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INTERACCION DE UNA PLANTA CON POTENCIAL ALELOPATICO (lpomoea
purpurea (L.) Roth) CON FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) Y SOYA (Glycine max (L.) Merr.)
INOCULADAS CON BACTERIAS SIMBIOTICAS

Paulina Janneth Perez Peralta, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

La alelopatia es un fendmeno que involucra la produccién de metabolitos secundarios que
influyen en el crecimiento vegetal y otros organismos, pero este potencial alelopatico ha
sido poco estudiado en la simbiosis rizobio-leguminosa. Esta investigacién tuvo como
objetivos: (i) evaluar el potencial alelopatico de los lixiviados acuosos de Ipomoea
purpurea (L.) Roth en la germinacion de semillas y en la longitud radical de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y soya (Glycine max (L.) Merr.); (ii) determinar su efecto en el
crecimiento in vitro de Rhizobium tropici CIAT899 y Bradyrhizobium japonicum
USDAL10; (iii) evaluar el potencial alelopatico de I. purpurea en el crecimiento, fisiologia
y nodulacion de frijol y soya en simbiosis con R. tropici y B. japonicum, respectivamente; y
(iv) determinar la concentracion y acumulacién de nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K)
en frijol y soya por efecto de la incorporacion de Ipomoea. Los lixiviados acuosos de la raiz
y de la parte aérea de Ipomoea estimularon la germinacion y longitud radical de frijol, pero
en soya el efecto fue inhibitorio. Asi mismo, inhibieron el crecimiento in vitro de R. tropici,
no asi en B. japonicum. La inoculacién con R. tropici disminuyo los efectos negativos de
Ipomoea en el crecimiento y fisiologia de frijol; pero reduciendo su actividad nodular. En
contraste, la incorporacion de Ipomoea en plantas de soya favorecid su crecimiento y
nodulacion. En general, el estado nutrimental de ambas leguminosas, fue afectado por la
incorporacion de Ipomoea; sin embargo, la interacciéon de ésta planta y la inoculacion del
rizobio mejoraron el contenido de N, P y K en la raiz de frijol, mientras que en soya, se
obtuvo mayor contenido de P y K de la parte aérea. Es importante llevar a cabo mas
estudios que permitan mayor conocimiento de los efectos de plantas con potencial
alelopatico en la simbiosis leguminosa- rizobios.

Palabras clave: alelopatia, Ipomoea purpurea, simbiosis rizobio-leguminosa, lixiviado

acuoso, Phaseolus vulgaris, Glycine max.
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INTERACTION OF A PLANT WITH ALELOPATHIC POTENTIAL (Ipomoea purpurea
(L.) Roth) ON BEAN (Phaeolus vulgaris L.) AND SOYBEAN (Glycine max (L.) Merr.)
INOCULATED BY SYMBIOTIC BACTERIA

Paulina Janneth Perez Peralta, MSc.

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

Allelopathy is a natural phenomenon related to the release of secondary metabolites, which
may influence plant growth and other organisms; but this allelopathy has been scarcely
studied for the rhizobia-legume symbiosis. Aims of this research were: (i) To evaluate the
potential allelopathic effects of aqueous extracts of Ipomoea purpurea (L.) Roth on seed
germination and on root length of bean (Phaseolus vulgaris L.) and soybean seedlings
(Glycine max (L.) Merr.); (ii) To determine their effects on the growth of either Rhizobium
tropici CIAT899 or Bradyrhizobium japonicum USDA110 at in vitro cultures; (iii) To
evaluate the allelophatic effects of 1. purpurea on growth, physiology and root nodulation
of bean and soybean plants inoculated with R. tropici or B. japonicum, respectively; and
(iv) To determine the content of nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium (K) in bean
and soybean plants due to Ipomoea. Aqueous extracts from roots or shoots of Ipomoea
stimulated seed germination and root length of bean seedlings; however, in soybean these
extracts had inhibitory effects. Aqueous extracts also inhibited the growth of R. tropici, but
not for B. japonicum. Inoculating R. tropici reduced the negative effects of Ipomoea on
growth and physiological responses of bean plants, but affecting the nodule activity; in
contrast, growth and nodulation of soybean plants were stimulated by Ipomoea. Overall, the
nutritional status in both legumes was influenced due to Ipomoea; this plant in combination
with rhizobia improved the content of N, P and K in bean roots, while the content of P an K
was enhanced in soybean shoots. Further studies are needed for gaining fundamental

knowledge about the effects of allelopathic plants on the legume-rhizobia symbiosis.

Keywords: allelopathy, Ipomoea purpurea, legumes, rhizobial, Phaseolus vulgaris, Glycine
max.
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Figura 30. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la acumulacion de K
en la raiz de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100,
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l. INTRODUCCION

La alelopatia es un fendomeno bioldgico caracteristico de algunas plantas, algas,
bacterias, corales y hongos, mediante el cual se producen y se liberan al medio sustancias
bioquimicas que influyen en el crecimiento y el desarrollo de otros organismos (Narwal,
2010). La alelopatia funciona como una interferencia quimica en la cual la planta u
organismo productor libera compuestos quimicos que ejercen un efecto en otras plantas
asociadas y organismos. Estos fitoquimicos, son metabolitos secundarios (MS) que no
tienen una funcidén directa en el crecimiento de las plantas, sin embargo, funcionan como
aleloguimicos al estar involucrados en el sistema de defensa de la planta en su interaccion
con el ambiente (Ambika, 2013).

La fuente de aleloquimicos en las plantas es diversa, a partir de hojas, tallos,
semillas y flores, entre otros (Albuquerque et al., 2011; Koocheki, et al., 2013) y su
liberacion se realiza mediante la lixiviacion de las partes aéreas de la planta, volatilizacion
a traves de las hojas, descomposicion de la materia organica por los microorganismos y la
exudacion radical (Anaya, 2003; Bertin et al., 2003; Jilani et al., 2008).

Los aleloguimicos logran influir en diferentes maneras, por ejemplo en el
establecimiento de las comunidades vegetales a través de los efectos que ejercen en la
diversidad vegetal (Gruntman et al., 2015). Afectan el ciclo de los nutrimentos, regulando
la solubilizacién, movilizacion, liberacién y quelacién mineral, tras su liberacion en la
rizosfera (Jabran et al., 2013; Li et al., 2007). Influyen en los procesos fisioldgicos de las
especies receptoras, inhibiendo o estimulando la tasa de germinacién y el crecimiento de

plantulas (Hussain et al., 2008; Lorenzo et al., 2008). Inhiben la fotosintesis a través de las
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interacciones con los componentes del fotosistema Il (PSII) (Weir et al., 2004); y en las
comunidades microbianas afectan a los hongos micorrizicos, bacterias fijadoras de
nitrégeno y agentes patogenos en el suelo (Weston y Mathesius, 2013).

Por otro lado, las leguminosas representan un grupo muy diverso, que contribuye a
la fertilidad del suelo a través de la fijacion de nitrogeno, ya que a partir de la simbiosis con
rizobios, se ha estimado que puede fijar del 24 al 90% de las necesidades de nitrogeno (N)
en la planta (Ferrera-Cerrato, 2007; Wang et al., 2015). A su vez, las rizobios tienen la
capacidad de establecer simbiosis con mas de 100 plantas leguminosas de importancia
agricola (Masson-Boivin et al., 2009). Entre ellas destacan el frijol comun (Phaseolus spp.)
y la soya (Glycine max (L.) Merr.), las cuales son importantes para la nutricion humana y
como fuentes de alimentacion animal (Janczarek et al., 2015). En ambos cultivos, la
presencia de malezas del género Ipomoea spp. ha sido reportada (CONABIO, 2015 a; b).

El género Ipomoea es uno de los mas abundantes de la familia Convulvaceae, el
cual tiene diversas propiedades terapéuticas asi como alelopaticas, y en las zonas tropicales
de México los agricultores han promovido el crecimiento de la especie I. tricolor, entre
otras del mismo género para proteger el suelo y controlar el crecimiento de malezas (Anaya
etal., 1995).

En I. purpurea, se han descubierto sintesis bioquimicas exclusivas como la
produccion de alcaloides ergolinicos, tales como la ergina, isoergina, acido lisérgico,
ergosina y ergosinina, compuestos toxicos para el ser humano. No obstante, la presencia de
saponinas como la solanina y solanigrina, poseen propiedades repelentes para los insectos
(Arias-Ortiz et al., 2011). Arévalo-Barajas (1997) reporta la inhibicion significativa de la

germinacion de esporas de hongo micorrizico arbuscular Glomus sp. por efecto de los



lixiviados radicales de I. purpurea. Sin embargo, son pocos los estudios relacionados con
los efectos en las leguminosas y bacterias simbidticas.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es conocer los efectos que ejerce una
planta con potencial alelopatico como 1. purpurea en la germinacién, crecimiento,
fisiologia y absorcion nutrimental de frijol y soya inoculadas con rizobios. El presente
estudio representa una fuente de conocimiento original y basico para las investigaciones
futuras asociadas a los efectos alelopaticos en la simbiosis rizobio-leguminosa, asi como lo
relacionado con el potencial alelopatico de I. purpurea y su aplicacién en el manejo y

control de malezas de manera ecologica.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Alelopatia

La alelopatia es un término acufiado inicialmente por Molisch en 1937, que se
deriva de la palabra griega "allelon”, que significa "reciproco”, y "pathos™ que es "sufrir",
por lo que de forma literal expresa el sufrimiento reciproco entre dos organismos (Zohaib et
al., 2016). No obstante, la Sociedad Internacional de Alelopatia, definié en 1996 a la
alelopatia como cualquier proceso que implica la sintesis de metabolitos secundarios (MS)
producidos por plantas, microorganismos, virus y hongos que influyen en el crecimiento y
desarrollo de los sistemas bioldgicos e incluso agricolas (Torres et al., 1996).

En este fendmeno, un organismo puede producir uno o mas MS que influyen en el
crecimiento, la supervivencia y la reproduccion de otros organismos. Estos metabolitos
secundarios, son compuestos de bajo peso molecular, esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la planta en su interaccion con el ambiente. Los MS pueden ayudar a atraer a
polinizadores o dispersores de semillas, como defensa ante enemigos naturales, o bien
como aleloquimicos contra competidores potenciales (Kroymann, 2011; Muzell-Trezzi et
al., 2016).

Entre los grupos de compuestos relacionados con efectos alelopaticos, destacan los
fenoles simples, flavonoides, terpenoides, alcaloides, &cidos grasos, poliacetilenos,
compuestos sulfurados, oligopéptidos y glucosinolatos, los cuales también pueden actuar
por accion conjunta de varios aleloquimicos (Inderjit y Duke, 2003). Sin embargo, debe

considerarse que la actividad bioldgica de estos compuestos dependera de su naturaleza



quimica, concentracion, de la sensibilidad de la planta receptora, del proceso metabdlico

implicado y de las condiciones ambientales (Anaya, 2003; Muzell-Trezzi et al., 2016).

2.2 Liberacion y cambios ambientales causados por compuestos alelopaticos

La fuente de aleloquimicos puede proceder de diversas partes de la planta, tales
como hojas, tallos, raices, rizomas, flores, semillas y polen (Albuquerque et al., 2011,
Koocheki et al., 2013). La liberacion de estos compuestos es variable y ocurre de maneras
diversas, las principales son: (a) lixiviacion o lavado de las partes aéreas de la planta; (b)
volatilizacién a traves de las hojas; (c) liberacion de compuestos de restos organicos por
lixiviacion o descomposicicion microbiana de los mismos (hojarasca o raices muertas); y
(d) exudacion a traves de las raices (Anaya, 2003; Bertin et al., 2003; Jilani et al., 2008)

(Figura 1).
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Figura 1. Posibles vias de liberacion de aleloquimicos de origen vegetal al ambiente (Tomada y

modificada de Albuquerque et al., 2011).



Es importante sefialar que los diferentes tipos de estrés biotico y abiotico pueden
alterar la produccion y la liberacion de aleloquimicos durante el ciclo vital de las plantas.
Entre los factores ambientales que pueden afectar directa o indirectamente el rendimiento
de los MS de la planta, se encuentran la radiacion UV, la temperatura, la disponibilidad de
agua y nutrimentos, la competencia, enfermedades y la herbivoria, afectando la produccion
de compuestos, su biodisponibilidad y el efecto en la especie receptora (Jilani et al., 2008;
Muzel-Trezzi et al., 2016).

De la misma manera, la biodisponibilidad de los aleloquimicos en el suelo se
considera dependiente de los procesos de transferencia como la adsorcion y la lixiviacion,
asi como de la degradacion biotica y/o abiotica (Kobayashi, 2004). Ademas, el contenido
de arcilla y materia organica, la disponibilidad del agua, el pH del suelo y la actividad
bioldgica de los microrganismos también influyen en la alelopatia, ya que el potencial
alelopatico de muchos compuestos no puede ser expresado en algunos suelos, debido a la
adsorcion quimica en los coloides; por ejemplo, se ha detectado que la sorgoleona, se une
fuertemente a los coloides del suelo debido a su caracter altamente lipofilico (Muzel-Trezzi

etal., 2016).

2.2.1 Efectos alelopaticos en la biodiversidad vegetal

Tradicionalmente, la competencia por los recursos (luz, agua, nutrimentos, entre
otros) define de manera significativa la diversidad y la dinamica de las comunidades; sin
embargo, la alelopatia también puede afectar el establecimiento de las comunidades
vegetales (Callaway y Ridenour, 2004; Ferndndez et al., 2016). En este sentido, la

alelopatia funciona como un mecanismo de interferencia en el crecimiento y desarrollo de



la planta mediado por la adicion de los aleloquimicos a la rizosfera del suelo (Cruz-Ortega
et al., 2007).

