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Resumen
El uso indiscriminado de los fertilizantes comerciales ha provocado contaminacion ambiental,
ingreso de los contaminantes a la cadena alimenticia y la reduccion del rendimiento de los cultivos
de interés comercial. Estos antecedentes hacen que sea imperativa la necesidad de implementar
técnicas agricolas con la capacidad de mejorar la productividad y a la vez remediar la
contaminacion. Por ello se propone la aplicacion de biofertilizantes como los hongos micorricicos
y los extractos vegetales, herramientas amigables con el ambiente y que resultan beneficiosos
para la agricultura. En el presente proyecto, se plantea evaluar el efecto de los compuestos
fendlicos de Zingiber officinale (Roscoe L.) en el desarrollo de plantas de crecimiento rapido y su
grado de micorrizacién. En el estudio se us6 plantas de cebollin (Allium schoenoprasum L.)
distribuidas en dos tipos de sustratos. El primero denominado Mil, estuvo compuesto por 35%
por tierra esterilizada, 30% por una mezcla de arena y cascarilla de arroz, y 35% de in6culo
micorricico que contenia 10 esporas de hongos micorricicos por gramo de suelo, mientras que
el segundo Mi0 reemplazé el inéculo micorricico por tierra estéril. Para la aplicacion del extracto
se propusieron las concentraciones de 0, 3, 5y 7 mg/L. El estudio se mantuvo por 60 dias, antes
de evaluar las variables establecidas. Los resultados indicaron que el extracto y los hongos
micorricicos increment6 la biomasa y longitud del cebollin, mientras que la aplicacion del extracto
promovi6 la produccién de esporas y su micorrizacion. Se concluye que el extracto de jengibre
tuvo efectos positivos sobre el rendimiento vegetal y sobre la reproduccién de hongos

micorricicos.

Palabras clave: Zingiber officinale, hongos micorricicos, Allium schoenoprasum,

compuestos fendlicos, biomasa, longitud, grado de micorrizacion.
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Abstract
The indiscriminate use of commercial fertilizers has caused environmental contamination, the
entry of contaminants into the food chain and the reduction of the yield of crops of commercial
interest. These antecedents make the need to implement agricultural techniques with the capacity
to improve productivity and at the same time remedy contamination imperative. For this reason,
the application of biofertilizers such as mycorrhizal fungi and plant extracts is proposed,
environmentally friendly tools that are beneficial for agriculture. In the present project, it is
proposed to evaluate the effect of phenolic compounds from Zingiber officinale (Roscoe L.) on
the development of fast-growing plants and their degree of mycorrhization. The study used chive
plants (Allium schoenoprasum L.) distributed in two types of substrates. The first, called Mil1, was
composed of 35% sterilized soil, 30% a mixture of sand and rice husks, and 35% mycorrhizal
inoculum containing 10 spores of mycorrhizal fungi per gram of soil, while the second Mi0
replaced the mycorrhizal inoculum by sterile soil. For the application of the extract, concentrations
of 0, 3, 5 and 7 mg/L were proposed. The study was maintained for 60 days, before evaluating
the established variables. The results indicated that the extract and the mycorrhizal fungi
increased the biomass and length of the chives, while the application of the extract promoted the
production of spores and their mycorrhization. It is concluded that the ginger extract had positive
effects on plant yield and on the reproduction of mycorrhizal fungi.
Keywords: Zingiber officinale, mycorrhizal fungi, Allium schoenoprasum, phenolic

compounds, biomass, length, degree of mycorrhization.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

Los fertilizantes son herramientas fundamentales en la produccién agricola de
alimentos, suministran elementos esenciales para estimular el crecimiento y rendimiento
vegetal (Khan et al., 2018). A través de ello, se garantiza la seguridad alimentaria y nutricional,
permitiendo que todas las personas tengan acceso a productos nutritivos, seguros y en
cantidades suficientes de manera permanente (Baweja et al., 2020).

El aumento de la poblacién y la consecuente demanda de alimentos a nivel mundial ha
provocado el uso desmesurado y prolongado de fertilizantes, convirtiéndolos en una fuente de
contaminacién ambiental. Ejemplos de ello se pueden observar en la disminucion de la
disponibilidad de nutrientes, generada por la degradacién de la materia organica del suelo
(Laurent et al., 2020) y en la pérdida de biodiversidad de ecosistemas acuaticos y aéreos
(Davydov et al., 2018). Ademas, los contaminantes ingresan a la cadena alimenticia y producen
efectos negativos en la salud animal y humana (Solgi et al., 2018).

En los ecosistemas terrestres, el uso indiscriminado de fertilizantes conlleva a la pérdida
de la calidad y el rendimiento de los cultivos, por esa razon, los agricultores siguen aumentando
la cantidad de fertilizantes para obtener el mismo rendimiento. Este incremento induce la
compactacion del suelo y la acidificacién excesiva de la tierra debido a los compuestos
nitrogenados. Estos procesos aumentan la actividad y disponibilidad de los metales pesados
como As, Cd, Cu y Pb; provocando la disminucion de los microorganismos beneficiosos de la
rizosfera (Lin et al., 2019).

A medida que la compactacion aumenta, produce la compaosicion se altera y disminuye
la porosidad de la tierra. Esto genera una gran resistencia del suelo, por lo tanto, disminuye el
drenaje, la aireacion, la permeabilidad, la conductividad hidraulica y el acceso a los nutrientes y
al agua, como consecuencia, el crecimiento radicular se vera reducido (Bisht & Singh Chauhan,

2021).
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Los elementos de los fertilizantes en sus formas solubles se movilizan hacia cuerpos de
agua superficiales o subterrdneos. El Nitrégeno es el nutriente que tiene mayor probabilidad de
movilizarse, ya que como nitrato es muy soluble y mévil. Este compuesto genera el fenédmeno
de la eutrofizacién, produciendo la pérdida de especies acuaticas, proliferacion de especies no
deseadas, mal olor y fuentes de contaminacién e intoxicacion. El consumo de agua con valores
mayores a 50 mg de nitrato (NO3") por litro causa metahemoglobinemia en bebés y rumiantes,
cancer de estbmago, bocio, defectos congénitos, enfermedades cardiacas, entre otras
afecciones (Khan et al., 2018).

Por otro lado, los gases de efecto invernadero producidos por los fertilizantes; como
NH., CO2, CH4, HONO, otros; son los responsables de la contaminacién ambiental (Y. Wang
et al., 2021), calentamiento global, produccién de lluvia acida, destruccion de la capa de ozono
y mayor exposicion a la radiacion UV (Chandini et al., 2019).

En la Amazonia ecuatoriana la expansion de la agricultura comercial y monocultivos de
naranjilla ha impulsado el uso de fertilizantes sintéticos. Los efectos reportados han sido
afecciones de salud en los agricultores, contaminacién de cuerpos de agua y disminucién del
namero de especies acuaticas en los rios amazoénicos (Vasco et al., 2021). Adicionalmente, a
nivel histérico, la denominada Revolucién verde, un modelo que en los afios sesenta impulsoé el
uso indiscriminado de productos quimicos y monocultivos a nivel nacional. Las secuelas de
este movimiento fueron la pérdida de diversidad, concentracion de contaminantes en los
suelos, disminucidn del rendimiento y mayor susceptibilidad de las plantas a ser atacadas por
plagas o enfermedades (Bonilla & Singafia, 2019; Mosquera et al., 2019).

A partir de los antecedentes mencionados y la evidente problematica sobre la soberania
alimentaria, es fundamental implementar técnicas agricolas capaces de remediar los problemas

de contaminacion y a la vez generar productos de calidad y alto rendimiento.
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Justificacion e importancia de la investigacion

Las malas practicas agricolas como el uso descontrolado de fertilizantes quimicos y
pesticidas, han contribuido al cambio climéatico agudizando el impacto del estrés bidtico y
abidtico sobre los cultivos, por lo que es imperante aplicar técnicas agricolas mas respetuosas
con el medio ambiente (Begum et al., 2019).

Una alternativa sostenible y sustentable para el sector agricola, es el uso de sustancias
y/o microorganismos capaces de minimizar el efecto de infecciones por agentes patdgenos y a
la vez promover el crecimiento de las plantas, aumentando la produccion de la biomasa
(Bhattacharyya et al., 2020). Las micorrizas o también denominadas biofertilizantes son utiles
para mejorar la salud del suelo y el rendimiento de los cultivos, a través de la descomposicién
de la materia organica y el incremento de la microbiota del suelo (Kumari et al., 2021). Se
estima que el uso de los biofertizantes podria reducir hasta en un 50% la aplicacion de
productos quimicos (Begum et al., 2019).

Las micorrizas son relaciones mutualistas que ocurren entre la mayoria de las raices de
plantas y los hongos micorricicos. Esta simbiosis obligada aumenta el area de superficie de la
raiz y la eficiencia del trasporte de agua y la absorcion nutrientes, especialmente de fésforo (P)
(Santra & Banerjee, 2020). Como resultado, favorece el crecimiento de las plantas y aumenta la
tolerancia al estrés bidtico y abiético (Oliveira et al., 2020).

Por otro lado, el extracto de Zingiber officinale (Roscoe L.) es rico en compuestos
activos como gingeroles y otros fitoquimicos, siendo los mas representativos los compuestos
fendlicos. Entre sus beneficios, proveen alta actividad antioxidante, son bioestimulantes y su
aplicacion foliar mejora el crecimiento y el contenido de nitrégeno, considerandolo una
alternativa a los fertilizantes quimicos (Ali et al., 2022). Se presume que el extracto de los
compuestos fendlicos de Zingiber officinale (Roscoe L.) podria inducir el desarrollo de los
hongos micorricicos. El efecto del extracto se podra valorar a partir de la medicion de la

poblacién de esporas, entre otras variables.
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Allium schoenoprasum L. (cebollin) tiene gran cantidad de aplicaciones a nivel
alimenticio, industrial y medicinal. El &cido glicélico, vitaminas, &cido feralico, kaempferol,
guercetina, acido p-cumarico, entre otros compuestos activos usados para el tratamiento de la
disenteria y la diarrea. Adicionalmente, el cebollin actia como diurético, controla el colesterol y
(Pesantes et al., 2017), es un antidoto para venenos y hemorragias (Sisa, 2019).

Por otro lado, el cebollin al ser un vegetal de crecimiento rapido y con hojas que poseen
altas tasas de transpiracion, el sistema de raices absorbera y transferira metales pesados a las
zonas aéreas; en este caso son las porciones comestibles; donde se acumularan y la ingesta
de las mismas provocara que los consumidores quedaran expuestos a riesgos (Y. Zhang et al.,
2019).

Al aplicar hongos micorricicos arbusculares en cultivos de Allium schoenoprasum L., se
identificd que la frecuencia de formacion de micorrizas, la intensidad de colonizacién y la
abundancia de arbusculos fueron altas. En consecuencia, la produccién de biomasa es mayor
que cuando el cultivo no tiene hongos (McCormick, 2018).

Por otra parte, la aplicacién de altas concentraciones (mayores a 20 g/L) de extracto de
jengibre en cultivos de cebollin, puede inhibir la germinacion, el desarrollo de las plantulas y la
absorcion de agua durante las primeras etapas de desarrollo (Han et al., 2008). Sin embargo, a
concentraciones moderadas, el extracto tiene actividad antioxidante, bioestimulante y mejora el
crecimiento y el contenido de nitrégeno en cultivos como el de Rosa damascena (Ali et al.,

2022).
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Objetivos
Objetivo general
Evaluar el efecto de los compuestos fendlicos de Zingiber officinale (Roscoe L.) en el

desarrollo de plantas de crecimiento rapido y su grado de micorrizacion.

Objetivos especificos

e Propagar micorrizas en plantas comerciales de crecimiento rapido, a través de la
técnica de inoculacién de esporas con suelo, para generar una simbiosis hongo-
planta.

o Obtenery aplicar el extracto de compuestos fenélicos de Zingiber officinale (Roscoe
L.) comercial sobre plantas de crecimiento rapido, mediante métodos
estandarizados.

e Evaluar el efecto del extracto de compuestos fendlicos de Zingiber officinale
(Roscoe L.) sobre el desarrollo de plantas de crecimiento rapido y su grado de

micorrizacion, por medio de protocolos estandarizados de cuantificacion.
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Hipotesis
Hipotesis nula
La aplicacién del extracto fenélico de Zingiber officinale (Roscoe L.) no provoca ningln
efecto sobre el grado de micorrizaciéon o el desarrollo de plantas de crecimiento rapido.
Hipdtesis alternativa
La aplicacion del extracto fendlico de Zingiber officinale (Roscoe L.) provoca un mayor

grado de micorrizacion y el incremento del desarrollo de plantas de crecimiento rapido.
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Capitulo Il: Marco Referencial
Jengibre

El rizoma de jengibre es rico en compuestos bioactivos como fenoles, taninos,
flavonoides, entre otros. Por sus principios activos, tiene un rol medicinal, especialmente, en el
tratamiento de dolencias gastricas e intestinales como estrefiimiento, distensién abdominal,
gastritis, ulceraciones gastricas, indigestién, entre otras (da Silveira Vasconcelos et al., 2019;
Kukkupuni et al., 2022).

La produccién y acumulacion de compuestos bioactivos, polifenoles, como acidos
fendlicos y flavonoides, suele aumentar y ayudar a los cultivos a aclimatarse a ambientes
desfavorables, como estrés hidrico, ROS, altas temperaturas y otros. Por lo tanto, los
polifenoles son un buen indicador de la tolerancia al estrés abiotico en las plantas (Gatabazi

et al., 2022; Marone et al., 2022).

Botanicay cultivo

Zingiber officinale (Roscoe L.) es una planta herbacea perenne, erguida y esbelta
gue produce rizomas horizontales. Su altura varia entre los 0.5 a 1.0 m. Los suelos 6ptimos
para este cultivo son los de tipo arcilloso, mientras que la altitud requerida es de 1.500 m
sobre el nivel del mar y la sombra parcial induce un mayor crecimiento. Su clima predilecto
es el calido humedo y durante su desarrollo necesita de precipitaciones mensuales de 150—

300 mm (M. Zhang et al., 2021).

