bago et al, 2000).

Figura 12. Diferencia morfolégica de la raiz en la aplicacion de HMA en un cultivo. A. No inoculado, B. Inoculado con
HMA. (Tomado y modificado de:  http://www.economiayviveros.com.ar/mayo2014/produccion_cultivo-
plantas_ornamentales_y flores de corte_1.html consultado el 21/01/2020).
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Sagrero (2002), expone que los efectos benéficos en la asociacion simbidtica con HMA
se deben a que las hifas aumentan el area de superficie de absorcién de las plantas hospederas,
pues la exploracion en volumen dentro del suelo es mayor, ademas, los hongos inducen a la
longevidad de las raices (Marshall y Perry, 1987), también aceleran el movimiento del fésforo
hacia la raiz debido a que las hifas incrementan la afinidad por este elemento, pues solubilizan
el fésforo del suelo al liberar acidos organicos y enzimas fosfatasas, lo cual incrementa el
almacenamiento del fésforo absorbido. Hernandez (2013) y Meléndez (2016), indicaron que
en plantas medicinales inoculadas con HMA, la incidencia de flores, el peso seco, el peso fresco
del vastago y de la raiz aumentaron.

La promocion en el uso de HMA como biofertilizante, implica una reduccién de
fertilizantes quimicos, una disminucion en el impacto ambiental, una solucién sostenible ante
problematicas de erosion y desnutricion vegetal por falta de nutrientes asimilables en un suelo
o sustrato; lo cual ayudaria a encaminar proyectos relacionados con la produccion de alimento,
naturacion de espacios urbanos y restablecimiento de especies endémicas en zonas perturbadas,

hacia la sostenibilidad.
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JUSTIFICACION

Por su fisiologia y morfologia, las especies de la familia Crassulaceae requieren de pocos
cuidados para su mantenimiento, sin embargo, también es a causa de estas cualidades que su
reproduccién y crecimiento es tardado, por lo que se busca reducir el tiempo de su propagacion
y desarrollo con inoculacién de Hongos Micorrizicos Arbusculares y composta; esto podria
ayudar a la preservacion de especies amenazadas en sus ecosistemas naturales, tal como

Echeveria elegans, que se encuentra dentro de la NOM 059 por su alto valor ornamental.

HIPOTESIS

La adicion de HMA y composta como biofertilizantes dentro de un mismo sustrato para la
propagacion vegetativa de Echeveria elegans, aumentara en menor tiempo el nimero de

esquejes de tallo y el crecimiento de la planta.

OBJETIVO:

Evaluar el efecto de los HMA y la composta en la propagacién vegetativa y crecimiento de

Echeveria elegans, para hacer una propuesta de propagacion alternativa de crasulaceas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

+ Elaborary evaluar la calidad de un inéculo de hongos micorrizicos mediante una planta
trampa (Zea mays), para su implementacion en la propagacion vegetativa por esquejes
del tallo de Echeveria elegans.

+ Determinar el efecto del inéculo de micorriza y la composta sobre la propagacion

vegetativa de Echeveria elegans, mediante el brote de esquejes del tallo.

+ Evaluar el crecimiento de Echeveria elegans en los diferentes tratamientos

experimentales.
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+ Establecer un protocolo de produccién masiva a través de la propagacion vegetativa,
para implementarlo en 4 especies diferentes de los géneros Echeveria y Sedum, a partir

de los resultados obtenidos con Echeveria elegans.

+ Proponer el uso sostenible de crasulaceas para la naturacién de un espacio urbano a
través de un prototipo de muro verde, con apoyo de los resultados en los tratamientos
experimentales y en la propagacion vegetativa de 5 especies de crasulaceas de los

géneros Echeveria y Sedum.

MATERIAL Y METODO

El trabajo se dividio en 3 fases:

A. Gabinete
B. Experimental

C. Propagacion vegetativa

A. Fase de gabinete

Durante la fase de gabinete, se revisaron los fundamentos béasicos del presente trabajo mediante
la recopilacion, lectura y depuracion de la informacion relacionada con la familia Crassulaceae
y su propagacion, naturacion de espacios urbanos, aplicacion de biofertilizantes, medicion de
variables de crecimiento y su andlisis estadistico, el cual fue consultado en StatPoint Inc.,
(2006); Thierer, (2012) y Zubcoff, (2015).

B. Fase experimental

Definido el marco teorico de la investigacion, se inicio con la elaboracion de un inoculo de
hongos micorrizicos arbusculares de alta calidad. En los trabajos de Hernandez (2013) y
Meléndez (2016), se obtuvo un in6culo de HMA mediante el cultivo de Zea mays, a partir de
muestras de suelo procedentes del Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl. Para el presente
estudio, dicho indculo se coloco en 6 contenedores plasticos, donde se sembrd nuevamente Zea

mays para de aumentar la calidad del biofertilizante (Figura 13).
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Figura 13. Siembra al Figura 14. Maiz con la altura adecuada para su  Figura 15. Maiz cosechado
voleo de la planta trampa cosecha desde la raiz
Zea mays.

El cultivo de maiz se mantuvo a riego constante por tres meses y un mes bajo estrés
hidrico, para inducir la produccion de hifas, arbusculos y esporas (estructuras con alto potencial
propagativo). Una vez alcanzo los 15 a 20 cm de altura (Figura 14), se coseché desde la raiz,
se conservo esta Ultima y se desechd la parte aérea (Figura 15). La raiz se cortd y almaceno en
una bolsa plastica, se etiquetd por contenedor y se procedio a congelar. Se escogieron las raices
mas delgadas para su tincién y posterior observacion bajo microscopio Gptico, para el conteo

de colonizacién micorrizica.