En la invasion de plantas exoticas, la participacion de metabolitos secundarios como
aleloguimicos, ha permitido proponer diversas teorias que explican los procesos de invasion
en los ecosistemas. La hipotesis de NW (del inglés ‘Novel Weapons’, “nuevas armas”),
refiere que las especies aldctonas liberan aleloguimicos que afectan el desarrollo de las
plantas nativas (Christina et al., 2015; Hierro y Callaway, 2003). Este éxito supone la falta
de adaptacién de las especies autdctonas frente a los aleloquimicos de las plantas al6ctonas
(Gruntman et al., 2015; Inderjit et al., 2006; Svensson et al., 2013). Lo anterior ha sido
basado principalmente en los estudios realizados con Centaurea diffusa y C. maculosa,
plantas invasoras poseedoras de compuestos quimicos novedosos que ejercen un efecto
fitotoxico en especies nativas (Christina et al., 2015; Hierro y Callaway, 2003).

A pesar de que los estudios se han realizado en periodos cortos, éstos indican que el
impacto de las plantas invasoras en los ecosistemas es relativamente pequefio, pero la
incidencia en la flora autoctona podria ser muy alta. Por ejemplo, Murrel et al. (2011)
reportan un alto impacto ecoldgico de Falllopia x bohemica en la vegetacion nativa, debido
al componente alelopatico.

En experimentos a pequefia escala, Maron y Marler (2007) reportan la relacion entre
la diversidad vegetal de la comunidad y la invasién por especies no nativas es negativa, por
tanto, la resistencia del sistema a la invasion aumenta con la diversidad de especies, ya que
es posible que las comunidades ricas en especies ofrezcan pocos nichos vacantes (efecto de

la complementariedad del nicho). Sin embargo, también existen especies de plantas



invasoras que representan una gran amenaza a la biodiversidad y/o abundancia de forma
negativa en las comunidades de plantas nativas y los ecosistemas (McGeoch et al., 2010).

Los efectos de los aleloquimicos en campo, son controversiales, ya que no siempre
pueden observarse claramente, debido a la influencia que ejercen los factores fisicos,
quimicos y bioldgicos del suelo (Zhu et al., 2011). Por ejemplo, Bais et al. (2003),
consideran que los niveles de aleloquimicos en el suelo originalmente reportados son
irreproducibles, un ejemplo es la catequina, cuya concentracién disminuye en el suelo
debido a la degradacion quimica, a su unién con las arcillas, a la degradacion microbiana o
a la combinacion estos factores (Zhu et al., 2011). Diversos estudios reportan algunos
efectos que generan las plantas alelopaticas en diversas especies receptoras de compuestos
alelopaticos que intervienen en el proceso de invasién (Lorenzo y Gonzélez, 2010) (Cuadro
1).

En general, las investigaciones se basan Unicamente en bioensayos, en donde los
extractos obtenidos de especies aldctonas se aplican a especies receptoras, tratando de
identificar los compuestos quimicos del extracto y determinar cuél es el responsable del
efecto alelopatico. No obstante, ain existen dudas respecto a la funcion que tienen los
metabolitos secundarios como aleloguimicos capaces de determinar la composicion vegetal
de un éarea invadida, donde también participan microorganismos edaficos (Lorenzo y

Gonzélez, 2010; Meiners, 2014; Zhang et al., 2009).



Cuadro 1. Efecto de compuestos alelopéaticos que intervienen en el proceso de invasion en

diferentes especies receptoras (Tomado y modificado de Lorenzo y Gonzélez, 2010).

Compuesto Especie invasora Efecto Especie receptora
alelopético
Sesquiterpenos Chrysanthemoides Inhibicion del Isolepis nodosa (Rotth.) R.Br.

monilifera spp
rotundata (DC.) Norl.

crecimiento de plantulas

Acacia longifolia var. sophorae
(Labill.) F. Muell.

Banksia integrifolia L. f.

Fenoles solubles Thypha angustifolia L. Reduccién del Bolboschoenus fluviatilis
crecimiento (Torr.)
Glucosinolatos y Brassicaceae Interacciones planta- Especies nativas del area

productos de hidrolisis

planta, planta-
microorganismo y

planta-insecto

invadida

Fenoles (7,8- Acroptilon repens L. Efecto negativo en Astragalus cicer L.
benzoflavona) DC. cuatro especies de Hedysarum boreale Nutt.
leguminosas y sus Luinis sericeus H.B.K.
rizosferas Medicago sativa L.
Fenoles (catequina) Centaurea maculosa Efecto negativo en Astragalus cicer L.
Lam. cuatro  especies de Hedysarum boreale Nutt.

legumnimosas y  sus

rizésferas

Luinis sericeus H. B. K.

Medicago sativa L.

2.2.2 Efectos en el ciclo de nutrimentos en el suelo

Los aleloquimicos procedentes de especies invasoras tienen un fuerte impacto en la

dindmica del ciclo de nutrientes en el suelo de un area invadida. En general, se considera

que la concentracién de carbono (C), nitrégeno (N) y fosforo (P) total incrementa con la

abundancia de especies invasoras (Li et al.,, 2007). Estudios realizados con plantas

invasoras fijadoras de nitrégeno indican un elevado contenido en N y una relacién C/N mas
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baja que en las areas no invadidas. Estas variaciones junto con un aumento en los
contenidos de C organico, N total y cationes intercambiables también implican cambios en
los microorganismos del suelo.

Otros trabajos reportan resultados diferentes en las éareas invadidas, pues
determinaron que disminuye el N y P total, el N (NO3) y P disponible, asi como la
estabilidad de los agregados, mientras que el C organico y el N (NH,*) incrementan (Zhang
et al., 2009). Por el contrario, los procesos de invasidén también pueden inhibir la capacidad
de absorcién de los nutrimentos de las plantas nativas, por ejemplo, a través de la supresion
de micorrizas asociadas (Callaway et al., 2008; Rout y Callaway, 2009).

Los aleloquimicos regulan la solubilizacion, movilizacion, liberacion y quelacion
mineral, cuando son liberados en la rizésfera (Jabran et al., 2013). Entre las modificaciones
del suelo causadas por aleloquimicos, estan relacionadas con los mondmeros fendlicos y
acidos fendlicos, puesto que pueden formar complejos con los nutrimentos y con sustancias
toxicas en el suelo, afectando su disponibilidad para las plantas. Los compuestos fenélicos
pueden incrementar la disponibilidad de fésforo para las plantas al competir con los sitios
de inmovilizacion de este nutrimento en la materia organica del suelo, las particulas de
arcilla, aluminio soluble, hierro 0 manganeso (Appel, 1993). Ademas, aleloquimicos como
la sorgoleona, producida y liberada por las raices de las plantas de sorgo, pueden influir en
los ciclos biogeoquimicos de los nutrimentos, como el nitrogeno, al inhibir ésta, la
actividad nitrificante de las bacterias Nitrosomonas (Muze-Trezzi et al., 2016; Tesfamariam

etal., 2014).
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2.2.3 Efectos en los procesos fisioldgicos de las especies receptoras

Entre los efectos producidos por los compuestos alelopéaticos se encuentran aquellos
producidos en los procesos fisiologicos de la planta receptora como la inhibicion y
estimulacion de la tasa de germinacion o en el crecimiento de plantulas (Hussain et al.,
2008; Lorenzo et al., 2008). Por ejemplo, la catequina (-) presente en Centaurea maculosa,
inhibe la germinacion de las semillas de especies de plantas que se consideran tolerantes a
sus efectos fitotoxicos, asi como la germinacion de sus propias semillas, por lo que se ha
sugerido el uso de esta especie incluso para regular su propia poblacion y evitar la
competencia por recursos que pueden estar limitados (Weir et al., 2003). La inhibicion en
la germinacion de las semillas de C. maculosa se atribuye a la interrupcion de la actividad
glucolitica (la respiracion mitocondrial), que proporciona al embrion de la semilla el poder
reductor, ATP y los productos de carbono necesarios para la biosintesis de las raices y
partes aéreas de la planta (Weir et al., 2004).

También se ha reportado que los aleloquimicos inhiben la fotosintesis a través de las
interacciones con los componentes del fotosistema Il (PSII). EI PSII es un complejo
multiproteico que cataliza una serie de reacciones de transferencia de electrones que resulta
en la disociacion del agua y lleva a cabo la reduccién de la plastoquinona para transformar
la luz solar en energia quimica (Caffarri et al., 2009; Hankamer y Barber, 1997). En este
sentido, ha sido bien caracterizado el papel de la sorgoleona como un inhibidor de la cadena
transportadora de electrones en el cloroplasto, una actividad similar a la realizada por
herbicidas como la atrazina. Asimismo, la sorgoleona inhibe la 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD), lo que interrumpe la biosintesis de carotenoides y provoca la

destruccion de la clorofila (Czarnota et al., 2001; Meazza et al., 2002; Weir et al., 2004).
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Por su parte, las transformaciones redox que resultan en la formacion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en ingles) desempefian un papel importante en las
interacciones entre las plantas y microorganismos patdgenos, mutualistas y competidores;
ademas de ser relacionadas en procesos de la planta como el crecimiento, el ciclo celular,
actividad estomatica, entre otros (Ambika, 2013).

La toxicidad de muchas quinonas y fenoles puede ser atribuida a la formacion de
radicales semiquinona que donan electrones al oxigeno molecular, formando aniones
superéxido (O,7). Estos aniones pueden someterse a una serie de reacciones adicionales
para convertirse en radicales hidroxilo (OH") o hidroperéxido (HO), los que pueden
afectar la permeabilidad de la membrana y causar dafio a las proteinas y al ADN. Algunos
aleloquimicos rapidamente despolarizan la membrana celular, incrementan la
permeabilidad, generan moléculas sefiales para la peroxidacion lipidica y conducen a la
muerte celular (Huckelhoven y Kogel, 2003; Weir et al., 2004). Por ejemplo, los exudados
radicales del pepino generan un efecto autotoxico que reduce la conductancia estomatica, la
transpiracion foliar y la fotosintesis, asi como un aumento en la actividad enzimatica de la
peroxidasa (POD) y de la superdxido dismutasa (SOD) (Yu et al., 2003; Weir et al., 2004).

Existen otros efectos alelopaticos alternativos que pueden alterar los procesos
metabolicos de la planta receptora y que poseen un alto potencial de uso. Por ejemplo, los
aleloguimicos tienen el potencial de llevar a cabo funciones similares a las que realizan los
herbicidas comerciales como el glifosato y derivados de la sulfonilurea. Sin embargo, la
interrupcién del metabolismo de aminoacidos por aleloquimicos ain no se ha demostrado
en las plantas, que es sin duda, otro mecanismo potencial para aleloquimicos que actdan

como analogos de aminoacidos (Nakajima et al., 2001). También, los aleloquimicos pueden
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regular la concentracion de hormonas como las auxinas y giberelinas. Aunque algunos
flavonoides como las agliconas, pueden inhibir el transporte de auxinas, que resulta en la

induccion de raices laterales y la supresion de crecimiento geotropico (Weir et al., 2004).

2.2.4 Efectos en las comunidades microbianas

Los compuestos alelopéaticos de las plantas pueden afectar las asociaciones entre
planta-planta, y planta-microorganismos, tal es el caso de los hongos micorrizicos, bacterias
fijadoras de nitrégeno y agentes patdgenos en el suelo (Weston y Mathesius, 2013). Los
aleloquimicos de las plantas pueden afectar el establecimiento de la micorriza arbuscular y
de la ectomicorriza, o bien, inhibir la germinacién de semillas o el establecimiento de la
asociacion con plantas vecinas (Cipollini et al., 2012).

En investigaciones relacionadas con hongos micorrizicos, Li et al. (2014),
efectuaron un experimento con el compuesto artemisinina y sus efectos en tres aislados de
hongos de Suillus luteus (S. luteus 1, S. luteus 13, y S. luteus 11). Bajo condiciones in vitro,
mostraron que a mayor concentracion de artemisinina, la biomasa de las diferentes especies
de Suilus disminuy6. De la misma manera, se observé que la artemisinina inhibi6 la
absorcién de nutrimentos por los hongos ectomicorrizicos.

Achatz et al. (2014) evaluaron el efecto del compuesto juglona a partir del extracto
de hojas de Juglans regia L. en plantas de jitomate inoculadas con Rhizophagus irregularis.
Demostraron que la juglona afecta principalmente la produccion de biomasa aérea y radical
del jitomate (Solanum lycopersicum L.) cuando fue inoculado con R. irregularis. Ademas,
el micelio fangico ha sido considerado una via de transporte de juglona a través de las hifas

extraradicales (Barto et al., 2012).
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La asociacion entre los microorganismos responsables de la fijacion bioldgica del
nitrégeno y las plantas hospederas es estimulada por algunos flavonoides producidos por
una leguminosa. Estos flavonoides son responsables de la atraccion bacteriana en la
rizosfera e incrementan la expresion de genes especificos de nodulacion (genes Nod)
(Bertin et al., 2003). En contraste, las sustancias fendlicas producidas por plantas de arroz
mostraron un efecto negativo en las tres cepas de Rhizobium spp., como consecuencia, hubo
reduccion en el contenido de leghemoglobina en los nddulos de dos variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris L.), afectandose asi, la capacidad de fijacion de nitrégeno de las
plantas (Rice et al., 1981; Muzel-Trezzi et al., 2016).

Los aleloquimicos también pueden tener un impacto en las poblaciones de especies
patdgenas que son potencialmente perjudiciales para los cultivos. Tal es el caso de los
exudados radicales del arroz, con una alta concentracion de acido cumarico, que resulta en
una disminucion del ataque por Fusarium oxysporum f. sp. niveum en un cultivo de
rotacion de melon (Hao et al., 2010). Asimismo, los aleloquimicos también lograron
reducir las poblaciones de varias especies de artropodos fitéfagos (Farooq et al., 2013).