La germinacién de esta planta tarda de 15-20 dias para germinar y después de 8 a

10 meses puede ser cosechada (Kandasamy et al., 2020).
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Figura 1l

llustracion botanica de la planta de Zingiber officinale (Salgado, 2011).

Nota. El grafico muestra las diferentes estructuras de la planta de jengibre, tales como pétalos,
rizoma, tallos, hojas, entre otros. Tomado de El jengibre (Zingiber officinale) (p. 168), por F.

Salgado, 2011, Revista Internacional de Acupuntura.

Taxonomia del jengibre
El jengibre (Zingiber officinale Rosc.) pertenece a la familia Zingiberaceae, orden
Zingiberales, compuesto por 50 géneros y aproximadamente 1500 especies de hierbas

tropicales (Kaufman, 2022).
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Tabla 1

Arbol taxonémico de jengibre (Zingiber officinale Roscoe L.)

Reino Plantae

Filo Espermatofila
Subfilo  Angiosperma
Clase Monocotiledoneas
Orden Zingiberales
Familia  Zingiberaceae
Género  Zingiber

Especie Zingiber officinale

Nota. En la tabla se describe la organizacion taxondémica de Zingiber officinale. Tomado de

Zingiber officinale (ginger), por S. Kaufman, 2022, CABI Compendium.

Componentes activos del extracto de jengibre y su funcionalidad

El extracto de jengibre posee gran cantidad de componentes activos, entre ellos,
componentes terpénicos como f3-bisaboleno, a-curcumeno, zingibereno, a-farneseno y f3-
sesquifelandreno, y compuestos fendlicos como gingeroles, shogaoles y paradols, acidos
fendlicos y flavonoides. Los gingeroles son los principales polifenoles, siendo 6-gingerol, 6-
shogaol, 8-gingerol y 10-gingerol (Figura 2.2) los mas comunes. Adicionalmente, hay otros
compuestos fendlicos en menores cantidades como curcumina, quercetina, zingerona,
gingerenona-A, 6-dehidrogingerdiona, 6-paradol, 6-dehidroshogaol entre otros (Jorge et al.,

2020; Mao et al., 2019; M. Zhang et al., 2021).
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Figura 2

Compuestos fendélicos mas comunes en Z. officinale (Roscoe L.)
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Nota. Estructuras quimicas del 6, 8, 10-gingeroles y 6-shogaol, compuestos presentes en el
extracto fendlico de jengibre. Tomado de Shahrajabian et al. (2019). Clinical aspects and health
benefits of ginger (Zingiber officinale) in both traditional Chinese medicine and modern industry,

Acta Agriculturae Scandinavica & Plant Science.

El extracto de Zingiber officinale (Roscoe L.) es rico en compuestos bioactivos. Los
polifenoles predominantes son los gingeroles caracterizados por ser térmicamente labiles y
mediante el secado experimentan reacciones de deshidratacion para formar shogaoles,
compuestos que le dan el caracteristico sabor picante al jengibre seco (Semwal et al.,
2015). Segun Ali et al. (2022), los compuestos presentes en el extracto exhiben una alta
actividad antioxidante, antimicrobiana, antifingica y bioestimulante. Por lo tanto, su
aplicacion foliar mejora el crecimiento y el contenido de nitrégeno, considerandolo como una
alternativa a los fertilizantes quimicos.

La actividad antioxidante del extracto se debe a que el jengibre es un reservaorio de
antioxidantes. Se encarga de eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS), radicales libres,
perdxidos y varios otros oxidantes dafiinos. Los principios activos como gingeroles,

shogaoles, zingerona, entre otros, exhiben una alta actividad antioxidante. Adicionalmente,
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en el estudio realizado por Dhanik et al. (2017), el extracto metandlico de los rizomas de Z.
officinale present6 actividad antibacteriana significativa contra Escherichia coli, Salmonella
enteritis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Mycoderma
sp., Lactobacillus acidophilus y Bacillus cereus. Los principales compuestos antimicrobianos
fueron el 6, 8 y 10-gingerol y 6-gingerdiol.

Otra de las propiedades del jengibre es su fuerte actividad insecticida. El extracto es
capaz de impedir el apareamiento de Drosophila melanogaster, inhibir la oviposicion y
repeler a los adultos de mosca blanca. Asimismo, el polvo de la planta de jengibre puede
controlar la poblacién parasita de avispas cortadoras de hojas de alfalfa y reducir las plagas
de granos almacenados. Ademas, los compuestos volatiles del rizoma del jengibre muestran
un efecto de actividad repelente sobre el gorgojo del maiz. Por lo tanto, el jengibre tiene
potencial para su uso como insecticida botanico (Liu et al., 2022).

Se ha descrito que la quercetina-3-O-rutindsido y el 6-gingerol presentes en el
extracto metanolico, presentan actividad afidicida. Entre sus efectos; restringe la cantidad de
crias, acorta el tiempo de vida de los &fidos (pulgones), reduce las mudas, limita el
desarrollo y aumenta su mortalidad. A nivel enzimético, estos compuestos eliminan las
enzimas encargadas de evitar la intoxicacion en los pulgones, destruyen el sistema nervioso
y otros sistemas. Adicionalmente, el 8-shogaol que es el plaguicida mas importante contra S.
frugiperda. Por lo tanto, la aplicacion de los aficidas de tipo organicos, limita los posibles
efectos adversos hacia las plantas y reduce drasticamente el dafio producido por las plagas,
especialmente, a nivel comercial (Abdulhay & Yonius, 2019; Keosaeng et al., 2023; X. Liu
et al., 2022).

Por otro lado, el extracto de jengibre posee aminoé&cidos, fésforo, potasio, magnesio
y otros minerales (Ifeanyi et al., 2014). El fésforo es esencial para promover el desarrollo de
las raices, esto provoca el aumento de la capacidad de absorcién del agua y de los

nutrientes. La aspersion foliar con este extracto aumenté los contenidos de N, P, K, Mg, Fe y
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Zn en las hojas de rosa, ademas de mejorar el crecimiento, aumentando el azlcar soluble
total, el contenido de aceite volatil y el nitrégeno en cultivos de Origanum majorana. Por lo
tanto, el alto contenido de elementos nutrientes lo convierte en un bioestimulador adecuado,
gue puede aumentar la absorcién de nutrientes esenciales por parte de las hojas (Ali et al.,

2022).

Efecto del extracto de jengibre sobre cultivo de cebollin

Segun el ensayo realizado por Han et al. (2008), la aplicacion del extracto de jengibre
a concentraciones iguales o superiores a 10 g/L disminuyeron el grado de germinacion y el
rendimiento vegetal, ademas de reducir la tasa de absorcién de agua. Por otro lado, las
concentraciones menores incentivaron el crecimiento aéreo y radicular. De manera que se
afirma que el aumento de la concentracién del extracto incrementa el grado de inhibicion del
desarrollo vegetal. Sin embargo, las concentraciones menores a 10 g/L son beneficiosas e

incentivan el crecimiento de las plantas de cebollin.

Efecto del extracto de jengibre sobre las micorrizas

Actualmente, no existen investigaciones que analizaran el efecto del extracto de
jengibre sobre el proceso de micorrizacion. Sin embargo, el analisis nutricional realizado por
Ifeanyi et al. (2014) muestra que el extracto de jengibre posee aminoacidos, considerados
como fuente de nitrégeno. Las fuentes de N son esenciales para los hongos micorricicos,
debido a que estos demandan la absorcion de este elemento esencial para su propio

crecimiento y metabolismo (Hodge & Fitter, 2010).

Asimismo, el Fosforo contenido en el extracto de jengibre promueve el desarrollo de
las raices, en consecuencia, se da el aumento de la capacidad de absorcién de agua y
nutrientes. Por consiguiente, aumenta el contenido de N, P, K, Mg, Fe, Zn y azlcares
solubles totales en la zona aérea de las plantas (Ali et al., 2022). Consecuentemente, el

hongo también se beneficiaria de este aumento radicular y lo que implica.
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Generalidades del cultivo de cebollin
Condiciones ambientales del cultivo de cebollin (Allium schoenoprasum L.)

Temperatura

Los climas calidos favorecen el crecimiento de los cultivos de Allium
schoenoprasum, mientras que los climas frios disminuyen el rendimiento y sintesis de
compuestos quimicos. Por lo tanto, la germinacion puede ocurrir a una temperatura de 3
a 5 °C, sin embargo, el rango 6ptimo es de 15 a 20 °C. El desarrollo de follaje necesita
de una temperatura 6ptima de 20 °C y una maxima de 24 °C, para conservar las plantas
verdes. Por el contrario, si la temperatura baja, mueren las partes aéreas y entran en
latencia los rizomas, hasta que las condiciones de temperatura sean las adecuadas
(Rabinowitch & Thomas, 2022; V. Singh et al., 2018).
Aguay Humedad

Los cultivos de cebollin necesitan de aproximadamente de 350 a 550 mm a lo
largo del ciclo de cultivo (tres meses), es decir, germinacion, desarrollo del bulbo y la
formacion de la parte aérea, la carencia de agua puede disminuir el rendimiento y el
desarrollo vegetal. Adicionalmente, una humedad relativa menor al 70% es 6ptima para
producir bulbos y evitar que los organismos fangicos puedan colonizarlas (Garcia &
Serrano, 2013).
Fotoperiodo

Las plantas de cebollin necesitan de un fotoperiodo prolongado, mayor a 12
horas para la germinacion y formacion de flores, mientras que de 10 horas para la
formacion de semillas. Por otro lado, los fotoperiodos cortos podrian generar la latencia

(Rabinowitch & Thomas, 2022).
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Suelo

Allium schoenoprasum se puede cultivar a una profundidad de 2 a 3 cm, en
suelos francos arcillosos, francos y francos limosos, sin embargo, el tipo de suelo
optimo es el franco arenoso. El suelo para un buen desarrollo de este tipo de cultivo es
un contenido de materia organica del 4.46%, pH 6—6.5 y contenido de arcilla de no mas
del 30%, para que permita un buen drenaje y crecimiento radicular (Lozano, 2017; V.
Singh et al., 2018).
Nutrientes

Las principales nutrientes que necesitan los cultivos de cebollin para la
produccion de 1000 kg de biomasa, son Fdsforo en un rango de 0.9 a 1.5 (P20s, Oxido
de fésforo), Nitrogeno de 2.1 a 2.5 (N) y Potasio de 3 a 3,8 (K20, Oxido de potasio),
medidas en unidades de Kg/ha (Lozano, 2017).

Cultivo de cebollin

Taxonomia de Allium schoenoprasum L.

A. schoenoprasum pertenece al género Allium, uno de los géneros de
monocotiledéneas mas grandes, comprende mas de 500 especies y forma parte de la
familia Amaryllidaceae.

El cebollin contiene antocianinas, flavonoides, fenoles, taninos y carotenoides,
compuestos bioactivos que hace importante a esta especie ante diversas actividades

farmacoldgicas, culinaria, ornamental, agricola, entre otras (V. Singh et al., 2018).
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Tabla 2

Taxonomia de Allium schoenoprasum L.

Reino Plantae

Division Tracheophyta

Subdivision  Spermatophytina

Clase Magnoliopsida
Orden Asparagales
Familia Amarilidaceas

Subfamilia Allioideae

Género Allium
Especie Allium
schoenoprasum

Nota. En la tabla se describe la informacion taxonémica de Allium schoenoprasum L. Tomado de
The encyclopedia of herbs & spices, por P. Ravindran, 2017, CAB International y de Allium
schoenoprasum L. [Informacion taxonémica], por ITIS, 2022, Integrated Taxonomic Information

System — Report.

Botanica de Allium schoenoprasum L.
El cebollin (A. schoenoprasum L) es una planta herbacea de altura aproximada de 20
cm, perenne y bulbosa. Se la considera la especie comestible mas pequefia del género

Allium y la Unica que se encuentra distribuida en todo el mundo (Ravindran, 2017).



Tabla 3

Botanica de A. schoenoprasum

Morfologia

Caracteristicas

Hojas

Tallos

Flores

Semilla

Bulbo

Las hojas brotan de los bulbos subterraneos, sus dimensiones son 2-6
mm de ancho y 20 cm de alto. Se caracterizan por ser lisas o
escabrosas-denticuladas, erectas, de color verde oscuro, tubiformes,
huecas y ligeramente mas cortas que el escapo (tallo desnudo con flores
en el apice).

Tallos erectos de 2 a 3 mm de ancho, huecos, tubulares, de textura
blanda. En su apice brota una umbela esferoidal, densamente poblada.
Flores hermafroditas, umbelas densas agrupadas en cabezuelas
redondeadas de un 1 cm de altura y coloracion parpura. Se encuentran
cubiertas por sépalos rosados o blancos y con una linea longitudinal de
color purpura. El ovario es superior, subgloboso, con nectarios concavos
en la base.

Las semillas estan contenidas en capsulas y se caracterizan por ser
anemocoricas (dispersada por el viento).

Los bulbos tienen una dimensién de 2 a 3 cm de largo, 1 cm de ancho y
3 a 4 cm de largo. Son delgados, ovoides, cubiertos por una capa
membranosa de color pardo grisdceo amarillento o violaceo. Los bulbos

se desarrollaron en forma agrupada, a partir de un bulbo madre.

Nota. La descripcion botanica de la planta de cebollin se esquematiza en la presenta tabla.

(Ravindran, 2017; V. Singh et al., 2018; Sisa, 2019).
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Figura 3

Aspecto general de la planta de Allium schoenoprasum

Nota. En la imagen se esquematiza las partes de la planta de cebollin. Obtenido de:
https://www.mediastorehouse.co.uk/fine-art-finder/artists/unknown-artist/botanical-board-allium-

schoenoprasum-chives-23699612.html

Etapas del desarrollo del cultivo de Allium schoenoprasum L.

El cebollin es una planta perenne que se puede desarrollar a partir de semillas o
de rizomas de cultivos anteriores. Las plantulas poseen hojas tubulares delgadas y de
bases hinchadas para formar pequefios bulbos sobre un rizoma.