B.1.- Conteo de colonizacion micorrizica en raices de Zea mays

Para calcular el porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices de maiz, se eligieron 20
segmentos de aproximadamente 1 a 2 cm de longitud por contenedor y se procedio al clareo de
ellas por accion del hidroxido de potasio (KOH) al 10%, se dejaron en la solucién por 3
minutos. Posteriormente se enjuagaron con agua destilada, con ayuda de una piseta y un tamiz
fino. Hecho esto, se introdujeron en agua oxigenada al 10% durante 3 minutos y nuevamente
se lavaron con agua destilada. A continuacion, las raices se cubrieron con &cido clorhidrico
(HCI) al 10% por 3 minutos mas y se procedié nuevamente al enjuague de ellas con agua
destilada. Por ltimo, se introdujeron las raices en una solucion colorante de azul de tripano al
0.05% y se enjuagaron una vez mas (Citado por Ferrera-Cerrato, 1993; tomado de Phillips y
Hayman, 1970). Se montaron veinte segmentos en portaobjetos de manera paralela y se
adiciond sobre ellos gotas de lactoglicerol, para ser cubiertos con un cubreobjetos. Se
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observaron al microscopio y el calculo del porcentaje de colonizacién total se realizé usando

la formula:

L, # segmentos colonizados
% colonizacion total = ¥ de segmentos locales x 100

De igual forma se realiz6 el conteo de estructuras micorrizicas: hifas, arbusculos y

vesiculas, observadas en la laminilla.

B.2.- Conteo de microesporas

Para el conteo de microesporas, se realizo el método de Gerdemann y Nicolson (1963), de
tamizado y decantacion en himedo. Se coloc6é en suspensién 10 gr de cada muestra por
contenedor en 1 L de agua, se agitd por 5 minutos y se dejo reposar por otros 3 méas para la
sedimentacion de las particulas grandes. La suspension se pas6 por una serie de tamices de
0.250 mm, 0.125 mm y 0.35 mm, respectivamente, lavando con agua Yy se repitio el proceso
dos veces mas. Las fracciones obtenidas en cada tamiz se llevaron en una caja Petri con un

cuadriculado para la cuantificacion de esporas.

0/ 10ad l # esporas contadas 100
esporas en e suelo = X
oesporas gaes 10 g de suelo

Una vez que se obtuvo el conteo preliminar de la colonizacion micorrizica en raices de
Zea mays Y el conteo de micro esporas dentro del indculo de HMA, se procedié a realizar la

parte experimental con los sustratos y los biofertilizantes.

B.3.- Preparacion de tratamientos experimentales

Una vez que se determind el mejor indculo de HMA, en funcidn al porcentaje de colonizacién
micorrizica y conteo de microesporas de cada contenedor, se implementd un disefio
experimental con 4 tratamientos, preparados con sustratos inertes, el mejor indculo de HMA'y
composta; con el fin de evaluar los efectos en la propagacion vegetativa por esquejes de tallo
y el crecimiento de Echeveria elegans. De acuerdo con Reyes y col. (2014), los materiales

—————————————
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utilizados para elaborar los tratamientos proporcionan las condiciones fisicas-quimicas-

bioldgicas adecuadas para el cultivo de crasulaceas (Tabla 2). La experimentacion se llevo a

cabo en la azotea verde del gimnasio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Campus
Il (Figura 16).
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Figura 16. Azotea verde indirecta en la FES Zaragoza, Campus II.
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Tabla 2. Disefio experimental de los diferentes tratamientos, donde los colores corresponden a los biofertilizantes
aplicados: (Verde: inoculo y azul: composta). Tratamiento 1 (HCOM) contiene ambos biofertilizantes;
tratamiento 2 (COM) sélo composta; tratamiento 3 (CTR) ningun biofertilizante; tratamiento 4 (HMA) s6lo
indculo de hongos).

Tratamiento 1
(HCOM)
2:2:2:2:1

Tratamiento 2
(COM)
2:2:2:1

Tratamiento 3
(CTR)
3:2:1

Tratamiento 4
(HMA)
1:1:1:1

Tezontle grueso

Tezontle grueso

Tezontle grueso

Tezontle grueso

Agrolita Agrolita Agrolita Agrolita
Suelo Suelo Suelo Suelo
HMA Composta HMA

Composta

Se utilizaron 4 contenedores con dimensiones de 72 cm de largo, 40 cm de ancho y 32
cm de profundidad, los cuales se llenaron con los materiales de la tabla 2 hasta 2/3 del
contenedor para formar una mezcla; se tomo en cuenta una proporcion V:V. Se emplearon 8
organismos de Echeveria elegans (Tabla 3) y se trasplantaron 2 organismos en cada tratamiento
experimental. Se realizé la medicion por mes de cada organismo de las siguientes variables: a)
conteo de esquejes del tallo producidos, b) tasa de crecimiento relativo (TCR), c¢) cobertura
total (CT) y al finalizar el experimento se obtuvo el peso fresco y peso seco de las hojas. Este

experimento, gener resultados para la eleccion del tratamiento a utilizar en el cultivo del resto
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de especies de crasulaceas utilizadas en este trabajo y su implementacién en un prototipo de

muro verde.