Estudios con especies forestales que establecen simbiosis micorrizica arbuscular y
la asociacion con hongos septados oscuros (DSE por sus siglas en inglés), muestran la
interrupcién de estos mutualismos por la presencia de compuestos alelopaticos, generando
una reduccién severa de la tasa fotosintética, lo que condujo a un estrés de carbono, lo cual
interfirio en el crecimiento y la floracion (Brouwer et al., 2015; Hale et al., 2011; Zhu et al.
2011). En plantas herbaceas perennes, el estrés cronico de carbono puede alterar la

supervivencia, la floracion y prolongada latencia de semillas (Gremer y Sala, 2013).
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En otro sentido, Bais et al. (2004) indican un incremento de la biomasa microbiana
a medida que incrementa la abundancia de la especie invasora en espacios invadidos.
Lorenzo et al. (2013), reportan un aumento en la actividad metabolica (respiracion basal) y
de la diversidad funcional; sin embargo, también se muestra que algunas especies invasoras
establecen ciclos de retroalimentacion positiva con el suelo que invaden, en los que la
rizosfera de la especie aloctona se enriquece de organismos mutualistas que la benefician

(Rodriguez-Echeverria, 2009).

2.3 Alelopatia en los agroecosistemas

La capacidad de diversas plantas para inducir efectos alelopéaticos en la vegetacion
que les rodea, ha sido documentada desde tiempos remotos. El registro alelopatico mas
antiguo fue reportado por Teofrasto (300 a. C.), quien detecté el efecto perjudicial de la col
(Brassica L.) en el crecimiento de la vid (Vitis L.) y propuso que estos efectos eran
producidos por los “olores” de las plantas de col (Zohaib et al., 2016).

En los sistemas de cultivo organicos y convencionales, los cultivos de cobertura no
solo ofrecen la reduccion de la erosion del suelo o la capacidad de retencion de agua, sino
también, suprimen eficazmente especies arvenses mediante la liberacién de compuestos
fitotoxicos que inhiben la emergencia de plantulas de malezas (Ashraf et al., 2017).

Por lo anterior, algunos integrantes de la familia Poaceae, como el centeno (Secale
cereale L.), ha sido utilizado como abono verde o como cultivo de cobertura debido a su
abundante produccion de biomasa y la liberacion de exudados radicales para suprimir

malezas gracias a compuestos como las benzoxazinonas [2,4-dihydroxi-1,4(2H)-
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benzoxazina-3-1 (DIBOA) y 2(3H)-benzoxazolinona (BOA)] (Albuquerque et al., 2011;
Jabran et al., 2015; Shulz et al., 2013).

Otras gramineas como el trigo (Triticum aestivum L.) tiene potencial alelopatico en
el manejo de malezas, plagas y enfermedades, debido a la liberacion de aleloquimicos que
incluyen &cidos fendlicos (p-hidroxibenzoico, vanillico, p-cumarico, y acidos siringico y
ferulico), acidos hidroxamicos y acidos grasos de cadena corta (Albuquerque et al., 2011;
Wu et al., 2001). Otros ejemplos son: el sorgo (Sorghum bicolor y S. sudanense), la cebada
(Hordeum vulgare L.), la avena (Avena strigosa Schreb. y A. sativa L), el arroz (Oryza
sativa L.) y el girasol (Helianthus annuus L.), que como cultivos de cobertura podrian ser
utiles en el control de la poblacion de malas hierbas (Ashraf et al., 2017; Muzel-Trezzi et
al., 2016).

Otros cultivos con actividad alelopética son Vicia spp. y otras especies de la familia
Fabaceae, que liberan aleloquimicos e inhiben la emergencia de las malezas. Por ejemplo,
la alfalfa (Medicago sativa L.) genera sustancias como las saponinas, el acido clorogénico,
medicarpina y otros compuestos fendlicos similares que son solubles en agua y se
concentran principalmente en la parte aérea (Albuquergue et al., 2011).

En cuanto a arboles se refiere, el nogal negro (Juglans nigra L.) es una de las
especies lefiosas con alta actividad alelopatica ya que el compuesto juglona (5-hidroxi-1,4-
naftoquinona) funciona como un potente aleloquimico que ataca el tejido vascular y
provoca la muerte de numerosas plantas como el tomate, papa, pera, manzana, pepino,

sandia, la alfalfa, el trigo, cebada y maiz (Bertin et al., 2003).
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2.3.1 Seleccién de la planta alelopatica

Dentro del género Ipomoea (familia Convulvaceae), Ipomoea tricolor Cav. se
utiliza para diversos propositos que incluyen propiedades purgativas, debido a la presencia
de resinas glucosidicas en su tejido foliar (Meira et al., 2012); y en las zonas tropicales de
México los agricultores promueven el crecimiento de I. tricolor y otras especies de este
género para proteger el suelo y controlar el crecimiento de malezas (Anaya et al., 1995).

Ipomoea purpurea (L.) Roth. es una planta anual, originaria del continente
americano, es conocida como “manto de la virgen”, “campanilla”, “batatilla” y “gloria de la
manana” (CONABIO, 2016b) (Figura 2). Es una enredadera, que rodea la vegetacion y
gana altura trepando sobre las plantas cultivadas, y que destaca por ser ornamental,
melifera, forrajera. También puede incidir en la dinamica de insectos plaga y el desarrollo
de enfermedades (Arias-Ortiz et al., 2011). Representa una de las malezas causante de
graves problemas principalmente en la agricultura de Brasil, México, Sudafrica y los

Estados Unidos (Defelice, 2001).

Figura 2. Ipomoea purpurea (L.) Roth (CONABIO, 2016b).
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En México, es una maleza comun y ampliamente distribuida que genera efectos
negativos en cultivos de ajonjoli, calabaza, avena, algoddn, cafia, chile, cafe, frijol, tomate,
mango, entre otros (CONABIO, 2016b). Urzua-Soria et al. (2002) reportan la incidencia de
I. purpurea en la rotacién de cultivo maiz-trigo; en cultivos de pimiento morron (Schutte y
Cunningham 2015), café o algodén (Arias-Ortiz, et al., 2011) y en Argentina se ha
registrado en cultivos de soya, en donde su habito trepador dificulta la cosecha (Daita et al.,
2011).

Algunos compuestos reportados en 1. purpurea son exclusivos, tal como los
alcaloides ergolinicos, entre los cuales destacan la ergina, isoergina, acido lisérgico,
ergosina y ergosinina, los cuales son toxicos para el ser humano. No obstante, también se
reportan saponinas como solanina y solanigrina, las cuales poseen propiedades repelentes
para los insectos (Arias-Ortiz et al., 2011). Asi mismo, los extractos de convolvulaceas

pueden ser exitosos en el control de hongos fitopatdgenos (Mahmoud et al., 2004).

2.4 Alelopatia en la rizosfera

El concepto de rizdsfera ha sido utilizado para describir aquel volumen de suelo que
es influenciado por las raices, es decir, la interfase entre la raiz y el suelo. Es un ambiente
altamente complejo y dindmico donde ocurren diversas interacciones entre raices,
minerales, compuestos organicos, solutos, gases y microorganismos (hongos, bacterias,
protozoarios, nematodos e invertebrados) (Oburger y Schmidt, 2016).

En la rizosfera, las raices de las plantas secretan un conjunto de metabolitos
primarios como acidos organicos, carbohidratos y aminoacidos; asi como, metabolitos
secundarios tales como alcaloides, terpenoides y compuestos fenolicos (Berendsen et al.,
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2012; Venturi y Keel, 2016). A partir de estos se pueden generar diversas interacciones,
entre las que destaca la comunicacion quimica entre plantas y organismos, interfiriendo en
la sefializacion o afectando el establecimiento de una comunidad bidtica. No obstante,
dependiendo de la accidn fitotdxica, la concentracion bioactiva, la persistencia y destino de
los metabolitos secundarios en el entorno en que son liberados, pueden actuar como
compuestos alelopaticos (Inderjit y Duke, 2003).

Por ejemplo, los compuestos fenolicos, son algunas de las moléculas con mas
presencia entre los metabolitos secundarios de las plantas, involucrados en diversos
procesos que incluyen la resistencia al estrés bidtico y abiotico o como pigmentos de flores,
entre otros (Joachim, y Ndakidemi. 2007). En el suelo afectan la degradacién de la materia
organica; en la rizésfera, actian como precursores importantes para la sintesis de sustancias
hamicas, por lo que alteran las actividades microbianas, la mineralizacion y disponibilidad
de N (Hattenschwiler y Vitousek, 2000; Kruse et al., 2000).

La presencia y acumulacion de compuestos fendlicos en el suelo, también pueden
provocar la inhibicion de pre-emergencia, germinacion o postgerminacion de las semillas e
intervenir en las funciones de crecimiento vegetal. Por su parte, los compuestos fenolicos
como mircetina, quercetina, y miricetina han sido identificados como toxinas para
Rhizobium, mientras que la quercetina, rutina, catecol, p-cumarico, acido gentistico, acido
salicilico y acido vanilico se presentan como inhibidores de simbiosis con rizobios y
hongos (Joachim y Ndakidemi, 2007).

La defensa de la planta contra los patdgenos, nematodos e insectos fitofagos esta
basada en la sintesis, liberacion y acumulacion de diversos compuestos fendlicos. Por

ejemplo, altas cantidades de limoneno-10 y limoneno en el aceite esencial de
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Dracocephalum kotschyi Boiss. (Labiatae), inhibieron la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantulas de Amaranthus retroflexus L. y Chenopodium album L.; ademas,
tuvieron alta actividad insecticida contra el pulgon verde del melocotonero, Myzus persicae
Sulz. (Jalaei et al., 2015).

Los flavonoides son los componentes mas esenciales presentes en los exudados de
las raices de las leguminosas y actGan como sefiales principales de rizobios (Janczarek et
al., 2015). Mas de 10,000 flavonoides diferentes han sido identificados en las plantas. Los
flavonoides que son liberados como agliconas o conjugados glucosidicos, son de los méas
solubles, por lo que pueden tener mayor potencial de difusion desde la superficie de la raiz.
Sin embargo, los flavonoides que son secretados en la rizosfera varian en ndmero y
concentracion, ya que éstos tienden a aumentar con la presencia de bacterias simbioticas
compatibles (Janczarek et al., 2015; Weston y Mathesius, 2013).

En la raiz, los flavonoides se acumulan tipicamente en la cofia y en las raices
laterales en altas cantidades, sitios donde se produce la infeccién en leguminosas por las
rizobios (Hassan y Mathesius, 2012). Estos compuestos tienen un papel significativo como
quimio atrayentes para especies bacterianas compatibles y sefializacion en las plantas, asi
como en la regulacién de la expresion de muchos genes incluyendo los genes Nod
responsables de la nodulacion, necesaria para la fijacion de nitrégeno (Subramanian et al.,
2007).

Simultaneamente, los flavonoides pueden ser inductores o represores para algunas
especies de rizobios; por ejemplo, la luteolina y la 7,40-dihidroxiflavona funcionan como
inductoras de genes Nod, mientras que la genisteina inhibe la expresion de estos genes en

Sinorhizobium meliloti (Peck et al., 2006). Asi también, los flavonoides desempefian
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distintas funciones durante la formacion de nddulos; en Medicago truncatula el compuesto
7,40-dihidroxiflavona indujo la formacién de nddulos indeterminados y la sintesis y

liberacion de factores Nod en S. meliloti (Zhang et al., 2009).

2.5 Simbiosis Rizobio-Leguminosa

El nitrdgeno (N) es el nutrimento econémicamente mas importante, por ser limitante
en la mayoria de los cultivos de México y de la mayoria de los suelos de todo el mundo
(NUfez-Escobar, 2012). Para solventar esta limitacion, algunas plantas terrestres han
desarrollado la capacidad de formar asociaciones con microorganismos fijadores de
nitrégeno atmosférico (N,) (Hima et al., 2010).

Los rizobios son un grupo diverso de bacterias de vida libre en el suelo, cuya
funcion ambiental esencial es la de fijar el nitrégeno atmosférico en simbiosis con las
leguminosas; estas bacterias son Gram negativas, en forma de bacilo corto, y establecen
simbiosis con las raices de leguminosas. Los rizobios invaden los pelos radicales e inducen
la formacion de organos especializados llamados nodulos, en donde el N, es reducido a
amonio (NH,*) (Masson-Boivin, 2016; Zhang et al., 2000). En esta simbiosis la bacteria
recibe ademas de un nicho, carbohidratos y otros nutrimentos necesarios para multiplicarse
(Zhang et al., 2000). Cuando el nédulo envejece, la bacteria es liberada en el suelo, en
donde retoma el modo de vida saprobio y compite con otras bacterias para colonizar nuevos
hospederos (Masson-Boivin, 2016).

Los rizobios se han clasificado en 14 géneros pertenecientes a la subclase-a
(Rhizobium, Sinorhizobium [Ensifer], Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,

Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Herbaspirillum, Shinela y
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Microvirga) y a la subclase-b (Burkholderia y Cupriavidus) de Proteobacteria (Dresler-
Nurmi et al., 2009; Janczarek et al., 2015).

Cabe resaltar que este grupo de bacterias al reducir el N, juega uno de los papeles
mas importantes en la agricultura, ya que constituyen cerca del 25% de la produccion
agricola primaria del mundo (Ferguson et al., 2010; van Hameren et al., 2013). Por su
parte, las leguminosas representan un grupo muy diverso morfolégicamente, con cerca de
20,000 especies que se encuentran distribuidas en casi todo el planeta, conformado desde
herbaceas anuales hasta arboles tropicales, y contribuyen a la fertilidad de los suelos a
través de la fijacion de nitrégeno.