Las semillas germinan en primavera, crecen y se desarrollan durante el verano y
entran en latencia en el invierno hasta fines del otofio, repitiendo el ciclo. El
florecimiento de esta especie se da a partir de la segunda temporada de crecimiento,
durante la época en la que la temperatura no exceda los 18°C y los fotoperiodos no
sean tan extensos.

Tras dos o tres meses de siembra, se da la formacién de bulbos y yemas
axilares que produciran dos nuevas plantas. La unidad se dividira perpetuamente para
producir dos nuevos centros de crecimiento y este proceso se repetira varias veces,
llegando a producir aproximadamente 80 hojas en el racimo a lo largo del primer afio

(Rabinowitch & Thomas, 2022).
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Microorganismos del suelo (MOS)

Las bacterias, virus, arqueas, protozoarios y hongos son microorganismos que forman
parte del suelo, muchos de los cuales pueden ser beneficiosos. Los microorganismos juegan
un papel importante en el desarrollo de los cultivos y en el acceso a los nutrientes, a través de
procesos como la oxidacion, nitrificacion, fijacién del nitrégeno, descomposicion de la materia
organica y liberacion de nutrientes (Talat, 2020). Entre ellos se encuentran los hongos

micorricicos.

Hongos micorricicos

Las micorrizas son relaciones simbibticas obligadas entre hongos y plantas. La planta
actia como huésped, permitiendo que el hongo colonice sus raices y reciba fotosintatos, a
cambio el hongo le proporciona a la planta tolerancia a estrés biotico y abiético, como sequia,
salinidad, metales pesados, temperatura y enfermedades virales en las raices (Chaurasia &
Bharati, 2021; Hao et al., 2019; Kumari et al., 2021).

Las micorrizas evitan la compactacion y ayudan a la implantacion de especies vegetales
en suelos contaminados con metales pesados como Zn, Cu, As, Cd y Pb. Los metales pesados
intervienen en los procesos bioquimicos y fisiol6gicos de las especies vegetales, ocasionando
mutaciones en los organulos celulares, en las raices y en los brotes, causando la muerte o el
crecimiento inadecuado de las plantas (Khan et al., 2018).

Los métodos de accién de las micorrizas para evitar que los metales pesados lleguen a
las plantas son cuatro. Inicialmente, los hongos micorricicos se unen a los metales pesados por
medio de la produccién de glomalina, una glicoproteina insoluble (Sushma et al., 2021), que
también tiene la funcién de agregar otras particulas presentes en el suelo (Kennedy & de Luna,
2005). Por otro lado, los hongos transportan los metales pesados a zonas aéreas, 0 en su
defecto, almacenan estos compuestos en vacuolas o los quelan en el citoplasma (Sushma

et al., 2021). Finalmente, las micorrizas fortalecen el sistema de defensa de las plantas, al
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activar la expresion de genes de defensay la produccion de compuesto volatiles (Doley &
Borde, 2021).

Otros de los beneficios de las micorrizas es el mejoramiento de la estructura del suelo
mediante la descomposicion de materia organica y mayor captacién de nutrientes y agua
presentes en espacios porosos o donde las raices de las plantas no podrian tener acceso, pero
las hifas si (Johnson & Gehring, 2007).

Las redes de micorrizas, también pueden influir en las interacciones planta-planta, para
gue se pueda dar el proceso de intercambio de nutrientes o la transmision de sefiales
fitoquimicas (Tedersoo et al., 2020)

Debido a su amplia funcionalidad, los hongos micorricicos son organismos importantes
en el microbioma de la mayoria de las especies vegetales, creando relaciones simbidticas con el
80% de las plantas existentes sobre la Tierra (Kennedy & de Luna, 2005). Estas relaciones se
forman con aproximadamente el 10% del total de las especies de hongos identificadas en
ecosistemas terrestres, los filos mas representativos son
Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (Lewis, 2016). La actividad fijadora de nutrientes
y la biomasa de los hongos, dependeran de factores como la altitud, latitud, clima, disponibilidad
de nitr6geno, entre otros (Averill et al., 2019).

A lo largo de la evolucién de los hongos micorricicos y las plantas, se abordan varios
eventos de coevolucién, que generaron gran diversidad de hongos y de plantas, y permitieron la
coexistencia de varias especies vegetales. El proceso de coexistencia se dio a través del
aprovechamiento de la competencia interespecifica, al considerar que la capacidad de
alargamiento de la raiz de una planta varia de acuerdo con la especie, por lo tanto, se produjo
una diferenciacion de nichos. Sin embargo, los procesos de diversificacion de los hongos no
siempre ha sido paralela a la de las plantas, lo que nos lleva a comprender que muy pocos
hongos muestran una estricta especificidad con respecto a su huésped (Lewis, 2016; Tedersoo

et al., 2020).
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Tipos de Micorrizas
Las micorrizas se clasifican en dos grandes grupos, endomicorrizas y ectomicorrizas,
de acuerdo con la ubicacion anatémica dentro de la raiz vegetal (Chaurasia & Bharati,
2021). Por otra parte, existen un grupo intermedio de ocurrencia poco comun, denominado
ectendomicorrizas (Saparrat et al., 2020).
Ectomicorrizas
Las ectomicorrizas estan asociadas especialmente a plantas lefiosas de la
familia Pinaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae y Myrtaceae (Y. Liu et al., 2020). Se
caracterizan por colonizar las raices de forma extracelular, de manera que las hifas
ocupan espacios intercelulares de las células epidérmicas y corticales de las raices
formando la red Hartig o red intrarradical. Adicionalmente, sobre la superficie radicular
se desarrolla un entramado de hifas denominado manto, que se encarga del
almacenamiento de nutrientes y puede actuar como compartimento amortiguador contra
el estrés abidtico. Finalmente, el micelio extraradical (ERM) se encuentra en contacto
con el sustrato y se encarga de la absorcion de agua y nutrientes (Guerrero et al., 2018;
Shree et al., 2022).
La red de Hartig rodea las células epidérmicas de la raiz, de manera que las
células vegetales y fungicas comparten apoplasto, y multiples sistemas de transporte.
Mediante estas conexiones, los solutos se mueven libremente, facilitando el transporte y

la disposicion de nutrientes y agua (Becquer et al., 2019).
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Figura 4

Estructuras de los tipos de micorrizas

Hyphal coil
Ericoid Orchid Arbutoid
mycorrhiza mycorrhiza mycorrhiza

Nota. La figura representa los tipos de micorrizas que se pueden formar de acuerdo con el tipo

de hongo micorricico que colonice una determinada especie vegetal (Egerton et al., 2005).

Endomicorrizas

Las endomicorrizas introducen sus hifas por via apoplastica y simplastica de las
células de la corteza, sin llegar a la endodermis de la raiz y mucho menos intercambiar
citoplasma, esto se debe a que las membranas plasmaticas y la pared celular del hongo
lo mantienen separado (Lewis, 2016; Saparrat et al., 2020). Las estructuras que se
desarrollan con estas asociaciones son hifopodios, esporas, vesiculas y arbusculos, los
cuales son estructuras intracelulares que aumentan el area de superficie de las
micorrizas, lo que facilita el transporte de nutrientes y minerales a las células de la raiz
(Chaurasia & Bharati, 2021; Hao et al., 2019).

Estas micorrizas se dividen en micorrizas arbusculares, micorrizas ericoides,

micorrizas de orquideas y micorrizas monotropoides (Shree et al., 2022).
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Micorrizas arbusculares

Las Micorrizas arbusculares son el grupo mas grande y se presentan en un 90
% de las especies de plantas, incluidas angiospermas, briéfitas y helechos (Begum
etal., 2019). Aproximadamente el 83% de las asociaciones corresponde a las
dicotiledéneas y un 79% a la monocotiledéneas (Kennedy & de Luna, 2005).

Los hongos asociados a las micorrizas arbusculares pertenecen al filo
Glomeromycota, biétrofos obligados que poseen hifas carentes de septos y necesitan

de productos fotosintéticos para sobrevivir (Saparrat et al., 2020).

Estructuras de las micorrizas arbusculares
Una micorriza arbuscular tiene tres componentes importantes: la raiz
misma, las estructuras fungicas dentro y fuera de la raiz y un micelio extraradical en

el suelo (Smith & Read, 2008).

Figura5

Estructuras de las micorrizas arbusculares

Nota. Esquema de las diferentes estructuras que se pueden formar en las asociaciones

simbidticas existentes entre hongos micorricicos y vegetales (Bonfante & Genre, 2010)

Las hifas se presentan en forma de hebras muy delgadas que se alargan

en busca de agua y nutrientes, su funcién es el transporte de sustancias
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beneficiosas. Esta es la primera estructura que se forma. Una vez que ingresan a
la raiz, se ramifican dentro y fuera de la misma, formando una red entramada de

hifas, denominada micelio (Bonfante & Genre, 2010).

Las hifas extrarradicales se dividen en hifas de primer orden o corredoras,
nacen de las raices y se caracterizan por tener un didmetro de 5 um. Por otro
lado, las hifas de segundo orden o absorbentes més delgadas (2.5 um) y se
desarrollan a partir de las hifas corredoras. El sistema extendido de hifas extra-
radicales permite que el micobionte explore el suelo alrededor de las raices,
absorbiendo activamente los nutrientes del suelo y colonizando raices vecinas,
para formar una red subterrdnea que conecta a diferentes miembros de una

comunidad vegetal (Tikhonovich & Provorov, 2007).

Consecutivamente, el hifopodio se forma a partir de una hifa que se
adhiere a la epidermis de la raiz y se ensancha. Esta accion denota que la planta
se prepara para la colonizacion, entonces el hongo desarrolla una hifa de
penetracion, que le permite entrar en la raiz y crecer dentro y fuera de la raiz

(Bonfante & Genre, 2010).

Los arbusculos son estructuras en forma de “arboles” de vida corta (4 a 5
dias), que se forman en la corteza interna de la raiz por la ramificacion repetida de
una hifa intracelular. Por lo tanto, aumentan el area de superficie de la interfaz
hongo-planta e incrementan la eficiencia del intercambio de recursos (Bonfante &

Genre, 2010).

Por otro lado, las vesiculas son estructuras globosas que actian como
reservorios de lipidos que serviran de alimento para el hongo cuando este lo

necesite (Camarena, 2012).
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Figura 6

Esporas micorricicas

Nota. Distintos morfotipos de esporas de HMA (Lovera & Cuenca, 2007).

Finalmente, las esporas (Figura 2.6) son estructuras reproductivas
multinucleadas que constan de paredes compuestas por una o multiples laminas
gue concentran en su interior lipidos, nucleos y otras sustancias (Huey et al.,

2020).

Figura 7

Morfologia y estructuras de las esporas micorricicas.

Nota. La imagen muestra las estructuras mas comunes que se pueden encontrar al observar e

identificar esporas micorricicas (Huey et al., 2020).
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Su morfologia, color, superficie y tamafio varian segun la especie,
caracteristicas que facilitan su identificacion. Su morfologia varia entre globosa,
elipsoide, ovoide, entre otros; mientras que su superficie suele ser lisa, nudosa,
reticulada o estriada. Por otro lado, su color puede variar de amarillo, pardo,
blanco u otros. Su tamafio puede variar de 15 a 800 um (Bonfante & Genre, 2010;

Huey et al., 2020; Saparrat et al., 2020).

Colonizacion

El desarrollo de AM (Figura 2.8) involucra la pre infeccion, seguida de la
formacién de micelio intercelular (intraradical), consecutivamente, se establecen las
estructuras simbioticas intracelulares, para finalmente, desarrollar el micelio extra-

radical esporulante (Tikhonovich & Provorov, 2007).

Figura 8

Desarrollo de micorrizas arbusculares.

Germination
Hyphal elongation

Hyphal branching
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Yk
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Nota. El diagrama detalla las etapas de desarrollo: (a) germinacion de esporas; (b) crecimiento

previo a la infeccion y ramificacion previa a la infeccidn; (c) penetracién, crecimiento
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intraradical, formacion de arbusculos y crecimiento de hifas externas; (d) formacién de esporas.

(Akiyama, 2007).

La germinacién de las esporas micorricicas inicia con la aparicion del tubo
germinativo en respuesta a los exudados de la planta. Consecuentemente, la
guimiotaxis provoca un rapido crecimiento del tubo germinativo desde la espora
hacia la raiz y finaliza con la union a la superficie de la raiz (formacion del
hifopodio). Sin embargo, si el tubo germinativo no llega a la raiz en un rango de 5
a 7 dias, tras la germinacion, el proceso puede invertirse: el tubo germinativo

aborta y los nutrientes regresan a la espora.

Tras adherirse a la raiz, las hifas crecen desde el hifopodio o
apresorio hacia la corteza colonizando sus capas internas y externas, sin cruzar
el periciclo. Después de establecer una red de hifas intercelulares, el hongo

desarrolla estructuras simbiodticas intraradicales.

La etapa final de desarrollo esta representada por la formacion del sistema
de hifas extra-radicales, que son de importancia crucial para ambos socios. Para
el huésped, las funciones tréficas del micelio extraradical (asimilacion de
nutrientes del suelo) son las mas importantes, mientras que para el micobionte la

funcién reproductiva (formacién de esporas) es indispensable.

Efecto de las micorrizas sobre la planta de cebollin

Las plantas del género Allium son facilmente colonizadas por hongos micorricicos
arbusculares y su crecimiento depende en gran medida de la colonizacién, pues a partir de
esta, se realizan cambios estructurales en la planta y a la vez el hongo puede tener un
efecto sobre el metabolismo secundario de la planta y la absorcion de nutrientes y agua

(Perner et al., 2011).
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La inoculacién de hongos micorricicos arbusculares en cultivos de cebollin (Allium
schoenoprasum) dio como resultado una mayor produccion de cultivos, llevandolos a ser
calificados como de calidad de grado de exportacion (Baar, 2008). Asimismo, en el estudio
de McCormick (2018), la aplicacién de hongos micorricicos arbusculares en cultivos de
Allium schoenoprasum L. gener6 la formacién de micorrizas, en un alto grado de
colonizacion y la abundancia de arbusculos. En consecuencia, la produccion de biomasa fue

mayor que cuando el cultivo no fue inoculado con hongos.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Zona de estudio

El proyecto de Integracion Curricular fue financiado por el Laboratorio de Microbiologia
del Suelo del departamento de Ciencias de la Vida y Agricultura, area del Centro de Nanociencia
y Nanotecnologia (CENCINAT), de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, situada en
Sangolqui, cantéon Rumifiahui, provincia de Pichincha.