Tabla 3. Diametros, alturas y brote de esquejes de ocho Echeveria elegans dentro de los tratamientos
al inicio de la fase experimental.

Organismos Tratamiento  Alturacm  Didmetrocm  Esquejes del tallo
Echeveria elegans HCOM 6.3 9.2 0
Echeveria elegans HCOM 6.1 6.4 0
Echeveria elegans COM 6.7 8.5 0
Echeveria elegans COM 6.4 7.5 0
Echeveria elegans CTR 6.3 9.2 0
Echeveria elegans CTR 6.1 6.3 0
Echeveria elegans HMA 4.6 5.3 0
Echeveria elegans HMA 4.9 5.7 0

B.4.- Medicion de las variables en Echeveria elegans.

B.4.1.- Conteo de esquejes del tallo.

Para evaluar el rendimiento de cada sustrato experimental en la propagacion vegetativa por
esquejes del tallo de Echeveria elegans, se realiz6 un conteo por mes de brotes formados

durante 9 meses.

B.4.2.- Tasa de crecimiento relativo (TCR).

Para evaluar el crecimiento de Echeveria elegans en cada tratamiento, se calculd, de acuerdo
con Islas (2012), el incremento de las alturas y didmetros, iniciales y finales de cada organismo

y se dividié entre el nimero de dias que duro el experimento, a razén de la siguiente ecuacion:

TCR =[L2 — L1]/t
Donde:
TCR = Tasa de crecimiento relativo
L2 = Altura/Diametro final (cm)
L1 = Altura/Diametro inicial (cm)
t = NUmero de dias del experimento

22



Los resultados obtenidos se analizaron con el paquete estadistico Statgraphics

Centurion, mediante una prueba de ANOVA y Fisher.
B.4.3.- Cobertura total (CT).

Se midi6 el diametro mayor y el didmetro menor de cada planta, permitiendo calcular el
diametro promedio; este se considerd como la cobertura total. La recolecta de datos se realizd

aproximadamente cada 30 dias y se calcul6 con la siguiente formula:

_ DM + dm
B 2
Donde:

DM = Diametro mayor
dm = Didmetro menor
CT = Cobertura total

De igual forma, los datos recabados se analizaron mediante el paquete estadistico
Statgraphics Centurion, a través de una prueba de ANOVA y Fisher.

B.4.4.- Peso fresco y peso seco de hojas.

Al final del experimento se recolectaron 8 hojas por tratamiento con base en su estadio (joven
y maduro); se consideraron las hojas mas alejadas al centro de la roseta como maduras y las
mas cercanas al centro como jovenes. Se cortaron desde la base del tallo y se cuid6 de obtener
la muestra completa de hoja sin romperla, para posteriormente, colocarlas dentro de pequefias
bolsas de estraza y transportarlas al laboratorio, donde con ayuda de una balanza analitica se
tomo el peso en fresco de las 32 muestras, el cual refleja la masa de los tejidos vegetales mas
la masa de agua que se almacena dentro de la hoja. Las 32 muestras se dejaron reposar dentro
de una estufa de secado a 65 °C, se hizo una medicion del peso cada 2 dias y se llevé a peso
constante, considerado como peso seco, lo cual se expresa como la masa total del tejido vegetal
de la hoja. Los datos recabados fueron analizados por el paquete estadistico Statgraphics

Centurion, se realiz6 una prueba de ANOVA Multifactor para determinar las diferencias

23



estadisticas de la varianza entre factores (estadio de la hoja y tratamiento) y una prueba de

Tukey para hacer un comparativo entre las medias de los tratamientos?.

C. Fase de propagacion vegetativa

A la par con la fase experimental, se inici6 la propagacién vegetativa de Echeveria elegans,
mas otras 4 especies de la familia Crassulaceae, Echeveria Perle Von Numberg, Echeveria

pulvinata, Sedum clavatum y Sedum robrotinctum (Figuras 17 y 18)

Figura 18. D) Sedum clavatum; E) Sedum robrotinctum

Se llevaron a cabo 3 técnicas de propagacion vegetativa, esquejes del tallo, estacas de
hojas y estacas de bracteas del tallo floral, aplicadas a 33 organismos de las especies
mencionadas con anterioridad. Debido a que en algunas especies se contaba con menos de 3

organismos (Echeveria Perle Von Numberg y Echeveria pulvinata) se realiz6 solamente una

! Disefio experimental (tratamientos): A) HCOM inéculo y composta; B) COM composta; C) CTR ningdn
biofertilizante; D) HMA inéculo.
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repeticion de cada técnica de propagacion. Las plantas madre se mantuvieron dentro del
sustrato comercial con las que ya venian integradas y los brotes obtenidos se colocaron dentro
de una mezcla de tezontle grueso, agrolita y suelo, en una proporcion 1:1:1 en V:V. Se
mantuvieron en un invernadero, con un riego a capacidad de campo cada 5 dias.

Concluida la parte experimental con los biofertilizantes, se colocaron en un prototipo
de muero verde, los nuevos brotes obtenidos mediante las técnicas de propagacion, el cual fue
adicionado con el mejor tratamiento resultante de la parte experimental; con el fin de generar

un espacio urbano productor de especies de la familia Crassulaceae.

RESULTADOS

Los resultados para el conteo de colonizacion micorrizica en raices de Zea mays mediante la

técnica de tincion, se desglosan en la tabla 4.