Los rizobios tienen la capacidad de establecer simbiosis con especies de
leguminosas que incluyen méas de 100 plantas de importancia agricola (Masson-Boivin et
al., 2009). Entre ellas, destacan el frijol coman (Phaseolus spp.), la soya (Glycine max) y
los guisantes (Pisum spp.), los cuales son importantes para la nutricion humana; asi como,
la alfalfa (Medicago spp.), trébol (Trifolium spp.) y haba (Vicia spp.), que son fuentes de

alimentacion de los animales (Janczarek et al., 2015).

2.5.1 Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa

Diversos compuestos como flavonoides y betainas son secretadas por la raiz
hospedera, y entre sus funciones esta la de activar los genes Nod, que a su vez inducen a los
factores Nod (Miransari, 2014). Los factores Nod son importantes dado que inician muchos
de los cambios en la planta al iniciarse el proceso de nodulacion, asi como en la
deformacion de los pelos radicales. También acttan en la despolarizacion de la membrana,

las oscilaciones de calcio intracelular y la iniciacion de la division celular de la corteza de
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la raiz, que posteriormente permiten el establecimiento de un meristemo y primordio
nodular (Gage, 2004).

En la mayoria de las leguminosas, el establecimiento de la simbiosis inicia cuando
los rizobios llegan al tejido de la raiz, donde crecen y se dividen dentro de un tabulo
Ilamado hilo de infeccién, estructura formada por la invaginacion de la membrana
plasmatica del pelo radical, a través del cual las bacterias penetran a la célula (Oldroyd et
al., 2011).

Este proceso inicia cuando los rizobios quedan atrapados entre las paredes de las
células de los pelos radicales, degradando la pared celular local y generando formas curvas
0 rizadas (Gage, 2004; Gibson et al., 2008). Posteriormente, el hilo de infeccion se extiende
y los rizobios forman el primordio nodular, donde se liberan los rizobios con un proceso de
endocitosis y se diferencian en formas simbidticas llamadas bacteroides, los cuales reducen
el nitrogeno atmosférico a amonio usando el complejo enzimatico de la nitrogenasa
(Kereszt y Kondorosi, 2011). La formacion de nodulos, funciona como un nicho anaerébico
para la fijacion de nitrégeno, en donde se protege a la nitrogenasa de ser inactivada por el
oxigeno. Posteriormente, el amonio es transportado desde los nédulos a la planta hospedera
y, a cambio, la planta suministra a los bacteroides fuentes de carbono en forma de acidos
dicarboxilicos (Haag et al., 2013).

Una vez dentro de las células de nodulos, las bacterias contintan diferenciandose y
sintetizando proteinas necesarias para la fijacion de nitrogeno y del mantenimiento de la

asociacion mutualista (Gage, 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Proceso de infeccion y formacion del hilo de infeccion por los rizobios en los

pelos radicales de las leguminosas (Oldroyd et al., 2011).

En la agricultura destacan los rizobios del género Rhizobium, que incluye especies
importantes para la agricultura empleadas como biofertilizantes, siendo el primer género
bacteriano producido a gran escala para ser utilizado como inoculante en diversos cultivos

agricolas (Villanueva-Tarazona y Quintana-Diaz, 2012).

2.5.2 Plantas leguminosas utilizadas en esta investigacion

Dentro de las leguminosas de mayor importancia econdémica y alimenticia se
encuentra Phaseolus vulgaris L. (frijol comun); esta planta originaria de América es la
tercera leguminosa mas cultivada en el mundo (Rouhrazi et al., 2016). Es una especie

adaptada a climas tropicales y templados en un amplio rango de altitudes desde los 50 hasta
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2300 m, que ademas crece en casi todos los tipos de suelo, excepto los alcalinos (Mufioz-
Saldafia, 2010). Debido a su alta promiscuidad, P. vulgaris puede establecer simbiosis con
las bacterias fijadoras de nitrogeno, tales como Rhizobium etli, R. tropici, R. gallicum, R.
lusitanum, R. phaseoli, R. azibense, R. freirei, Sinorhizobium meliloti, S. americanum, y
Bradyrhizobium sp., entre otros (Rouhrazi et al., 2016; Wang et al., 2016).

Por su parte, la soya (Glycine max (L.) Merr) es otro de los cultivos méas importantes
en la agricultura mundial, debido a su alto contenido de proteina y aceite en su semilla
(Maldonado-Moreno y Ascencio-Luciano, 2010). El cultivo de soya representa el 80% del
area utilizada para el cultivo de leguminosas en el mundo (Namala et al., 2016). En
México, la soya se cultiva en una superficie aproximada de 75 241 ha, con una produccion
de 152 283 t y un valor aproximado de 685 273 millones de pesos. Las principales zonas de
produccién de soya se localizan en areas de temporal de los estados de Tamaulipas,
Chiapas, San Luis Potosi, seguidos por Veracruz, Campeche, Chihuahua y Jalisco (Garcia-
Rodriguez et al., 2014; Maldonado-Moreno y Ascencio-Luciano, 2010).

La soya forma simbiosis con diversos grupos bacterianos que pertenecen a los
géneros Bradyrhizobium, Sinorhizobium (Ensifer) y Mesorhizobium; también establece
simbiosis con: Bradyrhizobium elkanii, B. liaoningense, B. yuanmingense y B. japonicum,

especies de lento crecimiento (Mapope y Dakora, 2016; Namala et al., 2016).

2.6 Discusion general de la revision de la literatura
La alelopatia es un fendbmeno que involucra la produccién de MS que influyen en el
crecimiento y en el desarrollo de plantas y microorganismos. Los compuestos como

flavonoides, fenoles y alcaloides, entre otros, funcionan como alelopaticos y dependiendo
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de su naturaleza quimica, concentracion y sensibilidad del organismo receptor, asi como las
condiciones ambientales, ejercen su actividad bioldgica.

Los efectos de los compuestos alelopaticos son diversos e influyen en diversos
procesos como el establecimiento de las comunidades vegetales, el ciclo de los nutrimentos
en el suelo, los procesos fisiologicos de las especies receptoras y comunidades microbianas.
La aplicacion de la alelopatia ha sido importante en los agroecosistemas, ya que mediante
el uso de diversos cultivos de cobertura o el intercalado de éstos, se ha logrado manejar
eficientemente la presencia de las malezas.

Ipomoea purpurea (L.) Roth es una planta enredadera presente en cultivos entre los
que se incluye frijol y soya, leguminosas de importancia alimenticia y economica mundial.
Ambas leguminosas, forman simbiosis con grupos bacterianos como los géneros Rhizobium
y Bradyrhizobium, respectivamente, los cuales son capaces de fijar el nitrogeno
atmosférico.

Con base en lo anterior, es importante indagar sobre los efectos que genera la
interaccion de una planta con potencial alelopatico como I. purpurea (planta donadora) en
frijol comin (P. vulgaris) y soya (G. max) (plantas receptoras), asociados a bacterias
fijadoras de nitr6geno, ya que puede tener un efecto nocivo o estimulante en el crecimiento,
en la respuesta fisioldgica, asi como en la concentracién y acumulacion nutrimental de las

plantas receptoras.
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1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el potencial alelopético de Ipomoea purpurea L. Roth en plantas de frijol

(Phaseolus vulgaris L.) y de soya (Glycine max (L.) Merr.) inoculadas con rizobios.

3.2 Objetivos particulares

Determinar en condiciones in vitro el efecto alelopatico de los lixiviados acuosos de
Ipomoea purpurea L. Roth. en la germinacion y longitud radical de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y soya (Glycine max (L.) Merr.).

Evaluar el crecimiento in vitro de Rhizobium tropici CIAT899 y Bradyrhizobium

japonicum USDA110 ante los lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea L. Roth.

Comparar el crecimiento y respuesta fisioldgica de Phaseolus vulgaris L. y Glycine
max (L.) Merr. inoculadas con Rhizobium tropici y Bradyrhizobium japonicum,

respectivamente, al incorporar Ipomoea purpurea L. Roth.
Determinar la concentracion y acumulacion nutrimental de Phaseolus vulgaris L. y

Glycine max (L.) Merr. inoculadas con R. tropici y B. japonicum, respectivamente,

al incorporar I. purpurea.
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IV. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis general

Ipomoea purpurea (L.) Roth ejerce un efecto alelopético en frijol (Phaseolus vulgaris

L.) y soya (Glycine max (L.) Merr.), afectando el establecimiento de la simbiosis con

rizobios.

4.2 Hipdtesis particulares

Los lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea (L.) Roth. afectan la germinacién y
longitud radical de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y de soya (Glycine max (L.) Merr.)

en condiciones in vitro.

Los lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea (L.) Roth inhiben el crecimiento in
vitro de Rhizobium tropici CIAT899 y Bradyrhizobium japonicum USDA110.

El crecimiento y respuesta fisioldgica de frijol y soya inoculadas con Rhizobium
tropici y Bradyrhizobium japonicum, respectivamente, es afectado por la

incorporacion de Ipomoea purpurea (L.) Roth.

La concentracion y acumulacién nutrimental de Phaseolus vulgaris L. y Glycine
max (L.) Merr. inoculadas con Rhizobium. tropici y Bradyrhizobium japonicum,
respectivamente, es influenciada por la incorporacion de Ipomoea purpurea (L.)
Roth.
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V. MATERIALES Y METODOS

FASE I. Bioensayo con el lixiviado acuoso de Ipomoea purpurea (L.) Roth.

5.1 Material vegetal

Las semillas de Ipomoea se recolectaron de las inmediaciones del Colegio de
Postgraduados y se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 6% durante 5
minutos. Posteriormente, las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril para eliminar
los residuos de dicha solucidn y sembradas en recipientes con agrolita como sustrato. El
crecimiento de Ipomoea se realiz6 en una camara biocliméatica Sherer-Gillett Co. Marshall
Mich (modelo No. 3714), con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad, con temperatura
de 25°C, humedad relativa del 56% y una intensidad luminosa de 137 pmol/m2/s* durante
cuatro meses.

Las semillas de soya pertenecian a la variedad Huasteca 100, donadas por el Centro
de Innovacion Tecnoldgica “Campo Cayal” Campeche, Campeche y las semillas de frijol,
correspondieron a la variedad Flor de Mayo de origen comercial (marca Schettino®). Para
su uso se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 6% durante 5 min,
posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril, hasta retirar el exceso de la

solucidn desinfectante.

5.2 Preparacion de lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea

En un matraz Erlenmeyer fueron colocados 20 g por separado de la parte aérea
(tallos y hojas) y raiz fresca de Ipomoea. Se adicionaron 100 mL de agua destilada estéril y
se dejo reposar durante 3 h para extraer los compuestos hidrosolubles y se agito
vigorosamente cada 60 min. La solucion resultante (20%) se filtré con papel Whatman
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namero 4 y posteriormente filtrada a través de una membrana Milipore de 0.22 pm

Millex®-GS para obtener un lixiviado estéril (Figura 4).

Figura 4. Proceso de obtencion y filtrado de los lixiviados acuosos de la raiz y de la parte

aérea de Ipomoea purpurea L. Roth.

5.3 Germinacion de las semillas de frijol y soya

Las semillas de frijol (flor de mayo) y soya (Huasteca 100) se germinaron en cajas
Petri con una mezcla de agar al 2% y cada uno de los lixiviados acuosos de I. purpurea al
8, 16 y 30% para obtener una concentracion final de 4, 8 y 15%. Como grupo control se
mezclaron 10 mL de agua destilada estéril y 10 mL de agar al 2%. Una vez solidificado el
agar, se colocaron 36 semillas por tratamiento. Cada una de las cajas fue sellada con
Parafilm y colocadas en un incubadora a 28°C en total oscuridad. Se llevo a cabo el conteo
de semillas germinadas, asi como la medicion de la emergencia radicular a las 24 y 48 h.
Todo el procedimiento se realizd en campana de flujo laminar marca VECO® para

mantener condiciones estériles (Figura 5).
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Figura 5. Germinacion de semillas de frijol y soya frente a los lixiviados acuosos de la raiz

y de la parte aérea de Ipomoea purpurea L. Roth.

5.4 Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, cada unidad experimental consto
de 12 semillas con tres repeticionespara cada concentracion de los lixiviados. Los datos se
sometieron a un analisis de varianza con la posterior prueba de comparacién de medias

(Tukey, a= 0.05), en el programa SAS version 9.4.

FASE Il Crecimiento in vitro de Rhizobium tropici y Bradyrhizobium japonicum

expuestas al lixiviado acuoso de Ipomoea purpurea

En cajas Petri con medio de cultivo ELMARC (Extracto de Levadura Manitol y
Rojo Congo, Apéndice 1), se vertieron y diseminaron con una espatula de Drigalsky 100
uL del in6culo bacteriano de R. tropici CIAT 899 y B. japonicum USDA110, previamente
cultivados en medio CELM (Caldo de Extracto Levadura Manitol, Apéndice 2)
respectivamente. Posteriormente, en cada placa se realizaron tres pozos con ayuda de un

sacabocados para después depositar en cada uno 50 pL de lixiviado a probar (Figura 6).
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Tanto del lixiviado acuoso de la raiz como de la parte aérea, se prepararon las
concentraciones de 4, 8, y 15%. Cada una de las concentraciones de los lixiviados tuvo tres
repeticiones. Las muestras se incubaron a 28°C durante tres dias para R. tropici y cinco dias
para B. japonicum. Pasado este tiempo se revisaron y midieron los halos de inhibicion en

aquellas muestras en que se presentaron.

Figura 6. Siembra in vitro de R. tropici y B. japonicum frente a los lixiviados acuosos de la
raiz y de la parte aérea de Ipomoea purpurea (L.) Roth.