El muestreo del suelo para obtencién de Micorrizas se realizé en tres zonas; Pujili en la
Provincia de Cotopaxi, Rumifiahui y Quito de la Provincia de Pichincha; y cultivos diferentes,
cultivo de maiz, acelga y guisantes; respectivamente.

Periodo de investigacion

La investigacién tuvo una duracion de aproximadamente dos meses, a partir del 24 de
octubre de 2022 al 3 de enero de 2023.

Disefio experimental

El tipo de disefio experimental planteado es un Disefio Factorial Mixto 4x2. Para el
analisis de la variacion e interacciones de los tratamientos planteados se usara ANOVA. El
ensayo se realizara con 3 macetas con 5 plantas por cada tratamiento. Los factores
considerados son el nUmero de esporas micorricicas y las concentraciones de extracto de
Zingiber officinale (Roscoe L.); descritas a continuacion.

Factor 1: Numero de esporas micorricicas
e MiO: 0 esporas por gramos de suelo
e Mil: 3 esporas por gramos de suelo
Factor 2: Concentraciones de extracto de Zingiber officinale (Roscoe L.)
o Je0: 0 mg/L de extracto
e Je3: 3 mg/L de extracto

o Jeb: 5 mg/L de extracto



e Je7: 7 mg/L de extracto
La interaccién de factores se detalla en la tabla 3.1

Tabla 4

Tratamientos obtenidos a partir de la interaccion de factores propuestos

NUmero de esporas Concentraciones de extracto

micorricicas 0 mg/L 3 mg/L 5 mg/L 7 mg/L

0 esporas por gramo de suelo Mi0-Je0  Mi0-Je3  Mi0-Jeb5 Mi0-Je7

3 esporas por gramo de suelo Mil-Je0  Mil-Je3  Mil-Jeb5 Mil-Je7

Nota. La tabla muestra los tratamientos resultantes de las interacciones existentes entre el
namero de esporas micorricicas y las diferentes concentraciones de extracto de Zingiber
officinale (Roscoe L.) propuestas.

A continuacion, en la tabla 3.2 se detallan los tratamientos propuestos

Tabla 5

Descripcion de los tratamientos aplicados en la investigacion

Tratamiento Descripcion

Mi0-Je0 0 esporas por gramos de suelo + 0 mg/L de extracto (Tratamiento control)
Mi0-Je3 0 esporas por gramos de suelo + 3 mg/L de extracto
Mi0-Je5 0 esporas por gramos de suelo + 5 mg/L de extracto
Mi0-Je7 0 esporas por gramos de suelo + 7 mg/L de extracto
Mil-JeO 3 esporas por gramos de suelo + 0 mg/L de extracto
Mil-Je3 3 esporas por gramos de suelo + 3 mg/L de extracto
Mil-Je5 3 esporas por gramos de suelo + 5 mg/L de extracto

Mil-Je7 3 esporas por gramos de suelo + 7 mg/L de extracto

Nota. Las variables empleadas fueron Mi para la presencia (1) o ausencia (0) de micorrizas y
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para el extracto de jengibre la variable Je seguidas de las concentraciones de 0, 3,5y 7 mg/L,

segun el caso.
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Los tratamientos propuestos fueron ocho y en cada tratamiento se realizaron 3
réplicas, por lo tanto, se obtuvo un total de 24 macetas, cada maceta con 5 plantas.
Operacionalizacion de Variables

Dentro del estudio se contemplan tanto variables dependientes o variables de
respuesta y variables independientes; ademas de los factores a determinar en cada una de
ellas, en la tabla 3.3 se detalla la informacion.

Tabla 6

Cuadro de operacionalizacién de Variables dependientes e independientes

Tipo de
Variables Factor a determinar
variable
Biomasa total Cuantitativa Peso (g)
Longitud total Cuantitativa Longitud (cm)
Variables Hongos micorricicos Numero de esporas
Cuantitativa
dependientes obtenidos por gramo de suelo
Grado de Nivel de colonizacién
Cuantitativa
micorrizacion (%)
Extracto de Jengibre Cuantitativa Concentracion (mg/L)
Variables
Hongos micorricicos Numero de esporas
independientes Cuantitativa
inoculados por gramo de suelo

Nota. Las variables dependientes o que se evaluaran fueron la biomasa, longitud y el nimero
de esporas por gramo de suelo. Por otro lado, se propusieron concentraciones y un nimero de
esporas inicial, a partir de los cuales se compararan los resultados.
Metodologia
Adquisicion del material vegetal
Los rizomas de Jengibre y las semillas de cebollin fueron adquiridos en

supermercados, en la zona de productos organicos y jardineria, respectivamente.
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Tratamiento de la muestra de Jengibre

El proceso de preparacién del polvo de jengibre fue modificado a partir de la
metodologia de secado al aire de Ghafoor et al. (2020). Una libra de rizomas de jengibre se
limpié con un cepillo estéril y se enjuagd con agua potable hasta que quedé totalmente libre
de residuos de tierra e impurezas (Figura 3.1 a). Se les retir6 la piel, se cortd laminas muy
finas que se colocaron sobre papel absorbente, dejando espacios entre cada lamina (Figura
3.1 b). Se dejo6 secar a temperatura ambiente, en una zona ventilada, limpia y libre de rayos
UV, pues estos podrian descomponer los principios activos de la muestra (Figura 3.1 c¢). Se
verificé que no existan cambios de coloracion, olor o colonizacién de microorganismos.

Figura 9

Tratamiento de la muestra de Jengibre Zingiber officinale (Roscoe L.)

Nota. En las imagenes se muestra el proceso de preparacion de la muestra de jengibre, para la
posterior extraccion de compuestos fendlicos.
Una vez las laminas estaban totalmente secar, se peso6 y molié usando un molino

eléctrico (Figura 3.1 d), hasta obtener un polvo fino que posteriormente se tamizé para
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separarlo de las fibras y particulas de mayor tamafo (Figura 3.1 e), con la finalidad de
aumentar el area superficial y generar un mayor contacto con el solvente (Rashid et al.,

2021; Srivastava et al., 2021). Ambas fracciones se pesaron (Figura 3.1 f).

Obtencién del extracto y preparacién de las diluciones

El extracto se obtuvo al combinar dos métodos de extraccion; la maceracion y
técnica Soxhlet; tomando como referencia las metodologias modificadas de Ali et al. (2022)
y Alara et al. (2018), respectivamente. Se us6 etanol como solvente, puesto segun Sharif &
Bennett (2016) es el mas apropiado, debido a su mayor indice de polaridad, permitiendo
concentrar mayor contenido de compuesto fendlicos totales y 6-gingerol, en el extracto.
Adicionalmente, la aplicacion de método Soxhlet produjo un mayor contenido de compuestos
fendlicos (Nguyen et al., 2019).

Para el proceso de maceracion, se coloc6 una alicuota de 40 g de polvo de jengibre
en un frasco ambar (Figura 3.2 a), se afiadi6 alcohol etilico absoluto hasta sobrepasar por 4
cm la superficie de la muestra y se dejo macerar por 72 horas a temperatura ambiente, con
agitaciéon manual periédica y evitando que tenga contacto con la luz solar. Esto promovera la
difusién de compuestos y la separacion de la solucion concentrada (Rashid et al., 2021,
Srivastava et al., 2021).

Figura 10

Obtencién del extracto mediante maceracion y extraccion por método Soxhlet

Nota. Técnica combinada para la obtencién de extracto de compuestos fendlicos de jengibre.
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Transcurrido el tiempo, se armé el equipo Soxhlet, que consiste en una camara de
condensacién donde circula el refrigerante (agua), una camara de extracciéon que contendra
el dedal con la muestra, esta se encuentra conectada a un conducto de vapor y un sifén que
desemboca en un matraz de destilacién (Figura 3.3.). El calor necesario para este proceso
se obtiene de una manta de calefaccién.

Figura 11

Flujo de extraccion Soxhlet

A : Analyte @ : Matrix

Nota. El matraz se llena con solvente y se calienta (1), para que sus vapores se condensen y
entren en contacto con la muestra (2), llenando la cAmara de extraccién con solvente que al
alcanzar un nivel superior al de la curva del sifon, la solucion del dedal sera aspirada por el
sifén, que descargara la solucién en el matraz (3), en el matraz de destilacion permanecera el
soluto, mientras que el solvente regresara al lecho sélido de muestras, los ciclos se repetiran
hasta obtener la extraccion completa (4) (Rakhee et al., 2018; Weggler et al., 2020).

Para la extraccion Soxhlet, en un matraz de destilaciéon con capacidad de 500 ml se
colocaron 200 ml del solvente y dentro de la camara de extraccion se coloco el dedal con el
macerado (Figura 3.2 b). La extraccion se realizo por un tiempo de 4 horas con 60 °C de
temperatura aproximadamente. Posteriormente, se dejo enfriar el extracto a temperatura

ambiente y sin luz.
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Finalmente, el matraz de destilacion que contenia el extracto (Figura 3.2 c) se
conecto al Rotavapor R-215 BUCHI con bomba de vacio. El matraz se sumergié en bafo
maria a 34 °C, 130 rpm y a una presion de 54 milibar (Figura 3.4 a), se concentrd hasta que
el solvente se evapore (Figura 3.4 b) y se almacené a 4 °C, sin luz.

Figura 12

Concentracién del extracto de jengibre en Rotavapor

Nota. El extracto obtenido se concentré en un Rotavapor R-215 BUCHI con bomba de vacio,
hasta que el matraz quedo casi seco.
Las diluciones se realizaron a partir de una solucion madre de concentracion 0.015
g/L, a la que se afiadi6 Tween 20 y DMSO en una relacién 1:1 (300 ul de cada compuesto).
Se tomaron alicuotas para obtener soluciones de 3 mg/L, 5 mg/L y 7 mg/L, mientras que
para el control se disolvio Tween 20 y DMSO, en las mismas proporciones que para la
solucién madre.
La aplicacién de estas sustancias se realiz6 en intervalos de 7 dias, a partir del
primer mes de las plantas, pues segun Han et al. (2008), las altas concentraciones (10 g/L)
del extracto de jengibre puede inhibir la germinacion, el desarrollo de las plantulas y la
absorcion de agua en plantas de cebollin. Se realizaron 6 aplicaciones en total.
Cromatografia en capa fina del extracto de Jengibre
La cromatografia en capa fina del extracto de Jengibre se realiz6 segun la

metodologia de Cho et al. (2001). Se usé como fase mévil Tolueno y Acetato de etilo en
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relacién 7:3. Por lo tanto, en una camara cromatografica se colocaron 35 ml de tolueno y 15
ml de acetato de etilo. Se tapé y se dejo que los vapores llenaran la camara. Mientras tanto,
se traz6 una linea a 1.5 cm del borde la placa. Por otro lado, el extracto de Jengibre se
disolvio en etanol y con la ayuda de un capilar se dispensé cinco veces sobre la placa de
silica gel (Figura 3.5 a), con intervalos de secado entre cada aplicacion. La placa se
introdujo en la camara cromatografica y el solvente separ6 los compuestos presentes en el

extracto (Figura 3.5 b).

Figura 12

Cromatografia en capa fina del extracto fendlico de jengibre

Nota. Aplicacion del extracto sobre la placa de silica gel y su colocacién en la cadmara

cromatogréfica.

Transcurridos 15 minutos se observo bajo luz UV. Posteriormente, se usé un
compresor cargado con revelador de anisaldehido y se calentd la placa hasta que la
separacion de los compuestos sea visible bajo luz solar. Se calcularon los factores de

retardo para cada uno de los compuestos, que se identificaron mediante bibliografia.

Desinfeccién de semillas
En la desinfeccién superficial de las semillas se uso el protocolo optimizado de Si

et al. (2022). Se colocaron las semillas en etanol al 75% durante 60 segundos, se lavaron 3
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veces con abundante agua destilada agua, posteriormente, se les aplicé Hipoclorito de sodio
al 3.6% durante 8 minutos y finalmente, se enjuagaron 5 veces con agua destilada.
Pruebas de germinacidon de semillas

En placas Petri estériles se colocaron discos de papel absorbente del diametro de las
cajas, previamente humedecidos con agua destilada, y se dispusieron las semillas. Se
taparon y sellaron las cajas con Parafilm, se colocaron en un lugar oscuro y seguro (Instituto

Nacional de Aprendizaje, 2020). Se observé el porcentaje de germinacion (Figura 3.6).
Figura 14

Prueba de germinacion de cebollin.

Nota. Semillas de cebollin germinadas sobre papel absorbente.
A continuacion, se describe la férmula aplicada segun (L. J. Gonzalez et al., 2018),

mediante la cual se calculd que el cebollin tuvo un 90% de porcentaje de germinacion (PG).

PG = N 100
“Ns”

Donde:
N = # de semillas germinadas

Ns = # de semillas inoculadas
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Muestreo de suelo para deteccién de HMA
La calidad del suelo que se usara como inéculo es relevante para este estudio, por lo
gue se buscaron suelos de cultivos organicos, pues se sabe que la poblaciéon de
microorganismos nativos del suelo puede ser eliminada por el uso de productos quimicos o
por el cultivo intensivo (Paillacho, 2010). Los suelos seleccionados fueron de tres lugares y
cultivos diferentes.
Las muestras se recolectaron a una profundidad de 20 cm y a corta distancia de los
cultivos existentes, se tomaron 300 g de suelo de:
¢ Cultivo de Maiz en Inchapo, Pujili, Provincia del Cotopaxi
¢ Cultivo de Acelga de San Rafael, Rumifiahui, Provincia de Pichincha
¢ Cultivo de Guisantes de La Ecuatoriana, Quito, Provincia de Pichincha

Figura 15

Recoleccion de muestras para obtencion de inéculo micorricico

Nota. Toma demuestra de suelo de cultivo de acelga.