Tabla 4. Conteo de colonizacion micorrizica de hifas, vesiculas, arbisculos y esporas en raices de maiz.

Contenedor | Contenedor | Contenedor | Contenedor | Contenedor | Contenedor | TOTAL
I I Il \Y) \% Incendio
Hifas 251 98 113 277 70 228 1037
internas
Hifas 29 8 18 79 13 28 175
externas
Vesiculas 208 49 82 114 27 150 630
Esporas 23 - 4 - - - 27
Arbusculos 125 54 71 124 26 65 465
TOTAL 636 209 288 594 136 471 2334

El contenedor con mayor colonizacion micorrizica fue el “I”, con 636 estructuras
morfoldgicas de HMA, seguido por el contenedor “IV”’ con 594 y el contenedor “Incendio”

con 471 estructuras.
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Figura 19. Raiz de Zea mays bajo Figura 20. Raiz de Zea mays bajo microscopio

microscopio Optico, donde se observan oOptico, donde se observan estructuras de HMA: a)
estructuras de HMA: a) hifa externa, b) hifa hifa externa, b) hifa interna, c) vesicula.
interna.

Figura 21. Raiz de Zea mays bajo microscopio
oOptico, donde se observan estructuras de HMA: b)
hifa interna, d) arbisculo

Respecto a las estructuras con mayor presencia en las muestras obtenidas de las raices,
se encontro en primer lugar las hifas con 1037 unidades (Figura 19), seguido por las vesiculas
y arbdsculos con 630 y 465 unidades respectivamente (Figuras 20 y 21). El porcentaje de
colonizacion micorrizica y el conteo de micoresporas se desglosan en las tablas 5y 6, donde

los contenedores “I”, “IV” e “Incendio” presentaron la mayor incidencia de estas estructuras.
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Tabla 5. Porcentaje de colonizacion micorrizica. Tabla 6. Conteo de microesporas en los seis contenedores

Contenedor | % colonizacion 0.250 mm 0.125 mm 0.035 mm
I 100% I 4 21 302
T 80% T 3 16 01
i 75% I 4 18 153
vV 100% v 6 19 368
\% 65% Vv 2 14 75
Incendio 100% Incendio 5 20 378

El conteo preliminar de la colonizacién micorrizica y microesporas, fue el parteaguas
en la eleccion de los contenedores a utilizar como inéculo en la parte experimental con los
tratamientos, bajo este tenor, se eligieron los contenedores “I”, “IV” e “Incendio”, pues
presentaron mayor cantidad de estructuras micorrizicas (hifas, arbdsculos, vesiculas, esporas)
las cuales acttan como propagulos y con ello, un biofertilizante de alta calidad. Los resultados
obtenidos en la medicién de las variables de propagacién y crecimiento para los organismos de
E. elegans sometidos a los 4 sustratos experimentales (HCOM, COM, CTR y HMA)?,
mostraron efectos positivos y diferencias significativas dentro del tratamiento HCOM; esto se

detalla a continuacion.

Esquejes del tallo de Echeveria elegans

En la propagacion vegetativa de E. elegans por esquejes del tallo, se muestra que el tratamiento
HCOM tiene una alta produccion de estas estructuras vegetativas, en comparacion con el resto
de los tratamientos (Tabla 7). El tratamiento HCOM consiguié el 56% del total de nuevos
brotes producidos, seguido por el tratamiento COM con el 26%, el restante 18% se obtuvo en
el tratamiento HMA. En cuanto al tratamiento CTR, no se report6 el brote de esquejes del tallo
(Gréfico 1). Las diferencias entre las Echeveria elegans al dia 196 del experimento, se observan

en la figura 22.

2 Disefio experimental con biofertilizantes donde: HCOM) Hongos micorrizicos arbusculares y composta; COM)
Composta; CTR) Ningun biofertilizante y HMA) Hongos micorrizicos arbusculares
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Tabla 7. Conteo total de esquejes de Esque_ieS d@l ta“O

Echeveria elegans en los cuatro tratamientos.

Sustrato | Organismos por | Brote total
tratamiento de esquejes
HCOM 2 22
COM 2 10
CTR 2 0
HMA 2 7

EHCOM mCOM =CTR mHMA

Gréfico 1. Porcentaje de esquejes de Echeveria
elegans obtenidos en los cuatro tratamientos.

1:1.95

Figura 22. E. elegans sometidas a los 4 tratamientos en el dia 196 del experimento: A) Tratamiento CTR; B)
Tratamiento COM; C) Tratamiento HMA; D) Tratamiento HCOM. En donde se observa la diferencia en el brote de
esquejes del tallo.
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El registro por tratamiento de los nuevos brotes a lo largo de todo el experimento se
observa en el grafico 2, donde se muestra el comportamiento de esta técnica de propagacion

vegetativa en Echeveria elegans, frente a la adicion de hongos micorrizicos y composta.