5.5. Disefio experimental y anlisis estadistico

En esta fase, el disefio experimental fue completamente al azar, y se compar6 la
respuesta por separado de cada uno de los lixiviados a las 72 h con R. tropici y a las 120 h
con B. japonicum y se realiz6 un anélisis de varianza y comparacion de medias (Tukey, a=

0.05).
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FASE I11. Crecimiento y respuesta fisiologica de frijol (Phaseolus vulgaris) y soya

(Glycine max) inoculadas con rizobios y su interaccion con Ipomoea purpurea

5.6 Ubicacion y condiciones experimentales

El presente trabajo de investigacion se realizd en la Unidad de Cé&maras de
Ambiente Controlado, bajo la responsabilidad del Departamento de Campos
Experimentales del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. El experimento se
mantuvo en una camara bioclimatica Sherer-Gillett Co. Marshall Mich modelo No. 3714,
con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad, con temperatura de 25°C, humedad relativa

del 56% y una intensidad luminosa de 137 pmol ms™,

5.7 Material vegetal

Las semillas de soya pertenecian a la variedad Huasteca 100, donadas por el Centro
de Innovacion Tecnologica “Campo Cayal” Campeche, Campeche. Las semillas de frijol,
correspondieron a la variedad Flor de Mayo de origen comercial (marca Schettino®).

Las semillas de Ipomoea fueron recolectadas en las inmediaciones del Colegio de
Postgraduados, campus Montecillo; fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito
de sodio al 6% durante 5 minutos y posteriormente enjuagadas con agua destilada estéril
hasta eliminar los residuos de dicha solucién. Se sembraron en recipientes con agrolita
como sustrato y su crecimiento fue en camara biocliméatica, bajo las condiciones

anteriormente mencionadas durante un mes.

5.8 Disefio experimental y tratamientos
El experimento para cada leguminosa, consistié de un disefio factorial 2; cuyos

factores de estudio fueron: 1) inoculacion bacteriana (con o sin inoculo), y 2)

33



incorporacion de Ipomoea (con o sin planta alelopatica). Para cada leguminosa se
consideraron cuatro tratamientos con doce repeticiones cada uno, distribuidos en un disefio
experimental completamente al azar. El andlisis estadistico incluyo el andlisis de varianza y
la prueba de comparacion de medias (Tukey, o= 0.05). En todos los procedimientos se

otilizé el programa SAS, version 9.4.

5.9 Instalacion del experimento

El establecimiento del experimento se baso en lo propuesto por Rodriguez-Mendoza
(1993) y consistio en ocupar como macetas recipientes de poliestireno (cap. 500 mL) los
cuales se llenaron con agrolita estéril (121°C, 3 h) como sustrato. Las semillas de frijol y
soya se desinfectaron previamente con una solucion 6% NaClO durante 3 minutos y
posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril por tres ocasiones. Al mismo
tiempo de la siembra fue incorporada la plantula de Ipomoea de 1 mes de edad, en los
tratamientos correspondientes (Figura 7).

Una vez germinadas las semillas de frijol y soya, se realizo la inoculacion de los
tratamientos que asi lo requerian, se adiciondé 1 mL de indculo por planta. La obtencién del
indculo bacteriano se obtuvo mediante la siembra de R. tropici CIAT899 y B. japonicum
USDA110 en medio CELM con carga bacteriana de 7.3x10* UFC mL™?y 1.3x10'? UFC
mL?, respectivamente (Figura 7).

El riego consistié en 20 mL de agua destilada estéril dos veces por semana, también
se adicionaron a cada maceta, 20 mL de solucion nutritiva Jensen (Apéndice 3) una vez a la

semana. Cada uno de los experimentos tuvo una duracion de 35 dias.
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Figura 7. Establecimiento de frijol y soya en presencia de Ipomoea de un mes de

crecimiento e inoculacion bacteriana.

5.10 Activacion y elaboracion de los inoculos de Rhizobium tropici y
Bradyrhizobium japonicum

Las cepas Rhizobium tropici CIAT 899 y Bradyrhizobium japonicum USDA 110,
fueron activadas en cajas de Petri con medio de cultivo ELMARC (Apéndice, 1) e
incubadas a 28 °C, durante 3 y 5 dias, respectivamente.

El indculo de las bacterias se prepard en medio liquido CELM (Apéndice, 2), su
incubacidn se llevé a cabo en un agitador orbital MaxQ™ 4000 USA a 28 °C y a 180 rpm
(0.72 *g), en las condiciones anteriormente mencionadas. Posteriormente, se realizo el
procedimiento para obtener el pellet bacteriano, que consistié en centrifugar el indculo a
7500 rpm (1194.86 *g) durante 15 min, se retird el exceso de medio de cultivo y se
reemplazé por agua destilada estéril, para “enjuagar” las bacterias, y el enjuague se repitié
por tres ocasiones. Finalmente, se agreg6 un volumen conocido de agua destilada estéril y
las plantulas de frijol y soya, se inocularon con 1 mL de esta solucién.

Para conocer la carga bacteriana de los inoculos, se procedio a realizar el conteo en
placa, a través de diluciones seriadas, de la siguiente manera: un mililitro de indculo méas 9

mL de agua destilada estéril conformé la dilucion 1x10%; de ésta, se tomé 1 mL y se
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adicionaron 9 mL de agua destilada estéril, para conformar la dilucion 1x102. El
procedimiento anterior se repitio hasta obtener la dilucion 1x10°. De cada una de las
diluciones, se tomaron 100 L, para realizar la siembra en placa mediante la diseminacion
de la muestra con una espatula de Drigalsky. Las placas de R. tropici se incubaron por 3
dias y las de B. japonicum por 5 dias, ya que son de rapido y de lento crecimiento,

respectivamente.

5.11 Variables de estudio

5.11.1 Variables de crecimiento

Una vez transcurridos los 35 dias de crecimiento, las plantas fueron cosechadas y se
evalué altura de la planta (con un flexémetro), diametro del tallo (usandoun vernier digital),
volumen de la raiz (método de desplazamiento de volumen), area foliar (con el equipo LI-
COR model 3100 USA) y el peso seco de la raiz y de la parte aerea (con una balanza
analitica). Posteriormente, se colocaron bolsas de papel para su secado en estufa durante 72
h a 70 °C. Después, se obtuvo la biomasa seca. Asi mismo se contabilizaron los nédulos de

los tratamientos inoculados.

5.11.2 Variables fisiologicas

Al final de cada uno de los experimentos se determind la concentracion de clorofila
total (mg g peso fresco), de a cuerdo al método propuesto por Harborne (1998). A partir
de una muestra de tres plantas, de cada tratamiento, se pesaron 0.5 g de hojas frescas
finamente picadas, se adicionaron 10 mL de acetona al 80% Yy se dejaron reposar 24 h en
frascos ambar. Posteriormente, cada muestra se macerd y filtro. Finalmente, se aforé a 25
mL con acetona al 80%. La absorbancia de los extractos se leyo en un espectrofotometro

HP-UV Visible ChemStations, Agilent 8453, a 663 y 645 nm.
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La concentracion de clorofila se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

(8.20(Agg3) + 20.2(Agys)) * V
1000 = P

Clorofila total =

Donde:

C= Concentracion (mg g™peso fresco)

A = Absorbancia, los subindices indican la longitud de onda (645 y 663 nm).
V= Volumen aforado (mL)

P= Peso de muestra (g)

1000 = Factor de conversion

Asi mismo, al término del cada experimento, y a partir de una muestra de cinco
plantulas de cada tratamiento se calculd la tasa fotosintética (Pn= pmol m2s?), la tasa de
transpiracion (E= nmol m?s?) y la conductancia estomatica (gs= mol m?2s) con el equipo
CIRAS 2 (Portable Photosyntesis System). La fluorescencia de la clorofila a, se determino
con un Fluorémetro OS30p, Opti-Sciences, una vez que se mantuvieron las hojas en la
oscuridad durante 20 minutos. Todas las determinaciones se realizaron en la segunda a

tercera hoja del apice a la base de cada planta alrededor de las 9:00 am.

5.12 Determinacion de actividad nitrogenasa (EC 1.18.6.1)

La actividad nitrogenasa en los nddulos de aquellos tratamientos de frijol y soya
inoculados, se midio con la prueba de reduccion de acetileno a etileno (C2H4) tomando tres
unidades experimentales de cada tratamiento. Una vez retirado el exceso de sustrato, las
raices se separaron de la parte aérea, y transferidas a recipientes de 1000 mL de capacidad,

por separado. Los frascos se taparon, y con una jeringa se tomaron 100 mL de aire y
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remplazados por 100 mL de acetileno. Después de 1 h, se tomd una muestra de 5 mL del
contenido de cada uno de los frascos y vertidos en tubos Vacutainer al vacio (capacidad de
7 mL) para su conservacion. Posteriormente, cada una de las muestras se procesaron en un
cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 (Series Il Gas Chromatograph, USA), con

detector de ionizador de flama, para medir la reduccion de acetileno a etileno.

FASE 1V. Concentracién y acumulacién nutrimental en vastagos y raices de plantas
de frijol (Phaseolus vulgaris) y soya (Glycine max) inoculadas con rizobios y su
interaccion con Ipomoea purpurea
El andlisis nutrimental de nitrégeno (N) se realizd6 mediante el método Kjeldahl, a

través de la digestion con mezcla Acida (4cido sulfarico-salicilico), destilacion y valoracion

por titulacion de la muestra. La determinacion de fosforo (P) y potasio (K) se hizd en el
extarcto resultante de digestion acida (acidos nitrico y perclorico), en un equipo de
espectroscopia de emision atdmica de induccién por plasma (ICP-OES, 725-ES Series,

Agilent) (Alcantar-Gonzélez y Sandoval-Villa, 1999). El disefio experimental y

tratamientos fue el mismo de la fase Ill, con la aplicacién de un ANOVA vy prueba de

medias (Tukey, 0=0.05).
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VI. RESULTADOS

FASE I. Bioensayo con el lixiviado acuoso de Ipomoea purpurea en la germinacion y

longitud radical de frijol y soya

6.1.1 Efecto de los lixiviados de Ipomoea purpurea en la germinacion de semillas y

emergencia de plantulas de frijol.

La aplicacion del lixiviado acuoso de la raiz de Ipomoea a las 24 h, no tuvo efecto
significativo en la germinacién de las semillas de frijol (Figura 8A). Sin embargo, después
de 48 h, la estimulacion en la germinacion fue significativa, en particular con la aplicacion
de dicho lixiviado al 15% (Figura 8A). En el caso de la aplicacion del lixiviado de la parte
aerea de Ipomoea, a las 24 h, la aplicacion de 4% de lixiviado produjo una estimulacion en
la germinacion, sin ser estadisticamente diferente al testigo; mientras que, a las 48 h todas
las concentraciones del lixiviado estimularon significativamente la germinacion con
respecto al control, sobresaliendo la concentracion de 4 % (Figura 8B).

En general, se observo una relacion positiva entre la longitud radical de las plantulas
de frijol y la concentracion del lixiviado de la raiz; sin embargo, no existié diferencia
significativa entre tratamientos en los dos tiempos de evaluacion (Figura 9A). Se observo
que al 4 y 15%, el lixiviado acuoso de la parte aérea, produjo un aumento significativo en la
longitud radical de las plantulas de frijol después de 24 h (Figura 9B). No obstante, a las 48

h no se detectaron diferencias en las concentraciones de dicho lixiviado (Figura 9B).
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de las semillas de frijol expuestas a tres
concentraciones (4, 8 y 15%) de los lixiviados acuosos de raiz (A) y de parte aérea (B) de
Ipomoea purpurea a las 24 y 48 h. Medias * error estandar con letras distintas en cada

tiempo de muestreo, en cada subfigura indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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Figura 9. Longitud radical (mm) de las plantulas de frijol expuestas a tres concentraciones
(4, 8 y 15%) de los lixiviados acuosos de raiz (A) y de la parte aérea (B) de Ipomoea
purpurea a las 24 y 48 h. Medias * error estandar con letras distintas en cada tiempo de

muestreo, en cada subfigura indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).

6.2 Efecto de los lixiviados de Ipomoea purpurea en la germinacion de semillas y

emergencia de plantulas de soya

Cuando las semillas de soya fueron expuestas al lixiviado acuoso de la raiz de

Ipomoea, no se observarob diferencias significativas en la germinaciéon de soya (Figura
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10A). Sin embargo, con la aplicacion del lixiviado acuoso de la parte aérea al 15% de su

concentracion, redujo a las 24 h de manera significativa el porcentaje de germinacion

(Figura 10B).
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de las semillas de soya expuestas a tres

concentraciones (4, 8 y 15%) de los lixiviados acuosos de raiz (A) y de parte aérea (B) de

Ipomoea purpurea a las 24 y 48 h. Medias * error estandar con letras distintas en cada

tiempo de muestreo, en cada subfigura indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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La longitud radical de las plantulas de soya en los dos muestreos realizados, no fue

influenciada por el lixiviado acuoso de la raiz de Ipomoea (Figura 11A). Por el contrario, a

las 24 h el lixiviado de la parte aérea al 15% redujo la longitud radical, en comparacion con

el control (Figura 11B).
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Figura 11. Longitud radical de las plantulas de soya expuestas a tres concentraciones (4, 8

y 15%) de los lixiviados acuosos de raiz (A) y de la parte aérea (B) de Ipomoea a las 24 y

48 h. Medias + error estandar con letras distintas en cada tiempo de muestreo, en cada

subfigura indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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FASE I1. Efecto de lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea en el crecimiento in vitro

de Rhizobium tropici CIAT899 y B. japonicum USDA110.