Procesamiento de suelo para andlisis de esporas micorricicas

La muestra de suelo se extendié sobre una bandeja, se homogeneizé, extrayendo los
residuos del mismo (Figura 3.8 a) y se dejo secar a temperatura ambiente por 24 horas. En
un vaso de precipitacion, se tomé una alicuota de 100 g de suelo seco (Figura 3.8 b), se

adicion6 una solucion de Peréxido de hidrégeno al 1% hasta sobrepasar 2 cm de la
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superficie de la muestra y se dejo actuar por 1 hora (Figura 3.8 c), esta solucion disgrega las
particulas del suelo.

Figura 16

Tratamiento de muestras de suelo

Nota. Procesamiento de 100 g de suelo con perdxido de hidrégeno, para andlisis de esporas

micorricicas.

Las muestras se tamizaron usando tamices de 500 um (fraccion A), 150 um (fraccion
B) y 45 um (fraccion C), apilados en orden descendente, y se enjuagaron para retirar el
peroxido de hidrogeno. La fraccion A contenia mayormente impurezas, por lo que fue
desechada. Por otro lado, la fraccién B se desagreg6 fisicamente en la licuadora por 30
segundos a 6500 rpm y atraveso los tamices de 150 um y 45 um, mientras que la fraccién C
se licud por 60 segundos a 10000 rpm (Figura 3.9 a) y se tamizd usando el ultimo tamiz.
Consecutivamente, usando papel filtro de 15 cm de diametro, se filtraron las fracciones al
vacio para absorber la mayor parte del agua contenida en las muestras (Figura 3.9 b).
Finalmente, se dejaron secar por 48 horas a temperatura ambiente (Figura 3.9 c¢). La

muestra seca se peso, se almacend en sobres de papel y se refriger6 a 4°C.
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Figura 17

Tratamiento de las fracciones de suelo

Nota. Licuado y filtrado al vacio de la fraccién C.

Observacién y conteo de esporas micorricicas

En tubos Falcon, por cada fraccion se realizaron 3 réplicas. Se deposité una alicuota
del 10% del peso total de la fraccion B, mientras que de la fraccion C el 5%, se adicion6 agua
destilada hasta aforar a 25 ml, se colocé solucién de sacarosa al 45% hasta los 35 ml y se
igualaron los pesos con agua destilada. Acto seguido, las repeticiones se centrifugaron por 5
minutos a 2500 rpm, con la finalidad de separar las esporas de hongos micorricicos. El
sobrenadante se tamiz6 en el tamiz correspondiente, se lavé con agua destilada para retirar
la sacarosa y se recogio en cajas Petri cuadriculadas (Figura 3.10).

Figura 18

Pretratamiento del sobrenadante

Nota. Recolecciéon de esporas micorricicas en placa Petri cuadriculada
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Con la ayuda de una jeringuilla, se pincharon las estructuras para verificar que se
trataba de una espora micorricica. El calculo del nimero de esporas por 100 g de suelo se
obtuvo al sacar el promedio de las 3 repeticiones por cada fraccion. Los valores obtenidos
se multiplicaron por 10 y por 20 para la fraccién B y C, respectivamente. El nimero de
esporas por 1 g de suelo se consigui6 al dividir para 100 el valor calculado anteriormente.

Figura 19

Conteo de esporas

Nota. Conteo de esporas intactas y de vesiculas.
Preparacion del in6culo micorricico y sustratos para siembra de cultivo de cebollin
En el ensayo se usaron dos tipos de sustrato, uno que contenia el inéculo micorricico
y otro totalmente estéril, su composicién se detalla en la tabla 3.4.

Tabla7

Composicién volumétrica de los sustratos

Composicion Sustrato con inéculo Sustrato estéril
In6culo micorricico 35% -
Tierra negra esterilizada 35% 70%
Arena + cascarilla de arroz 30% 30%

El proceso de esterilizacion en autoclave fue de 15 a 20 psi durante 30 minutos para

la tierra negra y arena, y de 20 minutos para la cascarilla de arroz.
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Figura 20

Esterilizacién del sustrato

Nota. Autoclavado de tierra negra.

Montaje del ensayo

El montaje del ensayo se llevo a cabo en macetas de 1 L de capacidad, se calculé que
cada maceta contendria 262.5 g de in6culo micorricico (contiene 10 esporas por gramo de
suelo), 262.5 g de tierra negra esterilizada, 225 g de arena y 50 g de cascarilla de arroz. Todos
los elementos para los diferentes sustratos de homogeneizaron (Figura 3.13 b) y se llenaron
las macetas segun el disefio experimental planteado (Figura 3.13 c). La concentracién de
esporas inicial fue de 3 esporas por gramo de suelo.

Figura 21

Montaje del ensayo

Nota. Pesaje, homogeneizado del sustrato y llenado de macetas



La siembra se realiz6 en 2 hileras de 7 semillas, un total de 14 plantas por maceta,
de las cuales se tomaron Unicamente 5 plantas por maceta para el andlisis.

Figura 22

Siembra de semillas de cebollin

Nota. Colocacion de semillas de cebollin sobre el sustrato humedo.

Mantenimiento nutricional de cultivo
Durante un mes, a partir del séptimo dia después de la germinacion, se aplicé
solucién de Hewitt entre 3 y 4 veces por semana. La solucion de Hewitt es una solucion

nutritiva, conformada por 5 soluciones madre, donde cada una de ellas consta de
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compuestos quimicos que generaran un buen desarrollo de la planta, a la vez que permiten

el reconocimiento y la formacion de una relacion simbidtica entre el hongo y la planta.

A continuacion, se detalla los elementos de la solucién de Hewitt (Hewitt, 1966) y las

cantidades para su formulacion en la tabla 3.5.

Posteriormente, se realizaron diluciones que se describen en la tabla 3.6. Revisar el

Anexo A para mas informacion.

Transcurrido el primer mes (desde la siembra), se suministré el extracto de jengibre,

25 ml por maceta cada 7 dias (total de 6 aplicaciones) y se complementé con la aplicacion

de agua destilada de acuerdo con las necesidades hidricas del cebollin



Tabla 8

Descripcion de las soluciones madre de Hewitt
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Tipo Composicion (s) Cantidad (g/L)
I KNO3 40.44
Il CaNOs - 4H,0 39
1l MgSOg4 - 7H20 36.97
P 0.03
pP* K2HPO4 0.3
p* 2.7

Na; EDTA 3.724

v
FeSO, - 7H20 (II) 2.784
MnSO, - 4H,0 2.23
H3BO3 3.09

Y,
ZnS0O;4 - 2H0 0.288
CuSO; - 5H20 0.250

Nota. Composicién de las soluciones madre para la formulacién de la soluciéon nutritiva de Hewitt

en g/L.

Tabla 9



Formulacion de la solucién de Hewitt

Solucién  Composicién (s) 1L 25L 12 L
I KNOs 10 25 120
Il CaNOs - 4H:0 20 50 240
1 MgSOg4 - 7H20
p-

10 25 120
pP* KoHPO4
p+t
\Y Na EDTA-Fe 10 25 120
MnSO4 . 4H20
H3BO3
Vv 1 2.5 12
ZnS0O; - 2H20
CuSOy - 5H0

62

Nota. ml de solucién madre necesarios para la formulaciéon de n litros de solucién nutritiva de

Hewiitt.

Adecuacién del area de crecimiento y control de plagas

Las macetas se ordenaron en una zona cubierta por techo transltcido de

policarbonato y hormigdén, que permitié el ingreso de gran cantidad de luz solar y calor,

ademas de que protegi6 a las plantas de factores ambientales como viento, frio, lluvia, entre

otros. Los tratamientos se separaron a través de estructuras metdlicas y plastico

transparente.
El control de plagas se llev6 a cabo mediante la desinfeccién continua de las

superficies aledafias a las macetas, con Hipoclorito de sodio al 5%.
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Evaluacién de plantas cebollin

Transcurridos los 60 dias del experimento, se extrajeron las plantas de las macetas
(Figura 3.15 a) y finalmente se separaron las plantas, tratando de no perder fragmentos de
la raiz (Figura 3.15 b).

Figura 23

Levantamiento del ensayo

Nota. Separacion de las plantas del sustrato
Los elementos que se analizaron fueron la longitud radicular, el peso fresco y seco
total, peso fresco y seco aéreo, peso fresco y seco radicular. Adicionalmente, se conté el
numero de esporas de HMA, segun lo descrito previamente
Medicién de la longitud radicular
La raiz se midi6 desde el cuello hasta la zona mas larga de la raiz, este
procedimiento se realizé sobre todas las plantas de los distintos tratamientos.
Determinacion del peso fresco
De acuerdo con el protocolo descrito por Paulus et al. (2022). Inmediatamente
después de extraer las plantas del sustrato, se lavaron, secaron superficialmente y

pesaron en una balanza analitica.
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Figura 24

Toma del peso de la biomasa fresca

Determinacion del peso seco

En la determinacion del peso seco se aplicé la metodologia de C. Wang et al.
(2020). Las plantas se secaron por el método de desecacién en estufa a una
temperatura de 105 °C por 30 min y posteriormente a 75 °C hasta que el peso sea

constante. Se dejo enfriar en el desecador.
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Capitulo IV: Resultados y Discusién
Seleccion del In6culo Micorricico
La seleccién del inéculo se llevé a cabo mediante el conteo de esporas de cada fracciéon
de la zona, considerando como 6ptimo el valor mas alto de esporas micorricicas encontradas por
gramo de suelo.

Ejemplo de calculo

Fraccion B. Fraccion C.
ZFB=15+27+12=54 ZFC=39+57+34=130
54 130
Prom =— =18 Prom = — =43
3 3
FB =18 x 10 = 180 FB =43 x 20 = 860

#esporas por 100 g de suelo = z(FB + FC) =180 + 860

esporas

# 1 =1040 ————
esporas por 100 g de suelo 040 100 g de suelo

, . I = 19 _ESPOTaS
esporas por g ae suelo = 10T de suelo

La comparacién entre las muestras (Figura 4.1) indicé que el valor méas alto obtenido fue
de 10 esporas por gramo de suelo, proveniente de la muestra del cultivo de guisantes (Pisum
sativum) de La Ecuatoriana. En concordancia con los datos obtenidos en nuestro estudio, otros
autores han descrito que las leguminosas; como los guisantes; han producido de 19 a 25
esporas por gramo de suelo (Rios et al., 2019) considerado como un namero de esporas alto.
Mediante estos resultados y de acuerdo con la investigacion realizada por A. Liu et al. (2020)
se concluye que las leguminosas se caracterizan por facilitar la colonizacion y la propagacion
de esporas. Esto se debe a que los genes de las leguminosas son mas susceptibles a activarse
por los hongos micorricicos, generando sefiales bioquimicas y facilitando la colonizacién de las

raices y la produccién de esporas (Manchanda & Garg, 2007).
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Tabla 10

Resultados del analisis de suelo para identificacion de inoculo micorricico.

NUmero de esporas

Zonade Especie NUumero de esporas por
Promedio esporas/100 esporas/g
muestreo Vegetal fraccion de suelo
g de suelo de suelo
Puijili - FB R1:2 R2:6 R3:5 4
Maiz 220 2
Cotopaxi FC R1:10 R2:7 R3:12 9
Ecuatoriana - FB R1:15 R2:27 R3:12 18
Guisantes 1040 10
Pichincha FC R1:39 R2:57 R3:34 43
San Rafael - FB R1:10 R2:17 R3:21 16
Acelga 780 7
Pichincha FC R1:24 R2:33 R3:38 31

Nota. En la tabla se expresan los resultados de las fracciones por triplicado y sus valores por
gramo de suelo.

Figura 25

NuUmero de esporas por gramo de suelo

Esporas/g de suelo

Pujili-Maiz La Ecuatoriana-Guisantes San Rafael-Acelga

Zona de muestreo

Adicionalmente, la cantidad del nimero de esporas producidas también se ve afectada
por las caracteristicas del suelo y su contenido nutricional, por los factores ambientales, el género

de los hongos micorricicos inoculados, entre otros (Rios et al., 2019).
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Levantamiento del ensayo

En el montaje del ensayo, se inocularon 3 esporas micorricicas por gramo de suelo en
los tratamientos Mil-Je0, Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7. Por el contrario, los tratamientos MiO-
Je0, Mi0-Je3, Mi0-Je5 y Mi0-Je7 fueron completamente esterilizados. El ensayo se mantuvo por
60 dias. Transcurrido ese tiempo, se analizaron las variables de respuesta.

A nivel estadistico se us6 el andlisis de varianza (ANOVA, Anexo C) a un nivel de
significancia de 0.05; en este estudio se considera que cuando el p-valor es mayor a 0.05,
todos los tratamientos son iguales. Por el contrario, si el p-valor es menor a 0.05 se acepta que
al menos uno de los tratamientos presenta un rendimiento distinto al resto. Adicionalmente, se
estudio el coeficiente de variabilidad, donde los valores menores al 10% muestran
homogeneidad, mientras que el rango entre 10% al 30% indican heterogeneidad aceptable; en
ambos casos; la muestra es representativa.

La comparacioén de los resultados se realiz6 mediante la prueba de Duncan.

Biomasa aérea fresca
El andlisis sobre la Biomasa aérea fresca proporciond un coeficiente de variabilidad
de 22.5%. El p-valor es menor a 0.0001, indicando que al menos uno de los tratamientos

tiene un rendimiento distinto a los demas.

El tratamiento que contenia Unicamente esporas micorricicas (Mil-Je0) aumento la
biomasa aérea en un 10% con respecto al control; sin micorrizas y sin extracto (Mi0-Je0);
demostrando que, sin la interaccién de los microorganismos, las plantas obtienen un
desarrollo menor. De manera similar, en cultivos de lechuga inoculados con micorrizas, la
biomasa foliar aument6 en un 55% con respecto a los suelos esterilizados (Chen et al.,
2020). Fitzpatrick et al. (2019) indica que los microorganismos benéficos intensifican la
absorcion de nutrientes y agua, descomponen la materia orgéanica para que sea

aprovechable para el cultivo, mitigan el estrés bidtico y abiético, e incentivan el crecimiento
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vegetal. Por otro lado, la esterilizacion del suelo conlleva a la pérdida de nutrientes y de la

microbiota, que como consecuencia afectan el rendimiento de la planta.