Brote de esquejes del tallo de E. elegans
16

14
12

10

6 /

: /
=

2 /

0

27/10/2018  16/12/2018  04/02/2019  26/03/2019  15/05/2019  04/07/2019  23/08/2019  12/10/2019

FECHA DE MUESTREO

ESQUEJES DEL TALLO
(o0}

—HCOM —HCOM COM COM CTR CTR =——HMA —HMA

Graéfico 2. Brote de esquejes del tallo en Echeveria elegans durante 8 meses

Cobertura total (CT)

Las mediciones del diametro promedio de Echeveria elegans realizadas a lo largo de 267 dias,
muestran un aumento evidente en la cobertura total para el tratamiento HCOM, en comparacion
con los demés (Gréafico 3). En la tabla 8, se observa que existen diferencias estadisticas
significativas (P-value < 0.0001) para esta variable. Los tratamientos CTR, HMA y COM
presentan una media semejante entre si, sin embargo, el tratamiento HCOM muestra una
diferencia estadistica significativa (Grafico 4, Tabla 9), por lo que se tiene evidencia de que la
adicion de ambos biofertilizantes en el mismo sustrato beneficia el aumento en la cobertura de

Echeveria elegans (Figura 23).
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Cobertura Total
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Gréafico 3. Cobertura total de ocho Echeveria elegans sometidas a los 4 sustratos

Tabla 8. ANOVA para la variable cobertura total.

Medias y 95.0% de Fisher L5D

Fuente Suma de Gl |Cuadrado [Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio 4f E
Entre grupos [178.971 3 59.6569 |13.90 |0.0000 10.4 - E -
Intra grupos | 257.504 60 |4.29173 saf :
Total (Corr.) [436.475 63 E 24 - -
74f ]
Tabla 9. Diferencias estadisticas entre grupos para sal E 1 { ;
cobertura. Método: 95.0% Fisher LSD. saf ]
Casos |Media Grupos Homogéneos BHMA  BCOM BHCOM  B.CTR
B.CTR 16 6.13437 X Gréfico 4. Comparacion de medias entre tratamientos
B.HMA 16 6.66562 |x para la variable cobertura total.
B.COM 16 6.84375 |X
B.HCOM 16 10.3625 X

Figura 23. Echeveria elegans en los cuatro tratamientos: A) COM, B) HMA, C) HCOM, D) CTR.
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Tasa de Crecimiento Relativo (TCR)

Los resultados de esta variable se muestran en las tablas 10 y 11.:

Tabla 10. TCR en altura de Echeveria elegans.

Tratamiento Altura final (cm) Altura inicial (cm) TCR altura mm
HCOM 10.4 6.3 0.1535
HCOM 11.2 6.1 0.1910

COM 7.6 6.7 0.0337
COM 6.3 6.4 -0.0037
CTR 4.2 6.3 -0.0786
CTR 3.6 6.1 -0.0936
HMA 7.6 4.6 0.1123
HMA 7.6 4.9 0.1011

Tabla 11. TCR en didametro de Echeveria elegans.

Tratamiento  Didmetro final (cm) Didmetro inicial (cm) TCR diametro (mm)

HCOM 15.5 9.2 0.2359
HCOM 16.7 6.4 0.3857
COM 12.8 8.5 0.1610
COM 9.8 7.5 0.0861
CTR 6.1 9.2 -0.1161
CTR 5.7 6.3 -0.0224
HMA 111 5.3 0.2172
HMA 11.7 5.7 0.2247

Con respecto a las alturas obtenidas a lo largo del experimento, se observa un aumento
en la talla de los organismos sometidos al tratamiento HCOM, en donde la TCR va de 0.1535
a 0.191 milimetros por dia. El segundo tratamiento que mostré un mejor desempefio fue HMA,
con un crecimiento por dia de 0.1011 a 0.1123 milimetros. Los resultados con TCR negativa
se encuentran en el tratamiento COM y CTR, lo cual indica una pérdida en talla.

Para la TCR obtenida en didmetros de Echeveria elegans, se expresa un

comportamiento similar al anterior, en donde el tratamiento HCOM tiene mejor desemperio de
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los cuatro tratamientos, seguido del tratamiento HMA. De igual forma, el peor desempefio se

expresa en los tratamientos COM y CTR.

Estadisticamente existe una diferencia significativa entre tratamientos (P-value =

0.0008) (Tabla 12), en donde se demuestra que ningun tratamiento es semejante y la media méas

elevada se obtiene en el tratamiento HCOM (Tabla 13, Grafico 5).

Tabla 12. ANOVA para variable TCR en altura.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |0.0758375 3 |0.0252792 64.08 |0.0008

Intra grupos |0.00157807 |4 {0.000394517

Total (Corr.) [0.0774156 7

Tabla 13. Diferencias estadisticas entre grupos para TCR en
altura. Método: 95.0% Fisher LSD.

Casos [Media Grupos Homogéneos
B.CTR 2 -0.0861425 |X
B.COM 2 0.0149815 X
B.HMA 2 0.106742 X
B.HCOM 2 0.172285 X

Medias y 95.0% de Fisher L5D

028 F =
0g

0.08 [

Media

-0.02 - -

i

012k ]
EHMA B.COM BHCOM BCIR

Gréfico 5. Comparacién de medias entre tratamientos
para la variable TCR en altura.

Para el caso de la TCR en didmetro de Echeveria elegans existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos con un P-value = 0.0195 (Tabla 14). Nuevamente el

tratamiento HCOM presenta la media mas elevada de los 4 tratamientos (Tabla 15, Gréafico 6).

Tabla 14. ANOVA para variable TCR en diametro.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado |Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |0.159301 3 (0.0531002 (11.52 0.0195

Intra grupos |0.0184391 |4 |0.00460978

Total (Corr.) |0.17774 7

Tabla 15. Diferencias estadisticas entre grupos para
TCR en didmetro. Método: 95.0% Fisher LSD.