La aplicacion del lixiviado acuoso tanto de raiz como de la parte aérea de Ipomoea,
inhibi6 significativamente el crecimiento de R. tropici. En el caso del lixiviado de raiz, la
mayor inhibicion se obtuvo al aplicar el lixiviado al 8 % de su concentracion; mientras que,
para el lixiviado obtenido de la parte aérea, la inhibicion aumenté conforme la
concentracion del lixiviado se incrementd en el medio de cultivo (Figura 12). Por otra parte,
el crecimiento de B. japonicum no fue afectado por los lixiviados acuosos de la raiz y la

parte aérea de Ipomoea (datos no presentados).
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Figura 12. Inhibicion del crecimiento in vitro de Rhizobium tropici en presencia de los
lixiviados acuosos de la raiz y de la parte aérea de Ipomoea purpurea aplicados en las
concentraciones de 4, 8 y 15%, después de 72 h de cultivo. Medias + error estandar con

letras distintas en cada subfigura indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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FASE I11. Crecimiento y respuesta fisioldgica de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y soya
(Glycine max (L.) Merr.) inoculadas con rizobios, en presencia de Ipomoea

purpurea (L.) Roth

6.3 Efectos en frijol

Independientemente de la presencia de I. purpurea, la inoculacion con R. tropici
incremento significativamente la altura, el volumen radical y la biomasa seca total de las
plantas de frijol (Figura 13A, 13C y 13D). En contraste, la incorporacion de Ipomoea,
redujo de manera significativa la altura y el volumen radical de las plantas de frijol (Figuras
13A 'y 13C), respecto al testigo. No se obtuvieron diferencias significativas en el didmetro
de tallo, ni en el &rea foliar de plantas de frijol por efecto de la inoculacién de R. tropici ni
por efecto de la presencia de Ipomoea (Figura 13B y 13E).

El contenido de clorofila total tuvo un aumento significativo en el tratamiento
inoculado con R. tropici (Figura 14A). La tasa fotosintética (Figura 14B), la conductancia
estomatica (Figura 14C), y la transpiracion (Figura 14D) fueron significativamente
estimulados por la inoculacion de R. tropici. En contraste, las plantas de frijol con la
presencia de I. purpurea mostraron una disminucion en las tres variables mencionadas,
aungue la presencia de R. tropici, atenué el efecto inhibitorio de la planta alelopética
(Figura 14B-C). La eficiencia del fotosistema Il medida con base en la relacion entre la
fluorescencia variable y maxima (Fv/Fm) no mostré diferencias significativas entre

tratamientos (Figura 14E).
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Figura 13. Respuesta de crecimiento de Phaseolus vulgaris L. inoculado con Rhizobium

tropici CIAT899, en presencia de Ipomoea purpurea L. Roth, después de 35 dias de

crecimiento en camara de ambiente controlado. Medias + error estandar con letras distintas

indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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Figura 14. Efecto en las variables fisioldgicas relacionadas con el contenido de clorofila
total, intercambio gaseoso y eficiencia cuéntica del PSII en plantas de frijol, inoculadas con
Rhizobium tropici CIAT899, en presencia de Ipomoea purpurea, después de 35 dias de
crecimiento en camara de ambiente controlado. Medias * error estandar con letras distintas

indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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La nodulacion de las plantas inoculadas con R. tropici fue significativamente
disminuida por Ipomoea (Figura 15A), cuya presencia resultd en un menor nimero de
nodulos en la raiz; sin embargo, la biomasa seca nodular no mostré diferencias
significativas con respecto a las plantas con la presencia de I. purpurea (Figura 15B). La
actividad nitrogenasa del sistema radical de plantas de frijol fue inhibida significativamente

por la presencia de Ipomoea (Figura 15C).
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Figura 15. Numero de nodulos (A), peso seco nodular (B) y cantidad de etileno reducido
por accion de la enzima nitrogenasa (C) de plantas de frijol inoculadas con Rhizobium
tropici CIAT899 despues de 35 dias de crecimiento en camara de ambiente controlado.
Medias * error estdndar con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey,
P=0.05).
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6.4 Efectos en soya

A pesar de la inoculacion y de la incorporacion de I. purpurea, en soya no se
observaro diferencias significativas entre tratamientos en las variables altura, diametro del
tallo y volumen radical de las plantas de soya (Figuras 16A a 16C); no obstante, destacan
ligeros incrementos no significativos en altura y volumen de la raiz con la inoculacion de
B. japonicum en ausencia de la planta alelopatica (Figuras 16A y 16C). Independientemente
de la incorporacion de I. purpurea, la inoculacion ocasiond el incremento significativo en el
peso de la biomasa seca total de plantas de soya (Figura 16D); en contraste, el area foliar
incremento en presencia de I. purpurea y la inoculacion de B. japonicum, respecto al
testigo (Figura 16E).

En general, las plantas alelopaticas producen efectos negativos en el crecimiento y
fisiologia de las plantas receptoras, tal como se observo en las plantas de frijol con o sin la
inoculacion de R. tropici. Del mismo modo, la presencia de I. purpurea en las plantas de
soya sin inocular produjo una disminucion de los valores de contenido de clorofila total,
conductancia estomatica y transpiracion, principalmente (Figuras 17A, 17C y 17D). Sin
embargo, se observé que la presencia de I. purpurea en las plantas de soya inoculadas con
B. japonicum incrementaron los valores de fotosintesis, conductancia estomatica,
transpiracion y la concentracion de clorofila (Figural7A-D), aunque este incremento solo
fue significativo en esta Ultima. De la misma manera, no se observaron diferencias
significativas en la eficiencia del fotosistema Il en las plantas de soya, sin embargo, el valor

mas alto se registro en presencia de la planta alelopatica (Figura 17E).
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Figura 16. Respuesta de crecimiento de soya inoculada con B. japonicum USDA110, en
presencia de Ipomoea purpurea L. Roth, después de 35 dias de crecimiento en camara de
ambiente controlado. Medias + error estandar con letras distintas indican diferencias

significativas (Tukey, P=0.05).
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Figura 17. Efecto en las variables fisiologicas relacionadas con la concentracion de
clorofila total, intercambio gaseoso y eficiencia cuantica del PSIlI en plantas de soya,
inoculadas con Bradyrhizobium japonicum USDA110, en presencia de Ipomoea purpurea,
después de 35 dias de crecimiento en camara de ambiente controlado. Medias * error

estandar con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P=0.05).
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El mayor nimero de nddulos en las plantas de soya se encontré en presencia de

Ipomoea y la inoculacién con B. japonicum (Figura 18A), asi también se registrd un

aumento significativo en la cantidad de etileno reducido (Figura 18C). En contraste con lo

observado en las plantas de frijol, donde existié una afectacion en la nodulacion y actividad

de la enzima nitrogenasa, es probable que I. purpurea ejercié un efecto estimulatorio en la

simbiosis en plantas de soya.
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Figura 18. Numero de nodulos (A), peso seco nodular (B) y cantidad de etileno reducido

por accién de la enzima nitrogenasa (C) de plantas de soya inoculadas con Bradyrhizobium

japonicum USDA110 despues de 35 dias de crecimiento en camara de ambiente controlado.

Medias * error estandar con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey,

P=0.05).
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FASE 1V. Concentracion y acumulacion nutrimental (NPK) de frijol (Phaseolus
vulgaris) y soya (Glycine max) inoculadas con rizobios, en presencia de Ipomoea

purpurea

6.5 Concentracion nutrimental en la parte aérea de frijol y soya

La concentracion de N en la parte aérea incrementd con la inoculacién con R.
tropici y B. japonicum en plantas de frijol y soya, respectivamente (Figuras 19A y 19D) en
comparacion con el testigo. Ante la presencia del factor I. purpurea, se tuvd un aumento
significativo de la concentracién de N en el vastago de frijol (Figura 15B). Por tanto en la
interaccion, la presencia de ambos factores (inoculacion e 1. purpurea) presentaron el mejor
resultado de concentracion de N en la parte aérea (Figura 19C).

La inoculacion con su respectivo simbionte, también incrementd la concentracién de
P en la parte aérea en las plantas de frijol y soya en (Figuras 20A y 20D). Sin embargo, en
presencia de . purpurea, no se observd diferencia estadistica (Figura 19E). En las
interacciones, el tratamiento con ambos factores de estudio (Inoculacién e I. purpurea)
favorecid significativamente la concentracion de P en frijol y soya (Figura 20CF).

La concentracion de K aumento al inocular con B. japonicum plantas de soya; por el
contrario, la inoculacion de plantas de frijol la reduj6 (Figuras 21A y 21D,
respectivamente). La presencia de I|. purpurea fue mas eficiente, ya que incremento la
concentracion de K en la parte aérea de la soya, no asi en plantas de frijol (Figuras 21B
y21E). En la interaccion de los factores, se corrobora el efecto benéfico de I. purpurea en
la concentracion de K en frijol (Figura 21C). En plantas de soya, el valor méas alto se

presentd en el tratamiento con ambos factores (Figura 21F).
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Figura 19. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la concentracion de N en la parte
aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.
Medias + EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P <0.05).
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de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la concentracién de P en la parte

aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.

Medias = EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P <0.05).
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aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.
Medias + EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P <0.05).
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6.6 Concentracion nutrimental en la raiz de frijol y soya

En ambas leguminosas, la inoculacion favorecio la concentracion de N en la raiz,
sin embargo solo fue significativo en las plantas de soya (Figuras 22A y 22D). Con
Ipomoea presente, se observd lo contrario, solo aumentd significativamente la
concentracion de N en las plantas de frijol, pero no de soya (Figuras 22B y 22E). Lo
anterior fue corroborado en la interaccion de los factores, ya que en las plantas de frijol
(Figura 22C) la presencia de ambos factores de estudio (inoculacion e 1. purpurea)
ocasion6 el aumento significativo de N; mientras que en soya, la inoculacién con B.
japonicum fue la mas efectiva (Figura 22F).

Respecto a la concentracion de P en la raiz de las plantas de frijol, la inoculacién
con R. tropici incremento significativamente, pero en las plantas de soya se tuvo el efecto
contrario, ya que la inoculacién con B. japonicum deiminuyd la concentracion de P
(Figuras 23A y 23D). La ausencia o presencia del factor Ipomoea no fue relevante en la
concentracion de P en ambas leguminosas (Figuras 23B y 23E). Mientras que con la
interaccion de los factores de estudio fue significativa en la concentracion de P, al ser
disminuida de manera significativa con el tratamiento con la incorporacion de I. purpurea
en plantas de frijol (Figura 23C); por el contrario, en soya incrementd la concentracién de P

en ausencia de ambos factores (Figura 23F).
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Figura 22. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la concentracion de N en la raiz
de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias +
EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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Figura 23. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),

de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la concentracion de P en la raiz

de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias +

EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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En ausencia de la inoculacion, las raices de plantas de frijol y soya, se
incrementaron las concentraciones de K (Figuras 24A y 24D). En presencia o ausencia de 1.
purpurea no se detectaron diferencias estadisticas significativas en la concentracion de K
en raices de frijol y soya (Figuras 24B y 24E). De la misma manera, en la interaccion de los
factores el aumento de K en raices de frijol (Figura 24C), pero en soya la falta de ambos

factores la incrementd (Figura 24F).

6.7 Acumulacion nutrimental en la parte aérea de frijol y soya

La acumulacién de N en la parte aérea de la plantas de frijol y soya increment6
significativamente por la inoculacién de R. tropici y B. japonicum, respectivamente
(Figuras 25A y 25D). La presencia del factor Ipomoea redujo significativamente la
acumulacion de N en ambas leguminosas (Figuras 25B y 25E). En la interaccion de ambos
factores, la inoculacion con R. tropici no fue significativa en la acumulacion de N en en la
parte aérea de frijol, mientras que la inoculacion con B, japonicum aumentd
significativamente la acumulacién de N en soya (Figura 25F).

La acumulacion de fosforo (P) de la parte aérea de frijol incrementd por la
inoculacién de R. tropici, no asi, en la soya (Figuras 26A y 26D). Cuando I. purpurea
estuvo presente los niveles de P disminuyeron considerablemente en ambas leguminosas
(Figura 26BE). En la interaccion de los factores, incrementa el P ante la inoculacion en
plantas de frijol y diminuye en presencia de I. purpurea (Figura 26C). En soya, la
acumulacion més alta de P se observé en ausencia de los factores, y la mas baja con la

incorporacion de I. purpurea (Figura 26F).

60



2.5 2.5
A D)
2+ + b 2
o2 2 a
3 2 T
c @15 A - @ 15 1
2 =
S E S E b
] ]
,E g 1A E b 1A
- o o=
g gz
= 0.5 ~ E 0.5 4
) @)
0 0
Sin Con Sin Con
Rhizobium tropici Bradyrhizebiumjaponicum
25 2.5
B) E)
a a
o 2 A T 2 2
¥ Y]
T -~ = - ?{
o= =
= 1.5 ~ = 1.5 4
i) E 5 £ J_ a
g~ g To
= .;L 1 4 % = 1
% & : !
o 057 O 0.5 A
0 0
Sin Con Sin Con
Ipomoea purpurea Ipomoea purpurea

[
n
(3]
in

C) a a F)

v 2 2 2 v 21 2

@ = ab

T 7S T 715 . b

2 = g

5 E 2

=~ 11 ] T 1 4

EY £ 2

3 P_{'OS B E _P_’L 0.5 A

g s

&) 0 ] 0 A

Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con
Sin Con Sin Con

Ipomoea purpurea Ipomoea purpurea
Rhizobium tropici Bradyrhizobinmjaponicum

Figura 24. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la concentracion de K en la raiz
de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias *
EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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Figura 25. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la acumulaciéon de N en la parte
aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.
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Figura 26. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la acumulacion de P en la parte

aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.