Figura 26

Gréfico de barras de la Biomasa aérea fresca

A

-

B/C

Peso (mg)

c/D ‘ c/D CD

Mi1-Je0 Mil-Je3 Mil-Je5 Mil-Je7 Mi0-Je0 Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7

Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracién de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: sin micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: sin micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

Figura 27

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la biomasa aérea fresca

Test :Duncan Alfa=0,05
Error: 680,6527 gl: 98
Tratamiento Medias n E.E.

MilJe7 160,22 15 6,74 &
MilJes 134,55 15 6,74 B
MilJe3 119,14 15 6,74 B C
MinJe3 109,60 15 6,74 C D
Mi0Je5 109,56 15 6,74 C D
MilJeO 105,77 15 6,74 C D
Mi0J=0 95,83 15 6,74 D
MioJe7 92,89 15 &,74 D

[Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Asimismo, los tratamientos (Figura 4.2) que contenian micorrizas y extracto de
jengibre a diferentes concentraciones (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) presentaron un mejor
desarrollo de la biomasa aérea a medida que la concentracion del extracto aumenté. De
manera que el tratamiento con inéculo micorricico y concentracion del extracto a 7 mg/L
(Mi1-Je7) fue el tratamiento mas exitoso al presentar el maximo valor (Figura 4.3). Por otro
lado, en los tratamientos donde el suelo estaba esterilizado y Unicamente se aplicé extracto
de jengibre (Mi0-Je3, Mi0-Je5 y Mi0-Je7), la biomasa inicialmente aumenté con las
concentraciones de 3 y 5 mg/L y a medida que incremento la concentracion del extracto
(7mg/L), el valor disminuyd. Los valores obtenidos en nuestra investigacion se relacionan
con el estudio realizado por M. Gonzalez et al. (2020), el cual el tomate
(Solanum lycopersicum L cv. “Rio Fuego”) al ser inoculado con hongos micorricicos y
extracto de algas marinas, increment6 su crecimiento y la acumulacion de nutrientes,
carbohidratos y proteinas en sus hojas. A través de ambos resultados, se concluye que
existen sustancias bioestimulantes provenientes de plantas o microorganismos, que al
combinarlos crean un efecto sinérgico que potencia el desarrollo de los cultivos, mas que al

aplicarlos de forma separada.

Biomasa radicular fresca
Para la Biomasa radicular fresca, el coeficiente de variabilidad fue de 22.8% y el p-

valor menor a 0.0001.

En nuestro ensayo, se observé que los tratamientos que contenian micorrizas y
extracto de jengibre a diferentes concentraciones (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) generaron
un desarrollo de la biomasa radicular superior a los tratamientos sin micorrizas (Figura 4.4).
Siendo Mil-Je7 el mejor tratamiento, seguido por los tratamientos Mil-Je5, Mil-Je3 y Mil-
Je0, los cuales no mostraron diferencias significativas entre ellos (Figura 4.5). En relacion a

nuestros resultados, se cita el estudio de Rashad et al. (2022), en el cual inocularon hongos
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micorricicos en plantas de guisantes y adicionalmente aplicaron el extracto de algas marinas
a diferentes concentraciones (al 1, 2 y 3 %), ello increment6 la biomasa radicular y mejoré
las defensas contra enfermedades que afectan a la raiz. Se observé el mejor rendimiento

radicular a la concentracion del 3%.

Figura 28

Gréfico de barras de la Biomasa radicular fresca

Peso (mg)

Mi1-Je0 Mi1-Je3 Mi1-Jed5 Mi1-Je7 Mi0-Je0 Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-Je0: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

Figura 29

Prueba comparativa de Duncan para el andlisis de la biomasa radicular fresca

Test :Duncan Alfa=0,05
Error: 85,1075 gl: 98

Tratamiento Medias n E.E.

MilJe7 56,43 15 2,38 A

MilJeS 48,63 15 2,38 B
MilJe3 48,19 15 2,38 B
MilJe0 46,69 15 2,38 B
Mi0Je3 38,09 15 2,38 C
Mi0Je0 31,45 15 2,38 C
Mi0Je5 31,41 15 2,38 C
Mi0oJe7 22,79 15 2,38 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Por el contrario, el extracto de jengibre tuvo un efecto inversamente proporcional a su
concentracion en los tratamientos sin esporas micorricicas, es decir, a mayor concentracion,
menor rendimiento. El tratamiento Mi0-Je7 fue el que mostré que el extracto de jengibre
tiene actividad negativa con respecto al desarrollo de la raiz. Nuestros resultados estan en
concordancia con lo que dice Han et al. (2008), quien menciona que la raiz es la zona mas
sensible ante el efecto del extracto de jengibre, especialmente cuando el suelo no tiene los

microorganismos necesarios para metabolizar los compuestos que este provee.

Biomasa total fresca

Esta variable mostr6 un coeficiente de variabilidad de 20.02% y un p-valor menor a
0.0001. Los tratamientos que contenian micorrizas y extracto de jengibre a diferentes
concentraciones (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) desarrollaron mayor cantidad de biomasa
total que los demas tratamientos (Figura 4.6 y 4.7). El tratamiento con micorrizas y la
concentracion de extracto a 7 mg/L (Mil-Je7) obtuvo los mejores resultados. En relaciéon a
nuestros resultados, Gonzélez et al. (2020), aplicé extractos de algas marinas en
combinacién con hongos micorricicos, incrementando en 8 veces la biomasa total fresca con
respecto al control. De acuerdo con este estudio, se cree que el efecto sinérgico de los
bioestimulantes se debe a que el extracto de algas a nivel genético regula la actividad de los
genes relacionados con la epidermis radicular, lo que incentiva la colonizacion de los hongos
micorricicos. Ademas, segun los autores mencionados, los resultados los extractos
vegetales contienen compuestos activos que pueden ser aprovechados para el desarrollo de
los hongos. Por lo tanto, al combinarlos, intensifican la captacién de nutrientes y agua para
su posterior distribucion en la planta, aumentando el crecimiento radicular y mejorando la
acumulacién de azucares, proteinas y compuestos activos que promueven el desarrollo

foliar.
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Figura 30

Gréfico de barras de la Biomasa total fresca

B/IC

C/iD

Peso (mg)

C/D/IE

DIE
EIF —

F
H | m

Mil-Je0 Mil-Je3 Mil-Je5 Mii-Je7 Mi0-JeD Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin
micorrizas y concentracién de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracién de 3
mg/L de extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracién de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con

micorrizas y concentracién de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

Por otro lado, los tratamientos con suelo esterilizado y extracto de jengibre a
concentraciones de 3 mg/L y 5mg/L (Mi0-Je3, Mi0-Je5) obtuvieron mejores resultados que el
control, indicando que el extracto de jengibre por si solo también influye en el desarrollo de la
biomasa. Sin embargo, el rendimiento del tratamiento Mi0-Je7 (sin micorrizas y 7mg/L de
extracto), denotd que, a mayor concentracién de extracto, mayor inhibicién. Los resultados de
nuestro estudio se explican mediante la investigacion de Han et al. (2008), quien menciona
gue esto se debe a que el extracto de jengibre a bajas concentraciones incentiva el desarrollo
de la biomasa total, pero a concentraciones altas inhibe el rendimiento de los cultivos.

Adicionalmente, este efecto se relaciona con la ausencia de microorganismos, pues al no
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existir microorganismos que se encarguen de la descomposicion de la materia organica para

gue las plantas tengan acceso a los nutrientes, estas disminuiran su rendimiento (Talat, 2020).

Figura 31

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la biomasa total fresca

Test :Duncan Alfa=0,05
Error: 980,5436 gl: 98
Tratamiento Medias n E.E.

MilJe7 216,65 15 8,00 &

MilJeS 183,19 15 8,09 B

MilJe3 167,33 15 8,00 B C

MilJeo 152,46 15 8,00 C D
MioJe3 147,69 15 8,09 C D E
MiOJes 140,97 15 8,09 D E
Mi0Je0 127,28 15 8,00 E F
MioJgeT 115,67 15 8,00 F

[Msedias con una lstra comiin no son significativamente diferentss (p > 0,05)

Biomasa aérea seca
La evaluacion estadistica de la Biomasa aérea seca proporciond un coeficiente de

variabilidad de 23.05% y un p-valor menor a 0.0001.

Figura 32
Grafico de barras de la Biomasa aérea seca

524 A

Peso (mg)
@]
(@]

Mi1-Je0 Mi1-Je3 Mit-Je5 Mit1-Je7 Mi0-Je0 Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7

Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas

y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
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extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

Con respecto a este parametro, los tratamientos con micorrizas y extracto de jengibre
a diferentes concentraciones (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) generaron un desarrollo de la
biomasa aérea seca superior a los demas tratamientos, siendo el mejor tratamiento Mil-Je7,
(Figura 4.8). Por el contrario, los tratamientos sin esporas micorricicas y sin extracto (MiO-
Je0), sin esporas y con extracto (Mi0-Je3, Mi0-Je5, Mi0-Je7), y con micorrizas y sin extracto
(Mi1-Je0) tuvieron resultados muy similares, valores menores a los de los tratamientos con
micorrizas y extracto de jengibre (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) (Figura 4.8). De esta forma,
se determina que el extracto de jengibre en sinergia con los hongos micorricicos generd un
efecto positivo a medida que la concentracion aumentd. Nuestros resultados se relacionan
con los obtenidos en el estudio de Gonzalez et al. (2020), donde la biomasa aérea seca fue
mayor en un 4% en las plantas del tratamiento en el que se aplicé Unicamente extracto,
mientras que en los tratamientos con extracto y micorrizas el valor aumento en un 54%,
ambos datos con respecto al control. La variabilidad de los resultados obtenidos en la
biomasa seca aérea, se relacionan con la capacidad de una planta de formar tejidos y

acumular nutrientes y compuestos activos (Gonzalez et al., 2018).

Figura 33

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la biomasa aérea seca

Test :Duncan Alfa=0,05

Error: 7,0912 gl: 98
Tratamiento Medias n E.E.
17,63 15 0,69 A
0,69

w w

5
12,85 15 0,69
5 0,69
5 0,69
9,38 15 0,69
9,23 15 0,69

aoOoaon

Mi0Je0 5,17 15 0,69 C

Medias con una lstra comin no son significativaments difserentes (p > 0,05)
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Biomasa radicular seca

La evaluacion de la Biomasa radicular fresca obtuvo un coeficiente de variabilidad de

21.87% y un p-valor menor a 0.0001.

Figura 34

Gréfico de barras de la Biomasa radicular seca

A

A/B
AB

Peso (mg)

TP

Mi1-Je0 Mi1-Je3 Mi1-Je5 Mit-Je7 Mi0-Je0 Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-JeQ: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

Los tratamientos con micorrizas y extracto de jengibre a diferentes concentraciones
(Mil1-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) obtuvieron valores superiores con respecto al tratamiento con
micorrizas Unicamente (Mil-Je0). Por el contrario, el efecto del extracto en plantas sin
micorrizas (Mi0-Je0, Mi0-Je3, Mi0-Je5 y Mi0-Je7), tuvieron resultados similares, destacando
los valores de biomasa radicular de los tratamientos sin micorrizas y con concentraciones 3
y 5 mg/L (Mi0-Je3 y Mi0-Jeb), esto nos lleva a afirmar que el extracto produce un efecto

positivo sobre el desarrollo de las plantas, aunque menor que el generado por la
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combinacién del extracto y las micorrizas (Figura 4.10). Nuestros datos se explican mediante

el estudio de Rashad et al. (2022), en cual se indica que el efecto sinérgico y bioestimulante

del extracto vegetal y los hongos micorricicos aumenta la biomasa radicular, promueve la

absorcion de nutrientes y agua, y la distribuyen en la planta, ello conlleva al incremento de

proteinas, carbohidratos y compuestos activos necesarios para el desarrollo de la biomasa

radicular, debido a la formacién de hifas, hifopodios y vesiculas. Adicionalmente, segun los

mismos autores, a nivel genético, las células radiculares se reprogramaron para generar la

acumulacién de lignina en pared celular de la raiz, conduciendo al engrosamiento de esta.

Figura 35

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la biomasa radicular seca

Test:Duncan Alfa=0,05

1: 98

E.E.

0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

Mi0Jes
Mi0Je3

Mi0JeT

0,39
0,39

Mi0Je0 0,38

o

W ww

ao0n0

-

Medias con una letra comin no son significativamentes difesrentes

(p > 0,085)

Biomasa total seca

La evaluacion de la Biomasa total seca report6 un coeficiente de variabilidad de

19.19% y un p-valor menor a 0.0001.
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Figura 36

Grafico de barras de la Biomasa total seca

Peso (mg)

c/D c/D
D | D
{

Mi1-Je0 Mil-Je3 Mil-Je5 Mil-Je7 Mi0-JeO Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-Je0O: con micorrizas y concentracién de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin
micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3
mg/L de extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracién de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con

micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Los pesos fueron expresados en miligramos.