Casos |Media Grupos Homogéneos
ACTR 2 -0.0692885 |X
A.COM 2 0.123596 X
AHMA 2 0.220974 X
A.HCOM 2 0.310862 X
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Grafico 6. Comparacion de medias entre tratamientos
para la variable TCR en didmetro.




Peso fresco y peso seco de hojas de Echeveria elegans.

Los resultados del analisis estadistico para el peso fresco de las hojas son:

Tabla 16. ANOVA-Multifactor para el peso fresco de hojas de Echeveria elegans.

(CORREGIDO)

Fuente Suma de c. Df Media cuadrada | Valor-F | Valor-P
A: Estadio 1.87206 1 1.87206 5.33 0.0299
B: Tratamiento 118.653 3 39.5509 11259 | 0.0000
INTERACTIONES
AB 0.471365 3 0.157122 0.45 0.7215
RESIDUAL 8.43071 24 0.351279
TOTAL 129.427 31

Medias peso fresco. Método: 95.0% Tukey HSD

8 f = ANOVA-Multifactor peso fresco
61 }: 7] CTR  COM HMA HCOM
o r Tratamiento o ] L o P =0.0000
2
&
g ar - Estadio Jov  Mad P =0.0299
5 1
jo)
a
oL 1 T h
o
r Residuals |, . . AR 6 o X X )
[} = — -6 -2 2 6 10
COM CTR HCOM HMA
Tratamiento
Gréfico 7. Comparacion de las medias del peso fresco Grafico 8. Comparacion entre tratamientos y

en hojas de Echeveria elegans en los 4 tratamientos.

estadios de hojas para peso fresco.

Se observa una diferencia estadistica significativa entre el estadio de la hoja (P-value =
0.0299) y también entre tratamientos (P-value < 0.0001) (Tabla 16, Grafico 8). La media méas

elevada obtenida en la prueba de Tukey se reflejo en el tratamiento HCOM, seguida por las

medias de los tratamientos HMA y COM; el grupo CTR present6 la media de peso fresco méas

baja (Gréafico 7). De igual forma, no existe semejanza entre los grupos de hojas maduras (Mad.)

y el de hojas jovenes (Jov.), denotando una diferencia estadistica significativa.
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Los resultados estadisticos para el peso seco son:

Tabla 17. ANOVA-Multifactor para el peso seco de hojas de Echeveria elegans.

Fuente Suma de c. |Df|Media Valor-F |Valor-P

cuadrada

MAIN EFFECTS

A:Estadio 0.00103513 |1 |0.00103513 |[3.18 0.0873
B:Tratamiento 0.16274 3 [0.0542466 166.54 (0.0000
INTERACTIONS

AB 0.0020593 |3 |0.000686434 (2.11 0.1258
RESIDUAL 0.0078176 |24)0.000325733

TOTAL (CORRECTED) {0.173652 |31

ANOVA-Multifactor para peso seco
Medias peso seco. Método: 95.0% Tukey HSD

03 -1
025 ¥ .
Tratamiento CIR CQM HyA HCOM P = 0.0000 02 | |
. 0
&
A5 -1
Estadio Jqv Mad P =0.0873 2
& 1
0.1 }: -1
0.05 [~ I -1
(008 wd -
Residuals |, A 8 i A A A A com CTR HCOM HMA
-0.19 -0.09 0.01 0.11 0.21 0.31 0.41 Tratamiento

Grafico 9. Comparacion entre tratamientos y

) ; Grafico 10. Comparacion de las medias del peso
estadios de hojas para peso seco.

seco en hojas de Echeveria elegans en los 4
tratamientos.

Existen diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P-value < 0.0001)
pero no entre los estadios de las hojas (P-value = 0.0873) (Tabla 17, Gréafico 9). La prueba de
Tukey, refleja nuevamente a la media mas elevada para el peso seco dentro del tratamiento
HCOM (Grafico 10). Con ello se demuestra la eficacia en la produccion de tejido vegetal en la

combinacion de indculo de micorriza con composta.
Propagacion vegetativa de Echeveria y Sedum.
Se propagd con éxito un total de 5 especies de la familia Crassulaceae mediante 3 técnicas:

estacas de hojas, estacas de bracteas del tallo floral y esquejes del tallo. Los resultados de estas

técnicas se desglosan dentro de la tabla 18.
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Tabla 18. Cinco especies de la familia Crassulaceae propagadas vegetativamente.

Especie Plantas madre Tipo de propagacién Nuevos organismos

w
w

—
@)
|
>
-

126

Organismos obtenidos
Mranies

Friquijis cleel allioy
43%

Tabla 19. Total de nuevos organismos obtenidos
mediante las tres técnicas de propagacion vegetativa.

Propagacion Organismos obtenidos
Brote de esquejes 54
Hojas 65
Bréacteas 7 Esqueles deltallo = Holas = Bracteas
TOTAL 126 Grafico 11. Grafico pastel correspondiente a los
organismos obtenidos por las 3 técnicas de propagacion

A lo largo de 9 meses, se logré aumentar la poblacion de crasulaceas en un 381%
mediante la propagacion vegetativa de sus hojas, bracteas y esquejes del tallo. De los 33
organismos iniciales, se obtuvieron 126 nuevos brotes repartidos en las 5 especies, donde el
mayor nimero de individuos se obtuvieron por propagacion de hojas (Figuras 25 y 27), con el
52% de la produccion total; la propagacion por esquejes del tallo (Figuras 24, 26, y 28) registré
54 nuevos individuos, lo que corresponde al 43% y por altimo, la propagacion por bréacteas del
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tallo floral con 5% representado por 7 nuevos especimenes (Tabla 19, Grafico 11). Incluida en

las estadisticas recabadas en la propagacion vegetativa, se encuentran también los organismos

producidos por esquejes del tallo en la fase experimental con Echeveria elegans.