Medias = EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05).
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Tanto la inoculacion, asi como la presencia de I. purpurea no fueron importantes en
la acumulacion de K en la parte aérea de soya (Figuras 27D, 27E y 27F); en frijol, su
acumulacién aumentd significativamente con la inoculacion de R. tropici (Figura 27A).
Mientras que en ausencia de I. purpurea la acumulacién de K aumento significativamente
en las plantas de frijol (Figura 27B). La relevancia de ambos factores queda corroborada en
la interaccion de éstos, ya que la inoculacién incrementd y la planta alelopéatica disminuyd

significativamente la acumulacién de K en las plantas de frijol (Figura 27C).

6.8 Acumulacion nutrimental en la raiz de frijol y soya

La inoculacion con R. tropici y B. japonicum incrementd significativamente la
acumulacion de N en la raiz de frijol y soya respectivamente (Figuras 28A y 28D). Asi
mismo, |. purpurea favorecié la acumulacién de N en frijol (Figura 28B), aunque en soya
las medias fueron estadisticamente similares (Figuras 28B y 28E). Por lo anterior, en la
interaccion de factores, existié el aumento significativo de N en frijol (Figura 28C) y en
soya, resulté mejor la inoculacién con B. japonicum (Figura 28F).

La acumulacion de P en la raiz de frijol increment6 en el tratamiento inoculado
(Figura 29A). Por el contrario, en soya, la inoculacion redujo significativamente su
acumulacion (Figura 29D). Con el factor Ipomoea, no fueron significativos los resultados
en ambas leguminosas (Figuras 29B y 29E). Mientras que en la interaccion, el tratamiento
con ambos factores obtuvo el valor més alto en frijol y el mas bajo se present6 con I.
purpurea (Figura 29C); mientras que en la raiz de soya, el tratamiento inoculado presento

la menor acumulacion de P (Figura 29F).
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Figura 27. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la acumulacion de K en la parte
aérea de plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente.
Medias + EE en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P <0.05).
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Figura 28. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccién (C, F), en la acumulacion de N en la raiz de
plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias = EE
en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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Figura 29. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccion (C, F), en la acumulacién de P en la raiz de
plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias = EE
en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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En la raiz de frijol, la acumulacion de K aumento en el tratamiento inoculado con R.
tropici (Figura 30A), no asi en soya con la inoculacion de B. japonicum (Figura 30D).
Aunque por si solo el factor Ipomoea no generé una diferencia significativa en ambas
leguminosas (Figura 30BE), en la interaccion de los factores, la presencia de ambos
aumento significativamente la acumulacion de K en la raiz de frijol (Figura 30C). Por lo
anterior, en la interaccion de la inoculacién e I. purpurea el resultado favorecio la
acumulacién de K en la raiz de frijol (Figura 30C). Por el contrario, el valor méas alto de

acumulacién de K en la raiz de soya fue en ausencia de ambos factores (Figura 30F).
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Figura 30. Efectos principales de Rhizobium tropici (A), Bradyrhizobium japonicum (D),
de Ipomoea purpurea (B, E) y de su interaccién (C, F), en la acumulacion de K en la raiz de
plantas de frijol var. Flor de Mayo y soya var. Huasteca 100, respectivamente. Medias = EE
en cada subfigura con letras distintas se indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P <0.05).
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VII. DISCUSION

FASE I. Bioensayo con los lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea en la germinacion

y longitud radical de frijol y soya

La estimulacion que ocasiond el lixiviado acuoso radical de Ipomoea en la
germinacion de semillas de frijol contrasta con lo observado por Torres-Garcia et al.
(2006), quienes reportan la inhibicion de la germinacion de semillas de frijol al aplicar un
extracto acuoso de I. batatas (L.). De manera similar, el extracto acuoso foliar de 1. cairica
tuvo efectos negativos en el porcentaje de germinacion de Bidens pilosa, Echinochloa crus-
galli, Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia (Takao et al., 2011). Otras
investigaciones indican que la aplicacion de extractos de Guadua angustifolia, Bambusa
vulgaris y Dendrocalamus strictus no tuvo efectos en la germinacion de semillas de frijol
(Rios y Rosabal, 2008). Los extractos de plantas alelopaticas estdn asociados con efectos
negativos en diversas plantas; sin embargo, algunos efectos benéficos o estimulantes
pueden ser obtenidos, tal como ocurrié en el presente trabajo con la germinacion de
semillas de frijol ante extractos de raiz o de la parte aérea, a las 48 h de tratamiento.

La ausencia de cualquier efecto alelopatico en la germinacién y longitud radical en
semillas de soya es corroborada por Torres-Garcia et al. (2006) quienes también han
reportado efectos nulos en la germinacion de las semillas de soya frente al extracto de
Ipomoea batatas. En general, los lixiviados acuosos de la rais producen efectos
estimularios, no obstante, en la literatura sobresalen los efectos inhibitorios en la soya, por

ejemplo, Bhatt et al. (1994) registraron la disminucion de la germinacion de soya hasta en
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50%, aproximadamente, frente a extractos acuosos de Crotalaria alata, C. medicaginea,
Parthenium hysterophorus y Xanthium stramonium.

Las leguminosas Centrosema pubescens, Calopogonium mucunoides, y Stylosanthes
guianensis inoculadas con B. japonicum, presentaron una respuesta similar a la de soya
frente al lixiviado acuoso de la parte aérea de Ipomoea, ya que existié una inhibicion de la
germinacion frente a los extractos acuosos de las gramineas Bachiaria decumbens, B.
humidicola y B. brizanta (Pimentel et al., 1997). Asimismo, el porcentaje de germinacion
de las leguminosas Arachis hipogea y Vigna radiata disminuyo en presencia de residuos de

Eclipta alba L. (Gulzar y Siddiqui, 2015). Por lo anterior,

FASE Il. Efecto de los lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea en el crecimiento in

vitro de Rhizobium tropici CIAT899 y B. japonicum USDA110

El estudio de los efectos de plantas alelopaticas en microorganismos benéficos de
vida libre o simbidticos ha sido limitado. Dawson y Seymour (1983) indican que la
aplicacion de juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) en concentraciones bajas (0.001 y
0.0001 M), afectd significativamente el crecimiento in vitro de B. japonicum 71; estas
concentraciones de juglona pueden estar en la solucién del suelo y por lo tanto inhibir su
simbiosis con leguminosas.

El presente trabajo corrobora la inhibicion que tuvo el lixiviado acuoso de la raiz y
de la parte aérea de I. purpurea en el crecimiento in vitro de R. tropici CIAT899, dicha
inhibicidn fue del 11.37 y 11.81% en promedio, respectivamente. No obstante, Alford et al.

(2009) demostraron que el crecimiento in vitro de cuatro cepas silvestres de rizobios
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(Rm1021, USDA 3174, USDA 4882, y WUA425) puede ser favorecido por compuestos
(benzoflavona y (z)-catequina) presentes en los extractos de Acroptilon repens (Asteraceae)
y Centaurea maculosa (Asteraceae). La planta I. purpurea puede ser una fuente de
aleloquimicos que potencialmente serian liberados por la raiz y bien por efecto de
mineralizacion de hojas en el suelo, con ello provocar efectos negativos (Fernandez et al.,
2016), como fue el caso de la inhibicion del crecimiento vegetativo de las plantas de frijol

observada en el presente trabajo.

FASE I111. Crecimiento y respuesta fisiologica de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y soya
(Glycine max L. Merr.) inoculadas con rizobios en presencia de Ipomoea

purpurea (L.) Roth

La inoculacion de bacterias del tipo de los rizobios provee beneficios a través de la
fijacion de nitrégeno que mejoran el crecimiento y el desarrollo de leguminosas (Granda
Mora et al., 2016), lo cual se corrobora con los efectos benéficos obtenidos por la
inoculacién de R. tropici en plantas de frijol. La presencia de Ipomoea produjo efectos
negativos en el crecimiento de P. vulgaris, con o sin, la inoculacion de R. tropici; sin
embargo, esta bacteria simbidtica atenud la inhibicion del crecimiento vegetal provocada
por Ipomoea.

Los compuestos aleloquimicos derivados de plantas alelopaticas reducen parametros
del crecimiento como el area foliar de las plantas receptoras (Zhou y Yu, 2006). Por
ejemplo, El-Khatib et al. (2016) demostraron que el extracto acuoso foliar de Caloropis
procera (Apocynaceae) redujo el peso seco y el area foliar del pepino, trigo y tomate,
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conforme aumento la concentracion. Lo anterior se relaciona con el efecto negativo que
tuvo Ipomoea en altura, volumen radical y peso seco total de las plantas de frijol; sin
embargo, ni el diametro de tallo ni el area foliar no fueron afectados de manera significativa
por la aplicacion de los lixiviados de raiz y de la parte aérea de esta planta.

Respecto al crecimiento de soya, la respuesta poco favorable en variables como
altura, volumen radical, biomasa seca, pueden deberse a la ineficiencia de la fijacion de
nitrégeno, la cual es dependiente de los procesos fisiologicos de la planta asi como de la
bacteria, la interaccion de ambos, y factores abiodticos (temperatura, humedad relativa,
disponibilidad de agua y nutrimentos) que limitan el funcionamiento de la planta y la
actividad nodular (Aranjuelo et al. 2014; Heath, 2010; Sanz-Saez et al., 2015). Aunque la
presencia de Ipomoea Unicamente inhibié de manera significativa el area foliar, Mallik y
Tesfai (1988) indicaron que la incorporacion de los residuos (1%) de Chenopodium album
también redujeron la biomasa aérea y radical de la soya en un 60 y 40%, respectivamente.
Por lo anterior, también se considera que la presencia de I. purpurea interfirié en el
tratamiento inoculado con B. japonicum, ya que se observd una disminucién en altura,
volumen radical y biomasa seca total en comparacion con las plantas de soya
exclusivamente inoculadas.

Aunque no fue significativa la disminucion de la concentracion de clorofila total en
las plantas de frijol por la presencia de Ipomoea, se conoce que los compuestos derivados
de plantas alelopaticas reducen la acumulacion de clorofila de las plantas receptoras (Zhou
y Yu, 2006; Zhu et al. (2017). Al respecto, Portales-Reyes et al. (2015) reportaron que los
compuestos isotiocianato (AITC) y bencilisotiocianato (BITC) disminuyeron el contenido

de clorofila en la leguminosa Amphicarpaea bracteata. Sin embargo, la mejoria fisiologica
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observada en las plantas de soya inoculadas con B. japonicum contrasta con lo observado
en las plantas de frijol. Por lo anterior, es probable que B. japonicum mitigue o incluso
mejore la respuesta fisiologica de la soya ante la presencia de una planta alelopatica como |I.
purpurea.

Los compuestos aleloguimicos pueden afectar el rendimiento de la fotosintesis a
través de la alteracion de procesos importantes como el suministro de CO> a través de los
estomas, el transporte de electrones y el ciclo de reduccion del carbono, sin embargo los
mecanismos en los que intervienen los aleloquimicos son poco claros (Zhou y Yu, 2006).
Al respecto, Lorenzo et al. (2011) comprobaron que los lixiviados acuosos de Acacia
dealbata disminuyeron la tasa neta de fotosintesis de Hedera hibernica, Dicranum sp.
Dactylis glomerata y Leucobryum sp. Por lo anterior, Ipomoea purpurea es una fuente
potencial de aleloquimicos afectan la fotosintesis, ya que su presencia en el tratamiento
inoculado disminuyé los valores, con respecto a las plantas de frijol inoculado.

Los compuestos alelopaticos con frecuencia reducen la conductancia estomatica de
las plantas vecinas (Zhou y Yu, 2006). Lo anterior se vincula a lo observado en las plantas
de frijol inoculadas, ya que a pesar de tener los valores mas altos, cuando fue afiadida 1.
purpurea se redujo la respuesta. Zhu et al. (2017) indicaron que los extractos acuoso y
etanolico de la corteza de la raiz de Prunus persica redujeron significativamente la
conductancia estomética del mismo melocotdn.

La transpiracion como un proceso que involucra la pérdida de agua en forma de
vapor a través de la parte aérea de la planta (Hopkins y Huner, 2008) es una variable que
puede ser afectada por compuestos alelopaticos. Marchiosi et al. (2016) indicaron la

disminucion drastica de la tasa de fotosintesis y la transpiracion cuando la soya fue
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expuesta al compuesto L-DOPA (L-3,4-Dihidroxifenilalanina) presente en Mucuna
pruriens. De manera similar, los resultados de este estudio corroboran el efecto negativo de
I. purpurea en las plantas de frijol, especialmente las inoculadas, debido a la reduccion de
la transpiracion que fue disminuida significativamente. Mishra (2015) indica la relacion
inversamente proporcional de la disminucion de la transpiracion y el aumento de la
concentracion del extracto acuoso de hojas de Lantana camara aplicado a plantas de Ficus
religiosa, F. benghalensis y Syzgium cumini.