En la presente investigacion las diferencias entre los tratamientos mostraron que la
biomasa total de aquellos que contenian micorrizas y extracto de jengibre (Mil-Je3, Mil-Je5
y Mil-Je7) obtuvieron mejores valores, seguido por el tratamiento con micorrizas y sin
extracto (Mil-Je0). A continuacion, los tratamientos sin micorrizas y concentraciones de 3y
5 mg/L (Mi0-Je3 y Mi0-Jeb). Finalmente se posicionaron los tratamientos sin micorrizas y sin
extracto (Mi0-Je0) y sin micorrizas con 7mg/L extracto (Mi0-Je7). Con respecto a la biomasa
fresca, el valor de los tratamientos con micorrizas y extracto de jengibre se redujo en un
86%, mientras que para los tratamientos sin micorrizas y con extracto (Mi0-Je3, Mi0O-Je5 y
Mi0-Je7) se redujo en un 89% (Figura 4.12). De manera que se observa que las micorrizas

en combinacién con el extracto impulsaron el desarrollo vegetal, aumentando el rendimiento,



78

materia seca. Estos resultados contrastan con el estudio realizado por Gonzélez et al.
(2020), en el que se indica que bajo condiciones de estrés abidtico se promueve la
acumulacién de compuestos activos y nutrientes. En dicha investigacion, se determind que
la biomasa seca de los tratamientos con extracto y con micorrizas se redujo en un 89% con
respecto a la biomasa seca, mientras que para los tratamientos con extracto y sin micorrizas
disminuyo en un 70%. Segun Barrientos et al. (2015) esto se relaciona con las necesidades
de la planta que, en caso de estrés, las micorrizas y el extracto promueven la acumulacién
de compuestos. Por el contrario, si la planta no se encuentra en situaciones de estrés, se
induce la formacion de tejidos vegetales debido al flujo de nutrientes y los proceso
metabdlicos que permitirdn la formacion de biomasa que se traducird en materia seca

(Gonzalez et al., 2018).

Figura 37

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la biomasa total seca

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 12,4819 gl: 98

Tratamiento Medias n E.E.

MilJe7 27,23 15 0,91 &
MilJeS 22,17 15
MilJe3 21,33 15 0,91

MilJeO 17,25 1

w w

5
Mi0Jes 15,93 15 0,91 c
Mi0Je3 15,87 1

Mi0Je7

0,91 c

oooo

Mi0Je0

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Adicionalmente, se conoce que a través de los métodos de secado se podria perder
material vegetal o propiciar que algunos compuestos bioactivos se descompongan, oxiden o
sufran reacciones que disminuyan su concentracion. Por lo tanto, se afectaria el valor del

peso seco de la planta (Chen et al., 2020).

Longitud aérea
La longitud aérea de las plantas de cebollin mostré un coeficiente de variabilidad de

9.51% y un p-valor menor a 0.0001.
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Figura 38

Grafico de barras de la Longitud aérea

Longitud (cm)

Mi1-Je0 Mil-Je3 Mil-Je5 Mil-Je7 Mi0-JeD Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-Je0: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. La longitud fue expresada en centimetros.

La comparacién de los tratamientos mostré que aquellos que contenian micorrizas y
extracto de jengibre a diferentes concentraciones (Mil-Je3, Mil-Je5y Mil-Je7)y
Unicamente micorrizas (Mil-Je0) generaron un desarrollo de la longitud aérea superior a los
demas tratamientos, siendo el tratamiento con micorrizas y una concentracion de 7 mg/L de
extracto, el que mejores resultados reportd, con un aumento del 24% con respecto al control.
(Figura 4.14). Adicionalmente, el extracto de jengibre (Mi0-Je3, Mi0-Je5 y Mi0-Je7) por si
solo increment6 en un 6% el crecimiento aéreo con respecto al control. Los datos obtenidos
se relacionan con el estudio realizado por Chliyeh et al. (2014), donde el efecto de la
aplicacion de micorrizas y extracto de moringa en plantas de tomate impulsé el crecimiento

foliar en un 61%, mientras que la aplicacion Gnicamente con extracto increment6 en un 40%,
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con respecto al control. A través de estas dos investigaciones, se puede determinar que la
combinacién de dos bioestimulantes promueve activamente el desarrollo aéreo. Segun
(Rashad et al., 2022) este efecto se debe a que algunos extractos tienen la funcién de
incentivar la activacion de genes relacionados con las rutas sintéticas de hormonas

vegetales encargadas de la elongacién de la zona aérea.

Figura 39

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la longitud aérea

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 3,0409 gl: 98

Tratamiento Medias n E.E.
MilJe? 21,24 15 0,45
115 0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45 C

Medias con una lstra comin no son significativaments difersntes (p > 0,05)

o

w w

Mi0Je3

aaoo

Mi0Je0

Longitud radicular

El analisis de este parametro proporcion6 un coeficiente de variabilidad de 17.11% y

un p-valor de 0.0005.

En el presente estudio, la comparacion de las medias maostrd que los tratamientos
gue contenian micorrizas generaron valores de la longitud radicular mayores, con respecto a
los tratamientos homdlogos, pero sin micorrizas, como se representa en la Figura 4.16.
Adicionalmente, se observa que, en los tratamientos sin micorrizas, el extracto induce el
desarrollo radicular hasta la concentracién de 5mg/L, a diferencia de la concentracion de
7mg/L donde el valor desciende. Estos valores indican que el extracto por si solo incrementa
la longitud radicular, mientras que su aplicacion combinada con micorrizas potencia aln mas
la elongacién de las raices. Nuestros resultados tienen relacién con los reportados por
Hernandez (2017), donde la aplicacion de extracto de ajo al 0.1% en plantas de avena

(Avena sativa) eleva la longitud radicular en un 29% con respecto al control, mientras que en
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los tratamientos con extracto pero sin micorrizas, disminuye el crecimiento radicular en un
5%. De acuerdo con Hamidi et al. (2017)Esto se debe a que los hongos micorricicos
incrementan el crecimiento radicular a través del desarrollo de raicillas para ampliar su zona
de enraizamiento y asi aumentar su capacidad de absorcién de nutrientes. Adicionalmente,
el fésforo presente en el extracto de jengibre; a concentraciones moderadas; promueve el
desarrollo de las raices, esto provoca el aumento de la capacidad de absorcién del agua y
de los nutrientes (Ali et al., 2022).

Figura 40

Grafico de barras de la Longitud radicular

AB
AB

BIC
BC T BIC BIC

1 c ]

Longitud (cm)

Mi1'-JeD Mi1-Je3 Mi1-Je5 Mil-Je7 Mi0-Je0 Mi0-Je3 Mi0-JeS5 MiD-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. La longitud fue expresada en centimetros.
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Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la longitud radicular

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 4,7385 gl: 98

Tratamiento Medias n E.E.

MilJe?7 14,99 15 0,56 A
MilJes 13,45 15 0,56 A B
Mi0Jes 13,34 15 0,56 A B
MilJe3 12,48 15 0,56 B C
MiDJe3 12,05 15 0,56 B C
MilJe0 12,03 15 0,56 B C
MioJe? 11,97 15 0,56 B C
Mi0JeO 11,45 15 0,56 c
Medias con una letra comin no son significativamente

iferentes

p > 0,058)

Longitud total

La evacuacion de la Longitud total gener6 un coeficiente de variabilidad de 9.41% y

un p-valor menor a 0.0001.

Figura 42

Gréfico de barras de la Longitud total

Longitud (cm)
(@]

D

C/D

C/iD

Mi1-Je0 Mi1-Je3 Mil-Jed Mi1-Je7 Mi0-Je0

Tratamiento

Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7

Nota. Mil1-JeO: con micorrizas y concentracion de O mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y

concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de

extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeO: sin micorrizas

y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de

extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto. La longitud fue expresada en centimetros.
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La comparacién de las medias de cada tratamiento indicé que los tratamientos con
micorrizas y extracto de jengibre (Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7) presentaron altos valores de
la longitud total. Figura 4.18. El mejor resultado se obtuvo en el tratamiento Mil-Je7, seguido
por Mil-Je5. Por su parte, en los tratamientos en que Unicamente se aplicé extracto de
jengibre mejord la longitud, con respecto al control. Los resultados de nuestro estudio son
similares a los presentados por Gonzalez et al. (2020), en su investigacion detalla que la
longitud total aument6 en un 14% y 33% al aplicar el extracto de algas por si solo y al usar la
combinacién de extracto con micorrizas, respectivamente. Segun Tajima (2021), el
parametro de longitud total, permite identificar el papel de la raiz sobre el desarrollo aéreo,
de esta forman se sabe que una longitud radicular mayor, captard mas nutrientes y agua, lo

gue permitird el aumento de la longitud aérea.

Figura 43

Prueba comparativa de Duncan para el analisis de la longitud total

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 88,5472 gl: 98

Tratamiento Medias n E.E.
MilJe7 36,23 15 0,75 A

w

MilJeS 33,96 15 0,75
MilJe3 31,35 15 0,75
MilJeO 30,58 1
Mi0Jes 30,57

Mi0Je7 28,13 15 0,75

5 5
15 0.75
15 5

ao0ono0

D
Mi0Je3 28,13 15 0,75 D
Mi0Je0 27,57 15 0,75 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Numero de esporas
El ndmero de esporas se obtuvo al analizar las diferentes fracciones y mediante

célculos llegar a la cantidad de esporas por gramo de suelo. Tabla 4.2



Tabla 11

Analisis de las fracciones de suelo de los tratamientos

84

NuUmero de esporas

Tratamiento Esporas por fraccion Promedio Fraccion esporas/100 esporas/g
g de suelo de suelo

FB R1:21 R2:23 R3:20 21 210

a Mil1-JeO 1230 12
FC R1:51 R2:54 R3:50 51 1020
FB R1:20 R2:14 R3:19 17 170

b Mi1l-JeO 1090 10
FC R1:51 R2:47 R3:40 46 920
FB  R1:17 R2:13 R3:16 15 150

¢ Mil-JeO 990 9
FC R1:42 R2:40 R3:44 42 840
FB R1:22 R2:26 R3:23 23 230

a Mil-Je3 1590 15
FC R1:67 R2:75 R3:62 68 1360
FB R1:20 R2:22 R3:20 20 200

b Mil1-Je3 1640 16
FC R1:75 R2: 74 R3:68 72 1440
FB R1: 15 R2:20 R3:29 21 210

¢ Mil-Je3 1670 16
FC R1:80 R2:64 R3:75 73 1460
FB R1: 21 R2:24 R3:18 21 210

a Mil-Jeb 1710 17
FC R1:76 R2:67 R3:84 75 1500
FB R1:19 R2:21 R3:23 21 210

b Mil-Je5 1810 18
FC R1:86 R2:84 R3:71 80 1600
FB R1:22 R2:30 R3:26 26 260

c Mil1-Je5 1740 17
FC R1:72 R2:76 R3:75 74 1480
FB R1:29 R2:32 R3:24 28 280

a Mil1-Je7 2460 24
FC R1:109 R2:110 R3:108 109 2180




Continuacion
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Numero de esporas

Tratamiento Esporas por fraccién Promedio Fraccién esporas/100 esporas/g
g de suelo de suelo

FB  R1:40 R2: 23 R3: 24 29 290

b Mil-Je7 2410 24
FC R1:105 R2:109 R3:105 106 2120
FB R1: 31 R2: 25 R3: 31 29 290

c Mil1-Je7 2490 24
FC R1:104 R2:113 RS3:115 110 2200
FB R1:0 R2:0 R3: 0 0 0

a Mi0-JeO 20 0,2
FC R1:0 R2:1 R3: 2 1 20
FB R1:1 R2: 0 R3: 0 0,33 3

b Mi0-Je0 16 0,16
FC R1:1 R2:1 R3:0 0,66 13
FB R1:0 R2:1 R3: 0 0,33 3

¢ Mi0-JeO 3 0,03
FC R1:0 R2: 0 R3: 0 0 0
FB R1:0 R2:1 R3:0 0,33 3

a Mi0-Je3 23 0,23
FC R1:1 R2:1 R3:1 1 20
FB R1:1 R2: 0 R3: 0 0,33 3

b Mi0-Je3 9 0,09
FC R1:0 R2:1 R3:0 0,33 6
FB R1:1 R2: 0 R3:0 0,33 3

¢ Mi0-Je3 9 0,09
FC R1:1 R2: 0 R3:0 0,33 6
FB R1:1 R2: 0 R3:1 0,66 6

a Mi0-Jeb5 26 0,26
FC R1: 2 R2:1 R3: 0 1 20
FB R1:1 R2:1 R3:0 0,66 6

b Mi0-Je5 19 0,19
FC R1: 2 R2: 0 R3:0 0,66 13
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Numero de esporas

Tratamiento Esporas por fraccién Promedio Fraccidon esporas/100 esporas/g
g de suelo de suelo
FB R1: 2 R2:1 R3:0 1 10
¢ Mi0-Je5 13 0,13
FC R1:0 R2: 0 R3:1 0,33 3
FB R1: 2 R2:1 R3:1 1,33 13
a Mi0-Je7 0,46
FC R1: 2 R2:1 R3: 2 1,66 33 46
FB R1:3 R2:0 R3:1 1,33 13
b Mi0-Je7 46 0,46
FC R1:1 R2: 2 R3: 2 1,66 33
FB R1: 2 R2: 2 R3:1 1,66 16
¢ Mi0-Je7 36 0,36
FC R1:1 R2:1 R3:1 1 20

Nota. Los diferentes tratamientos con micorrizas (MiiJeg), con micorrizas y extracto de jengibre

(MiiJes, MirJesy MilJey), sin micorrizas (MigJeo), ¥ sin micorrizas y extracto de jengibre (MigJes,

MigJes y Mio\]e7).

Tras el respectivo calculo para las fracciones B y C, se obtuvo el nimero de esporas

por gramo de suelo de cada repeticion. El estudio estadistico proporcion6 un coeficiente de

variabilidad de 5.6% y un p-valor menor a 0.0001.

La prueba comparativa revelé que el tratamiento con micorrizas y concentracion de 7

mg/L de extracto (Mil-Je7) mostré el resultado mas alto reportado, con respecto a los otros

tratamientos, con un valor de 24 esporas por gramo de suelo. Este valor fue seguido por el

experimento con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto (Mil-Je5) y por el andlisis

con micorrizas y concentracion de 3 mg/L de extracto (Mil-Je3); con valores 17 y 16,

respectivamente. Finalmente, se situo el estudio con micorrizas y concentracion de 0 mg/L

de extracto (Mil-Je0) con 10 esporas (ver figura 4.20). Los resultados mostraron que la
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concentracion del extracto de jengibre esta positivamente relacionada con el nimero de
esporas, esto se relacion con la presencia de compuestos fendlicos en el jengibre. Los
valores obtenido se relacionan con los reportado en la investigacién de Kuwada et al. (2006)
donde la aplicacion de extractos de compuestos fendlicos de algas al 25% en papaya y
maracuya, mejoro la germinacion de las esporas, el desarrollo de micorrizas y su
reproduccion en un 38% con respecto al control (con micorrizas, sin extracto). Segun
Mukherjee & Ané (2011), los resultados presentados se relacionan con la capacidad de los
compuestos fendlicos de intervenir en la comunicacion y el reconocimiento entre el hongo
micorricico y la planta. Adicionalmente, de acuerdo con Manchanda & Garg (2007) estos

compuestos incentivan la germinacion de las esporas y el desarrollo de las hifas en un 35%.