Figura 24. Propagacion vegetativa por brote de esquejes. A) Planta madre, B) Brote de esquejes, 1) Sedum
robrotinctum, 2) Echeveria elegans, 3) Sedum clavatum

2 3 4 5

Figura 25. Propagacion vegetativa por hoja. A) Hoja recolectada, B) Nuevo organismo, C) Primordio de
raiz; 1) Echeveria elegans, 2) Sedum clavatum, 3) Echeveria pulvinata, 4) Sedum robrotinctum, 5)

Echeveria Perle Von Numberg
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Figura 26. Morfologia Figura 27. Organismo de Figura 28. Organismo de Sedum

de un esgeuje. Especie: Echeveria Perle Von clavatum, propagacion por brote
Echeveria elegans. A) Numemberg, propagacion por de esqueje.

Esqueje, B) Primordio hoja.

de raiz.

Figura 29. Diferencia en tamafios de: 1) Propagacién por hojas. 2) Propagacion por brote de esquejes.

El brote del primordio de raiz en la base de las hojas, se observo alrededor de la semana
2 a 4, esta técnica presentd el mayor nimero de nuevos brotes, pero de menor tamafio y con
crecimiento muy tardado, en comparacion con la propagacién por esquejes del tallo, donde los
brotes obtenidos fueron de mayor tamafio y crecimiento rapido, alrededor de la semana 3 a 5;
esto se puede apreciar en la figura 29 donde la diferencia de tamarios entre los brotes de

estacado de hojas y esquejes del tallo, es evidente.
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Alternativa en la produccion de crasulaceas, mediante un prototipo de muro verde.

Con base en los resultados obtenidos en la fase experimental con los tratamientos, se utilizo el
tratamiento HCOM para la implementacion de un prototipo de muro verde, se utilizaron como
sustratos el tezontle grueso, agrolita y suelo. Como biofertilizantes se utiliz6 inéculo de HMA
y composta; las proporciones que sigue esta mezcla de materiales es 3:3:3:3:2 V:V
respectivamente.

El prototipo de muro verde se disefi6 con masetas de plastico, las cuales se montaron
sobre un perfil de metal de forma vertical. En cada maceta se colocaron de 2 a 3 organismos
obtenidos de las técnicas de propagacion vegetativa, y sobre cada perfil de metal se montaron
cinco macetas (Figura 30). Durante el periodo primavera-verano se rego al menos una vez por
semana; para el periodo otofio-invierno, al menos una vez cada dos semanas; durante la
temporada de lluvia el riego fue suspendido, a menos de observarse el sustrato seco por mas de

una semana.

Figura 30. Prototipo de muro verde en jardin de mariposas con crasulaceas propagadas vegetativamente

Conforme las especies colocadas en los muros fueron creciendo, se aplicaron
nuevamente las técnicas de propagacion vegetal descritas dentro del presente trabajo, para
consolidar un espacio productor de crasulaceas sustentable (Figura 31); los nuevos brotes se

colocaron en otros contenedores o macetas individuales.
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Figura 31. Brote de esqueje de la especie Echeveria elegans (en medio) trasplantado
dentro del mismo contenedor donde brotd de la planta madre (izquierda).

DISCUSION DE RESULTADOS

Las estructuras de los hongos micorrizicos arbusculares sirven como propagulos dentro de un
in6culo para ser utilizado como biofertilizante. Estas estructuras cumplen funciones muy
especificas, por ejemplo, las hifas y las vesiculas se relacionan con el transporte, reserva y
absorcion de agua-nutrientes, y el intercambio de nutrimentos entre planta-hongo esta dado por
los arbusculos (Sanchez, 2005). Es por ello que asegurar una alta calidad de inoculacién, en
funcién a las estructuras y colonizacion micorrizica, es indispensable para la elaboracion de un
biofertilizante de buena calidad (Hernandez, 2013; Meléndez, 2016).

Barrer (2009), menciona que la simbiosis con hongos micorrizicos aumenta la
produccion de cultivos en contraste con plantas no inoculadas, esto debido a la alta capacidad
que adquieren las raices para absorber agua y nutrientes especificos del suelo o sustrato como
el fésforo, nitrégeno y potasio, que normal mente no podrian absorber, esto se debe gracias a
la ampliacion en el sistema radicular, producto de la red hifal de los hongos y las enzimas que
producen. Por otra parte, la composta brinda porosidad al sustrato, mantiene la humedad y
afiade materia organica rica en nutrientes disponibles para la planta. Es por estas afirmaciones,
que Echeveria elegans presenta valores altos de propagacion por esquejes del tallo, ante la

adicion de ambos biofertilizantes dentro del mismo tratamiento (HCOM), pues los beneficios
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de estos se complementan y potencian, en comparacion con los demas tratamientos donde sélo
se adiciono un biofertilizante y donde no se agregd ninguno.