La alta sensibilidad del fotosistema Il a la influencia de los factores bioticos y
abioticos hace de la medicion de la fluorescencia de la clorofila (o) un parametro que
permite conocer la respuesta de las plantas a los cambios ambientales (Kalaji et al., 2016;
Murchie y Lawson, 2013). La exposicion a exudados de la raiz de ciertas plantas como
Bidens pilosa o la aplicacion de compuestos alelopaticos que son abundantes en el suelo
como el acido cinamico y acido p-hidrobenzoico (1.5 mM) reducen la eficiencia cuantica
del centro de reaccion del PSII de Pteris multifida, Lactuca sativa y Dactylis glomerata
(Hussain y Reigosa, 2011a y b; Hussain et al., 2015; Zhang, et al., 2016). Sin embargo, no
siempre el efecto negativo es significativo, por ejemplo, Marchiosi et al. (2016) indicaron
que la exposicion al extracto acuoso de Mucuna pruriens generd la disminucion en la
fotosintesis y la conductancia estomatica, pero ningun cambio se observé en la relacion
Fv/Fm. Lo anterior coincide con el presente estudio, ya que la eficiencia cuantica del centro
de reaccion del PSII en las plantas de frijol y soya no fueron diferenciales ante la presencia
de Ipomoea. Debido a que la clorofila juega un papel importante en la absorcion,
transferencia y transformacion de la energia luminosa es necesaria una mayor indagacion

sobre la influencia de las plantas alelopaticas en este parametro.
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Ciertos compuestos aleloquimicos son importantes en el establecimiento de la
comunicacion rizobio-leguminosa (Janczarek et al., 2015), pero algunos otros compuestos
presentes en los extractos de plantas alelopaticas pueden ejercen un efecto inhibitorio en la
produccién de nodulos en leguminosas como Amphicarpaea bracteata, Cicer arietinum y
Pisum sativum (Portales-Reyes et al., 2015; Batish et al., 2007). Lo anterior se demuestra
con la respuesta inhibitoria presentada en el nimero de noddulos formados por la
inoculacion con R. tropici en las plantas de frijol bajo la influencia de Ipomoea.

En contraste con lo observado en las plantas de frijol, donde existié una afectacion
en la nodulacion y actividad de la enzima nitrogenasa, es probable que Ipomoea ejercio un
efecto estimulatorio en la simbiosis con plantas de soya. Al respecto, Mallik y Tesfai
(1987) sefalaron la estimulacion de hasta el 34% en el crecimiento de B. japonicum frente a
los extractos acuosos de Setaria viridis, Chenopodium album, Shorgum halepense y
Polygonum pensylvanicum. Por el contrario, Heckman y Kluchinski (1995) reportaron la
ausencia de efectos negativos en la nodulacion de soya bajo los efectos de los residuos
foliares del nogal rojo (Quercus rubra), el arce azucarero (Acer saccharum), Platanus
occidentalis, nogal negro (Juglans nigra), centeno (Secale cereale) y la paja de maiz (Zea

mays), ya que aumentaron al 40% la nodulacion.

Es probable que los aleloquimicos exudados de I. purpurea hayan estimulado la
simbiosis en plantas de soya, a través de la produccion de compuestos quimicos como los
flavonoides, los cuales son esenciales en el establecimiento de la comunicacion y desarrollo
de la simbiosis rizobio-leguminosa (Gage, 2004; Miransari, 2014). Sin embargo, es

necesaria una mayor investigacion al respecto.
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FASE 1V. Concentracion y acumulacion nutrimental (NPK) de frijol (Phaseolus
vulgaris) y soya (Glycine max) inoculadas con rizobios, en presencia de Ipomoea
purpurea
Concentracion nutrimental en la parte aérea y raiz de frijol y soya
El nitrégeno (N) es un componente importante de todas las proteinas y acidos

nucleicos y que esta presente en coenzimas, nucleétidos, amidas, ureidos y en la clorofila

entre otros (Alcantar et al., 2012). La interaccion benéfica de ambos factores (inoculacion e

Ipomoea) en la concentracion de N, principalmente en la parte aérea de frijol, contrasta con

lo reportado por Michelsen et al. (1995) quienes demostraron que el extracto de Betula

tortuosa disminuyo la concentracion de N de la parte aérea y de la raiz de Carex bigelowii,
asi como el N de la parte aérea en Festuca vivipara.

La alta concentracién de P en la parte aérea de ambas leguminosas, sugiere que
hubo una mejor actividad metabdlica relacionada con la transferencia de energia, ademas
de considerarse el P un elemento constituyente de acidos nucleicos y participar en la
sintesis de proteinas (Alcantar et al., 2012).

Aunque el potasio (K) es un elemento importante en los procesos como el equilibrio
ionico y la regularizacion osmotica, en la interaccién de ambos factores que incremento la
concentracion de K en la parte aérea de soya y en presencia de I. purpurea en frijol,
coincide con el aumento de K en plantas de maiz observado bajo la aplicacién residual de
Medicago sativa, aunque el N y P disminuyeron conforme aumenté la concentracion de
dicho residuo (Ahmed et al., 2014).

Aunque son deficientes los reportes de concentracion nutrimental en la raiz de las

plantas receptoras de compuestos alelopaticos, y debido a la afectacion general de la
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concentracion de N, P y K ante la presencia de I. purpurea, es probable que I. purpurea,
haya generado el mismo efecto que reportan Muturi et al. (2017), debido a que los residuos
foliares de Acacia sp. también incrementaron significativamente la concentracion de N de
Acacia tortilis y el hibrido Prosopis (P. chilensis y P. juliflora); no obstante, los niveles de
concentracion de P y K no fueron significativos. En contraste, Ebrahimi et al. (2016)
evidenciaron que el extracto etandlico de la leguminosa Trifolium alexandrinum (0.2%)
redujo significativamente la concentracion de N, P, K, Zn y Mn de la leguminosa arbdrea

Prosopis cineraria.

Acumulacion nutrimental en la parte aérea y raiz de frijol y soya

Contrariamente a lo reportado en este estudio, El- Darier (2002) ha documentado el
incremento de P y K en haba, frente al efecto alelopatico de las hojas pulverizadas de
Eucalyptus rostrata al 1 y 5%; sin embargo, bajo las mismas condiciones la acumulacion
de N disminuyo, tal como se observé en la parte aérea de frijol y soya.

Con relacion a los efectos de 1. purpurea, redujo significativamente los valores de
acumulacién de P en la parte aérea de frijol y soya en la combinacion de factores (Figuras
22C y 22F), es probable que debido a los compuestos fitoquimicos que posee ésta,
interfiera con la absorcion mineral de P, McClure et al. (1978) sugieren que sustancias

como los compuestos fendlicos afectan la absorcion de fosfatos en plantas de soya.

El aumento de la acumulacion de N en la raiz de frijol en presencia de I. purpurea
es equiparable con la acumulacion elevada de N en la raiz de Carex bigelowii ante los

extractos de Casiopea tetragona, Empetrum hermaphroditum y Betula tortuosa. En el
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mismo estudio, la acumulacion de P en la raiz de C. bigelowii y Festuca vivipara tuvieron
una disminucion significativa frente al extracto de B. tortuosa (Michelsen et al., 1995). Lo
cual coincide con la disminucion de P en la raiz de frijol en presencia de la planta
alelopatica, aunque en la raiz de soya la presencia de ambos factores haya sido benéfica en
la acumulacion de P. La acumulacion de K que fue favorecida en la raiz de frijol coincide
con lo reportado por El- Darier (2002), quien detectd el aumento de K en plantas de maiz
expuestas al extracto foliar pulverizado de Eucalyptus rostrata (1 y 5%); aunque el P no fue

afectado.
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VIIl. CONCLUSIONES

Fase |. Bioensayo con el lixiviado acuoso de Ipomoea purpurea en la germinacion y
longitud radical de frijol y soya
e EIl lixiviado acuoso de la parte aérea de Ipomoea purpurea causé un efecto
estimulante en la germinacion y longitud radical del frijol a las 24 h. Por el
contrario, en la germinacion de la soya el efecto fue inhibitorio en la germinacion y

longitud radical de soya a las 24 h.

Fase Il. Efecto de lixiviados acuosos de Ipomoea purpurea en el crecimiento in vitro de
Rhizobium tropici CIAT899 y B. japonicum USDA110
e Los lixiviados acuosos de la raiz y de la parte aérea inhibieron el crecimiento in

vitro de Rhizobium tropici.

Fase Ill. Crecimiento y respuesta fisiologica de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y soya
(Glycine max L. Merr.) inoculadas con rizobios en presencia de Ipomoea purpurea (L.)
Roth
e En general, la inoculacion con R. tropici mejoro6 el crecimiento y fisiologia de las
plantas de frijol, en especial la altura, el volumen de la raiz, biomasa seca total,
contenido de clorofila total, fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion.
e La presencia de Ipomoea purpurea afecta negativamente el crecimiento de frijol,

particularmente, altura, volumen de la raiz. Asi mismo, presentdé una tendencia a
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disminuir las variables fisiologicas (concentracion de clorofila total, fotosintesis,
conductancia estomatica y transpiracion.

e Lainoculacion con B. japonicum en las plantas de soya en presencia de I. purpurea,
mostrd una tendencia a disminuir los efectos negativos que produce por si sola la
planta alelopatica, lo cual se refleja en el volumen de la raiz, biomasa seca total y
area foliar, principalmente.

e La nodulacion es afectada de forma negativa; ndmero de nédulos y actividad
nitrogenasa por la incorporacion de I. purpurea en plantas de frijol.

e La presencia de I. purpurea afectd negativamente el area foliar, asi mismo
disminuy6 el concetracion de clorofila total, la conductancia estomética y la
transpiracion de las plantas de soya.

e La inoculacion y la presencia de |. purpurea incrementan la concentracion de
clorofila total, la tasa de fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion en
plantas de soya.

e El numero y la actividad nodular fue beneficiada por I. purpurea en plantas de soya.

e La inoculacion y/o presencia de I. purpurea en las plantas de frijol y soya no fue

reflejada en la eficiencia cuéntica del fotosistema Il.

Fase IV. Concentraciéon y acumulacion nutrimental (NPK) de frijol (Phaseolus vulgaris) y
soya (Glycine max) inoculadas con rizobios, en presencia de Ipomoea purpurea

e La inoculacion con R. tropici incrementa la concentracion de N y P, asi como, la

acumulacién de N, P y K de la raiz y parte aérea de las plantas de frijol.
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La inoculacién con B. japonicum aumenta la concentracion de N, P y K en la parte
aérea de las plantas de soya y la concentracion de N en la raiz; asi mismo,
incrementa la acumulacion de N en la parte aérea y de la raiz de soya.

La presencia de I. purpurea afectd negativamente la acumulacion de Ny P en la
parte aérea de las plantas de frijol. No obstante, aumentd la concentracion de N de
la parte aérea y de la raiz; y la acumulacion de Ky N de la parte aérea y de la raiz,
respectivamente.

Ipomoea purpurea disminuyé la concentracion de P de la parte aérea y de N en la
raiz de las plantas de soya; asi como la acumulacién de N en la parte aérea de la
soya. No obstante, favorecié la concentracion de K en la parte aérea.

La presencia de ambos factores inoculacion con los rizobios e 1. purpurea
incrementaron la concentracion de N y la acumulacion de N, P y K en la raiz de las
plantas de frijol. Sin embargo, en plantas de soya Unicamente aumento la

concentracion de P y K de la parte aérea de soya.
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IX. CONSIDERACIONES GENERALES

El lixiviado acuoso de raiz y de parte aérea de |. purpurea representa una opcion
efectiva en la germinacién de semillas de frijol, pero no en soya, por lo cual se acepta la
hipdtesis planteada Unicamente para P. vulgaris.

Existe el efecto alelopatico en el crecimiento in vitro de R. tropici, pero no en B.
japonicum, por lo cual se acepta la hipotesis en el primer caso.

La interaccion de I. purpurea con P. vulgaris inoculado o no, tuvo efectos
negativos en algunas variables del crecimiento, asi como en respuestas fisioldgicas y en la
nodulacion del frijol. Por lo anterior la hipbtesis es aceptada. Sin embargo, R. tropici atenta
el efecto negativo de la alelopatia que ejerce 1. purpurea en P. vulgaris.

La convivencia entre I. purpurea y soya tiende a disminuir el crecimiento, asi como
la respuesta fisiologica de las plantas de soya, por lo cual se acepta la hipotesis planteada.
Sin embargo, la inoculacion de B. japonicum en presencia de I. purpurea tiende a mejorar
el crecimiento, fisiologia y la nodulacion de las plantas de soya.

En general, I. purpurea afecta negativamente la concentracion y acumulacién de N,
P y K en las plantas de frijol y soya, por lo que la hipdtesis se acepta. No obstante, la
interaccién de . purpurea con P. vulgaris inoculado aumenta la concentracion de N vy la
acumulacion de P en parte aérea y raiz asi como, la acumulacion de K en la raiz de las
plantas de frijol. Mientras que en soya, la interaccion de ambos factores incrementa la

concentracion de P y K de la parte aérea.
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Los resultados de éste trabajo realtan la importancia de llevar a cabo maés estudios
que nutran y corroboren los efectos de plantas con potencial alelopatico en la germinacion
de semillas, en el crecimiento vegetal, en la nodulacion, y en la respuesta fisioldgica de
leguminosas en simbiosis con rizobios. Ademas, es recomendable evaluar los efectos
directos de plantas alelopaticas sobre los microorganismos simbioticos, ya que el
establecimiento de estos simbiontes no solo puede ser inhibida, sino también, puede ser un
elemento importante en la atenuacion de los efectos dafiinos producidos por plantas

alelopaticas sobre plantas de importancia econémica.
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X1. APENDICE

1. Extracto de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC)

K.HPO, 059
MgSO, - 7H,O 0.2¢
NaCl 0.1g
Manitol 10 g
Extracto de levadura 15¢g
Rojo congo 10 mL
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pHa 7
Esterilizar el medio a 18 Ib por 18 minutos

2. Caldo extracto de levadura manitol (CELM)

K,HPO, 059
MgSO, - 7H,0 0.29
NaCl 0.1g
Manitol 10 g
Extracto de levadura 159
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pHa 7
Esterilizar el medio a 18 Ib por 18 minutos
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3. Solucion Jensen

CaHPO, 19
K:HPO, 029
MgSO, - 7H.0 029
NaCl 029
FeCls 0.1g
micronutrientes 1mL
agua destilada 1000 mL
pH 7

micronutrimentos

HsBOs 05¢g
MnSQO, 0.05¢g
ZnS0O, 059
Na;MoOQO, 0.05¢
CuSO, 0.05¢g

agua destilada 1000 mL
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