Figura 44

Grafico de barras del Numero de esporas por g de suelo

A

Esporas/g suelo

E E E E

s 1 -l

Mi1-Je0 Mil-Je3d Mil-Je5 Mil-Je7 Mi0-Je0d Mi0-Je3 Mi0-Je5 Mi0-Je7
Tratamiento

Nota. Mil-JeO: con micorrizas y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mil-Je3: con micorrizas y
concentracion de 3 mg/L de extracto. Mil-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de
extracto. Mil-Je7: con micorrizas y concentracion de 7 mg/L de extracto. Mi0-JeQ: sin micorrizas
y concentracion de 0 mg/L de extracto. Mi0-Je3: sin micorrizas y concentracion de 3 mg/L de
extracto. Mi0-Je5: con micorrizas y concentracion de 5 mg/L de extracto. Mi0-Je7: con micorrizas

y concentracion de 7 mg/L de extracto.
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Figura 45

Prueba comparativa de Duncan para el analisis del nimero de esporas por g de
suelo

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,3967 gl: 14
Tratamiento Medias n E.E.
Mil-Je7 24,00 0,36 B
Mil-Je5 17,33 0,36 B
Mil-Je3 15,67 0,36 C
Mil-Je0 10,33 0,36 D
Mio-Je7 0,43 0,36
Mi0-Je5 0,19 0,36
MiO-Je3 0,14 0,36
Mio0-Je0 0,13 3 0,36

ficat dife

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Wwwwwww

M mmm

Por el contrario, los tratamientos sin micorrizas (Mi0-Je0, Mi0-Je3, Mi0-Je5 y MiO-
Je7) mostraron valores de 1 a 3 esporas por fraccién, lo que se tradujo en un nimero de
esporas menor a 1 por gramo de suelo. Los resultados de nuestro estudio se explican a
través del estudio realizado por Shepherd et al. (1996), quien indica que la presencia de
esporas en sustrato esterilizado se debe a la contaminacion cruzada entre macetas, este
proceso ocurre al trasladarse particulas de tierra de una maceta a otra, especialmente
cuando la distancia entre cada maceta no es superior a 10 cm. Esta afirmacién concuerda
con lo sucedido a nivel experimental, ya que, por cuestidon de espacio, las plantas no
tuvieron una distancia de 10 cm, pero fueron aislada con plastico, por lo que se cree que la

contaminacién fue menor.

Nivel de colonizacién

Considerando que el numero inicial de esporas fue de 3 esporas por gramo de suelo,
y comparandolos con los valores finales, se obtuvo que el tratamiento Mil-Je0, Mil-Je3,
Mil-Je5 y Mil-Je7 (con esporas y concentracion de extracto de 0, 3, 5y 7 mg/L) tuvieron un
nivel de colonizacion del 8%, 37%, 40% y 55%, respectivamente. Los valores planteados
concuerdan con la investigacion realizada por Pallaoro et al. (2019) en cultivos de mandioca
durante un afo de tratamiento, los resultados mostraron un porcentaje de colonizacion de 31
a 72%. Segun dicha investigacion, estos valores fueron potenciados por el tiempo de cultivo,

las condiciones ambientales y la cantidad de nutrientes disponibles.
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Figura 46

Variacion del nimero de esporas micorricicas al inicio y al final del ensayo
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Las esporas fueron observadas y fotografias usando el lente 10x del microscopio.
Entre las fotografias de la figura 4.16, se observan esporas presentes en las fracciones B y
C de los tratamientos con inGculo micorricico.

Figura 47

Observacién de esporas micorricicas en microscopio

Nota. Las fotografias tomadas, se realizaron con el lente 10x, usando PVLG y reactivo de Meltzer.
Las esporas méas grandes corresponden a la fraccion B (1b, 2b, 3a, 3b, 4 y 5) mientras que las
mas pequefas a la fraccion C (1a, 2a y 5) . Algunas esporas estan intactas, mientras que a otras

al ejercer presion se rompieron y dejaron salir su contenido lipidico (1a, 3a, 4 y 6).
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Correlacion de factores
El analisis de correlacién se dividié en dos grupos. En el primero se evalué el efecto de
la concentracion de jengibre con respecto a las variables respuesta. A su vez se estudiaron por

separado los tratamientos con micorrizas y sin micorrizas.

En la correlaciéon existente con las variables de estudio y la concentracién de jengibre;
en tratamientos con micorrizas, (Tabla 4.3); se observaron coeficientes de correlacién que
variaban de 0,84 a 0,97. Segun M. Gonzélez et al. (2020), estos valores nos indican que la
correlacion existente es fuertemente positiva. De manera que se concluye que la aplicacion del
extracto de jengibre genera el aumento de la biomasa, longitud y nUmero de esporas por gramo

de suelo.

Tabla 12

Coeficientes de correlacion entre las variables de desarrollo vegetal y la concentracion de
jengibre, en tratamientos con micorrizas.

Variables relacionadas Coeficientes de correlacion
Concentracién de jengibre y nimero de esporas/g de suelo 0,97
Concentracién de jengibre y biomasa aérea fresca 0,97
Concentracién de jengibre y biomasa radicular fresca 0,84
Concentracién de jengibre y biomasa total fresca 0,96
Concentracién de jengibre y biomasa aérea seca 0,96
Concentracion de jengibre y biomasa radicular seca 0,97
Concentracion de jengibre y biomasa total seca 0,97
Concentracion de jengibre y longitud aérea 0,95
Concentracion de jengibre y longitud radicular 0,94

Concentracion de jengibre y longitud total 0,95
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Por otro lado, en la correlacion existente con las variables de estudio y la concentracion
de jengibre; en tratamientos sin micorrizas (Tabla 4.4); los valores para la biomasa fresca tuvieron
un rango de -0,59 a -0,03 indicando que la correlacién es negativamente débil, es decir, el
aumento de la concentracién afectar levemente su desarrollo. Mientras que el rango de valores
de 0,18 a 0,49 de la biomasa seca y la longitud radicular, denota que la correlacién es positiva,
pero débil, lo que se traducen en que el aumento de la concentracion del jengibre promueve muy
limitadamente el crecimiento. Finalmente, los valores de la longitud aérea y total; 0,87 y 0,7;
indican que existe una correlacion positiva fuerte y modera, respectivamente (Mun, 2014),
concluyendo que el extracto de jengibre tiene un efecto positivo sobre estos parametros.

Tabla 13

Coeficientes de correlacion entre las variables de desarrollo vegetal y la concentracion de
jengibre, en tratamientos sin micorrizas.

Variables relacionadas Coeficientes de correlacion
Concentracién de jengibre y biomasa aérea fresca -0,03
Concentracién de jengibre y biomasa radicular fresca -0,59
Concentracién de jengibre y biomasa total fresca -0,28
Concentracién de jengibre y biomasa aérea seca 0,20
Concentracién de jengibre y biomasa radicular seca 0,18
Concentracién de jengibre y biomasa total seca 0,19
Concentracién de jengibre y longitud aérea 0,87
Concentracién de jengibre y longitud radicular 0,49
Concentracioén de jengibre y longitud total 0,7

Por otro lado, se evalué la relacion existente entre el numero de esporas y los
parametros del desarrollo vegetal. Los valores de los coeficientes variaron en un rango de

0,89 a 1 (Tabla 4.5). Segun (Mun, 2014) los indices de correlacion mayores a 0,7 muestran
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una correlacién fuertemente positiva a perfecta, mientras que el valor 1 indica una
correlacion perfecta. De esta forma se determina que el nimero de esporas influy6

significativamente sobre el rendimiento vegetal.

Tabla 14

Coeficientes de correlacion entre las variables de desarrollo vegetal y el nUmero de esporas/g
de suelo.

Variables relacionadas Coeficientes de correlacion

numero de esporas/g de suelo y biomasa aérea fresca 0,97
numero de esporas/g de suelo y biomasa radicular fresca 0,93
numero de esporas/g de suelo y biomasa total fresca 0,98
namero de esporas/g de suelo y biomasa aérea seca 1

namero de esporas/g de suelo y biomasa radicular seca 0,99
numero de esporas/g de suelo y biomasa total seca 1

namero de esporas/g de suelo y longitud aérea 0,89
namero de esporas/g de suelo y longitud radicular 0,95
namero de esporas/g de suelo y longitud total 0,93

Identificacion de compuestos bioactivos, mediante cromatografia en capa fina del
extracto de Jengibre
La identificacion de los compuestos presentes en el extracto de jengibre se llevo a
cabo mediante cromatografia en capa fina, usando como solvente o fase mévil Tolueno:
Acetato de Etilo en proporciones 7:3. La distancia recorrida por el solvente fue de 12,4 cm.
A continuacion, se detalla un ejemplo de célculo del factor de retardo (Rf) y los
diferentes valores calculados e identificados (Tabla 4.6).

Ejemplo de calculo



Distancia recorrida por el soluto

Factor de retardo (Rf) =
(R Distancia recorrida por el solvente

4-gingerol

Tabla 15

Resultados de la cromatografia en capa fina del extracto de Jengibre.

Distancia Rf Compuesto
0,5 0,04 UK
11 0,088 UK
1,7 0,14 UK
2,5 0,2 UK
3 0,24 UK
53 0,43 4-gingerol
6,4 0,51 6-gingerol
6,8 0,54 8-gingerol
7,1 0,57 10-gingerol
8,4 0,68 UK
9,5 0,77 6-shogaol
10,1 0,8 UK
11 0,89 UK
11,4 0,92 UK
11,9 0,96 UK

Nota. En la tabla se detallan la distancia recorrida por el compuesto, factor de retardo (Rf) y el
nombre del compuesto bioactivo identificados en el extracto de Jengibre. Las siglas UK

corresponden a los compuestos bioactivos desconocidos.
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En la cromatografia en capa fina del extracto de jengibre, identificamos el 4 —
gingerol, 6 — gingerol, 8 — gingerol, 10 — gingerol y 6 — shogaol. Nuestros resultados fueron
iguales a los de Cho et al. (2001). Esto se relaciona con la aseveraciéon de que los
gingeroles son los compuestos bioactivos predominantes en el extracto de jengibre, siendo
6-gingerol, 6-shogaol, 8-gingerol y 10-gingerol los mas comunes, de mayor importancia
comercial y los que facilmente son reconocidos mediante la cromatografia en capa fina.
(Ajanaku et al., 2022).

La placa de silica gel se observé bajo luz UV y usando un revelador quimico, como
se muestran en las Figuras 4.24 a 'y 4.24 b, respectivamente.

Figura 48

Cromatografia en capa fina del extracto de jengibre

Nota. Se observa la separacion de los diferentes compuestos del extracto de jengibre.
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Capitulo V: Conclusiones
La inoculacion de esporas con suelo, usando como hospedado el cebollin (Allium
schoenoprasum L.); planta con un ciclo de desarrollo de aproximadamente tres
meses; permitio la simbiosis hongo-planta y la propagacion de esporas a partir de
una cantidad inicial de 3 a un valor maximo de 24 esporas por gramo de suelo.
El extracto alcohdlico de rizoma de jengibre se obtuvo mediante la combinacion de
técnicas, la maceracion y la extraccion Soxhlet. En el analisis de la cromatografia en
capa fina del extracto se determind la presencia de 4, 6, 8 y 10 - gingerol, ademas
del 6 — shogaol, compuestos bioactivos de gran importancia y de mayor incidencia
en el jengibre. En la aplicacion de extracto de jengibre sobre plantas de cebollin, se
usaron las concentraciones de 0, 3,5y 7 mg/L.
La aplicacion del extracto de jengibre a diferentes concentraciones (Mil-Je3, Mil-
Je5 y Mil-Je7) y la combinacién con el indculo micorricico ejercioé un efecto
sinérgico sobre el desarrollo vegetal de las plantas de cebollin, a medida que la
concentracion del extracto aumentaba. Esto se tradujo en un incremento promedio
del 32% de la biomasa fresca, un 42% de la biomasa seca y un 18% de la longitud,
con respecto al tratamiento control. Por otro lado, los tratamientos que no tenian
microorganismos tuvieron un desarrollo mucho menor al aumentar la concentracion
del extracto de jengibre, con un aumento del 14% de la biomasa fresca, un 10% de
la biomasa seca y un 7% de la longitud, con respecto al tratamiento control.
Finalmente, los tratamientos Mil-Je0O, Mil-Je3, Mil-Je5 y Mil-Je7; a medida que
aumentaba la concentracién; tuvieron un nivel de colonizacion del 8%, 37%, 40% y
55%, respectivamente. De esta forma, se demuestra que La aplicacién del extracto
fendlico de Zingiber officinale (Roscoe L.) provoca un mayor grado de micorrizacion

y el incremento del desarrollo de plantas de crecimiento rapido.
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Capitulo VI: Recomendaciones
Con la finalidad de determinar el efecto de los compuestos fendélicos de jengibre sobre
los hongos micorricicos, emplear diferentes concentraciones del extracto en plantas de
cebollin colonizadas por hongos micorricicos, o en su defecto en cultivos micorrizables.
Evaluar el contenido nutricional del jengibre y de las plantas usadas en el estudio.
Especialmente, el nitrégeno y fosforo, dos posibles bioelementos relacionados con el
crecimiento y proliferacion de los hongos micorricicos.
Analizar los nutrientes disponibles en el suelo al inicio y al final del proyecto, a fin de
establecer si el aporte nutricional por parte del jengibre tuvo gran influencia sobre el
desarrollo de los hongos micorricicos.
Determinar la concentracion minima, la concentracién efectiva y la concentracion
inhibitoria del extracto de jengibre, para ser aplicada en plantas de cebollin u otras

plantas de interés comercial.
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