De acuerdo con Andrade et al. (2007), Islas (2012) y Rodriguez (2012), las especies
que presentan metabolismo CAM (por sus siglas en ingles), tienen caracteristicas especiales
que les ayudan a sobrevivir en ambientes secos, ademas, debido al intercambio nocturno de
gases, estos organismos desarrollan tejidos de reserva muy grandes, lo cual limita el desarrollo
de tejido fotosintetico, esto implica una tasa de crecimiento muy baja. En este trabajo se
demostré la eficacia de los hongos micorrizicos arbusculares y la composta como
biofertilizantes para aumentar la tasa de crecimiento en Echeveria elegans, asi como su
cobertura total, peso seco y peso fresco de sus hojas; pues como lo reporta Hernandez (2013)
y Meléndez (2016), la capacidad de crecimiento de los cultivos se incrementa al inocular
micorrizas en un sustrato rico en materia organica, pues se potencia la capacidad de absorcion
en la zona radicular de agua y nutrientes. Vasanthakrishna y Bagyaraj (1993), Stiitmer y Bellei
(1994) y Cruz (2006), afirman que los hongos micorrizicos arbusculares, aumentan la
capacidad en la produccidn de biomasa en organismos inoculados, tal y como se demostré con
Echeveria elegans.

En cuanto a las técnicas de propagacion vegetativa, Reyes y colaboradores (2014) las
describen, pero no se hace una comparacion entre ellas en cuanto a efectividad. En el presente
estudio, se obtuvo el mayor nimero de brotes por medio de la propagacién por hojas, sin
embargo, resulta ser tardado, pues el desarrollo del brote es muy lento, ademas, no todas las
hojas recolectadas desarrollaron un primordio de raiz, lo que hace a esta técnica inviable en
este Ultimo caso; ademas, el crecimiento del brote estd limitado al contenido nutrimental e
hidrico que se encuentra almacenado dentro de las células de la hoja, esto restringe su
desarrollo. En contrapunto, el crecimiento de los brotes obtenidos por esquejes del tallo, esta
fuertemente influenciado por el suministro hidrico y nutrimental brindado por la planta madre,
lo cual ayuda a que el brote se desarrolle mas rapido, incluso muchos esquejes del tallo
presentan primordios de raiz, esto garantiza su supervivencia. En la propagacion por bracteas
del tallo floral, se aprovecha bien cuando se cuenta con una inflorescencia, pero tiene las
mismas limitaciones que la propagacion por hojas y aunado a estas, se cuenta con la desventaja
de que se generan inflorescencias 1 o 2 veces al afio dependiendo de la especie, es por ello que
solo se logrd producir 7 organismo a través de esta técnica, pues a lo largo de toda la
investigaciéon, Echeveria elegans y Echeveria pulvinata fueron las Unicas especies que

presentaron estas estructuras.
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Por ultimo, como lo menciona Kumar (2012), la implementacion en un prototipo de
muro verde con las crasulaceas propagadas en este estudio, ayuda a la preservacion de la flora
nativa e incrementa las superficies verdes en zonas urbanas. Con el protocolo elaborado para
la propagacion en masa de crasulaceas con apoyo de los hongos micorrizicos arbusculares y la
composta, no solamente es un espacio urbano naturado, sino que también funge como fuente
de conservacién y produccién alternativa de estas especies, sobre todo para aquellas que se

encuentren catalogadas en algun estatus de riesgo.

CONCLUSIONES

De acuerdo con el porcentaje de colonizacion micorrizica y conteo de microesporas, se
comprueba la confiabilidad de la técnica propuesta por Hernandez (2013) y Meléndez (2016)
para la produccion de un inéculo de HMA de 6ptima calidad.

El tratamiento con mejores resultados para la propagacion y crecimiento de Echeveria
elegans, esta compuesto por tezontle grueso, agrolita, suelo, in6culo de hongos micorrizicos
arbusculares y composta, en proporciones 3:3:3:3:2, V:V respectivamente; ya que se logro
aumentar en un lapso menor de tiempo el brote de esquejes del tallo, el crecimiento, la cobertura
total, el peso fresco y peso seco de las hojas.

En la experimentacidn con las técnicas de propagacion vegetativa de cinco especies de
crasulaceas, la técnica méas eficiente fue la propagacion de esquejes del tallo, pues su
crecimiento y supervivencia es mayor, en comparacion con las hojas y bracteas. Existe la
posibilidad de mejorar estas técnicas de propagacion si se ocupa un sustrato enriquecido con
inoculo de hongos micorrizicos y composta.

El uso de crasulaceas propagadas vegetativamente es una buena alternativa en la
naturacion de espacios urbanos, debido a la alta capacidad de adaptacién a condiciones
extremas de temperatura y estrés hidrico de estas especies, ademas, si el sustrato se enriquece
con inoculo de HMA y composta, se potencializan estas ventajas fisioldgicas y morfoldgicas.
Asi, se obtienen los beneficios de una zona naturada y con la correcta aplicacion de las técnicas
de propagacion vegetativa, un espacio productor de crasulaceas.

Actualmente, la informacion bibliogréafica relacionada a la aplicacion, uso y
caracterizacion de hongos micorrizicos arbusculares como biofertilizantes para crasulaceas es

escasa; sin embargo, los resultados de esta investigacion, permiten considerar a los HMA como
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una buena alternativa para generar protocolos de propagacion y conservacion de especies de la

familia Crassulaceae, tal y como se demostrd con Echeveria elegans.
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