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Qesumen

RESUMEN.

La perturbacion de los ecosistemas es uno de los problemas ambientales mas grande
en nuestro planeta, la repoblacion es una estrategia importante para resolverlo, sin embargo,
para llegar al éxito estos programas es necesario contar con plantas silvestres propagadas en
condiciones controladas v con la calidad suficiente como para asegurar su supervivencia en

fos sitios de plantacion.

El uso de un indculo micorrizico arbiscular favorece el establecimiento de las
plantas usadas con este objetivo. para lograrlo, ei primer paso consiste en la obtencion del
mdculo adecuado, su masificacion asi como una evaluacion inicial. En este trabajo se
pretende masificar un indculo nativo de la region perturbada v evaluar los efectos que tenga
sobre dos plantas silvestres Jcuciv furnesiunu v Bowteloua curtipendila en condiciones de

invernadero,

Del primer objetivo se deriva que el indculo nativo se masifica mas eficientemente
al utilizar jitomate como planta trampa, v del segundo que es 4. farnesiuna quien resulta
mas beneficiada de la relacion simbidtica probablemente por su condicién de plantula

durante e] tiempo en que se llevé a cabo la experimentacion.

Sin embargo aln se hace necesaria la evaluacion del efecto de este indculo sobre las
mismas plantas durante las fases de transplante v establecimiento de las mismas a la zona

de estudio.
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INTRODUCCION.

Uno de los problemas ambientales mas graves derivado de las actividades de
desarrollo de las grandes sociedades modernas es, sin lugar a dudas, la perturbacién de los
ecosistemas naturales hasta llegar a una modificacién tal que provoca su destruccion.
Algunas de estas actividades como la tala, el sobrepastoreo y la extraccién excesiva de

productos naturales, afectan directamente un componente clave de Jos ecosistemas, el suelo.

E! suelo con sus componentes fisicos y quimicos representa, un habitat natural para
una gran diversidad de especies que en su conjunto forman comunidades y poblaciones de
animales y vegetales, a lo largo del tiempo se ha mantenido la equivocada idea de la
inagotabilidad del suelo y sus recursos, provocando en consecuencia su uso y explotacion
excesiva, que se manifiestan en un gradual deterioro de sus propiedades, generando
fenomenos como la erosion acelerada, la desertificacion, la disminucién de la
productividad, la extincién de muchas especies, la contaminacidn quimica, la degradacién y

la destruccion final de los ecosistemas (Salazar, 1997).

La degradacion de los ecosistemas naturales se manifiesta en la pérdida de cubierta
vegetal o en el descenso de la productividad agricola, proceso que se asocia a cambios
importantes en la calidad del suelo debido a la pérdida de la estructura, el incremento de la
erosion, una carencia de nutrimentos asimilables y materia organica, asi como un descenso
en la cantidad, diversidad y actividad de los grupos microbianos, puesto que las actividades
de los organismos del suelo dependen en mucho de la estabilidad de la matriz estructural

en la que se encuentran (Frioni et al.,1999).

Esto es lamentable ya que de la diversidad natural de las comunidades microbianas,
se podria obtener beneficio mediante el aislamiento e identificacién de nuevas estirpes que
sirvieran de inoculantes microbianos en agricuitura y en programas de rehabilitacion

ecolégica (Barea, 1998).

108 ]
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Uno de esos microorganismos que pueden resultar muy utiles en la regeneracion de
la cubierta vegetal son los Hongos Micorrizico Vesiculo Arbusculares (MVA) o Micorrizas
Arbusculares (MA). Este tipo de microorganismos estd bastante bien distribuido,
encontrandose asociado a la mayoria de las plantas terrestres (West,1996) en amplios
intervalos de pH, existen datos que evidencian la presencia de MA en suelos con pH que
van desde 2.7 a 9.2 (Siqueira et al., 1984, citado por Clark, 1997).

Los hongos que forman Ia micorriza arbuscular son zigomicetos que se caracterizan
por la produccion de hifas, vesiculas y arbusculos en el parénquima radical, también por
una extensa red de micelio en el suelo unida al sistema radical de las plantas hospederas.
Las hifas y arbusculos son las estructuras del hongo mas importantes para el aporte de
elementos nutrimentales desde la solucion del suelo y para el transporte de los mismos a la
raiz (Guzman y Ferrera-Cerrato, 1990).

Las MA tienen sobre la planta una variedad de efectos positivos de entre los que
destacan (Valdés, 1989):

“% Una mayor capacidad de proveer mas nutrimentos tales como Fosforo, Cobre y Zinc

a la ptanta hospedera

w

Reduccion de efectos patdgenos por endofitos

N

LY
L]

Supresidn de efectos de nematodos parasitos

%% Incremento de tolerancia a los suelos salinos y a sequia

ped

Incremento en absorcion de agua

La perturbacion de los ecosistemas estd usualmente acompafiada por una
disminucién del nimero de propagulos micorrizicos ya que, debido a su baja capacidad de
dispersion, son practicamente incapaces de colonizar en los sitios perturbados.
Consecuentemente las plantas no micorrizicas abundan en estos sitios, manteniendo

disminuida la poblacion de hongos MA. (Cuenca y Lovera, 1992; Munyanziza et al., 1997).

) En la literatura veciente <e aceptan M\/A y MA como nomenclaturas correctas para estas

enJorniccrrmizas, siendo mayer la tendencia hacia la alenominacién MA
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Es innegable la importancia que las MA pueden tener en la restauracién de la
cubierta vegetal, sin embargo es necesario el desarrollo de una técnica que permita obtener
el indculo apropiado para el ecosistema ya que, debido a la perturbacion del mismo, sera
dificil que con sélo reintroducir las especies vegetales éstas encuentren sus simbiontes y se

establezcan las relaciones micorrizicas necesarias para mantener el plantel vegetal.

Por ser simbiontes obligados, los hongos de la micorriza no pueden completar su
ciclo de vida salvo en simbiosis con la planta, por eso, los indculos disponibles forman una
mezcla de estructuras del hongo con el substrato en crecimiento y restos de raices. Se ha
demostrado la efectividad de la inoculacién con micorrizas en cultivos de plantas
horticolas frutales de las regiones templadas, cultivos tropicales y ornamentales, igualmente
se han aplicado los indéculos micorrizicos en plantas de interés para repoblacion y

recuperacion de suelos (Barea, 1998).

Ha sido demostrado que una inoculaciéon con MA favorece el transplante de las
plantas ya que se evita, por una parte, la competencia con otros microorganismos
rizosféricos v por otra las plantas preinoculadas resultan ser mas tolerantes al estrés dei
transplante (Rubio et al., 1997), ademas los efectos benéficos de la simbiosis entre los
hongos MA v las planta favorecen el establecimiento de las misma en el suelo, aliviando el
estrés hidrico y nutrimental asi como promoviendo su crecimiento, caracteristicas claves
que resultan decisivas en el establecimiento de plantas utilizadas en estrategias de

repoblacion (Jasper,1994).
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MARCO TEORICO

Micorrizas.

El nombre micorriza, que literalmente significa “hongo de raiz”, se refiere a la
simbiosis mutualistica entre determinados hongos y plantas en la que se presenta una
interpenetracion entre las raices de las plantas y las hifas del hongo. La planta transfiere
energia en forma de azicares para el hongo mientras que este provee a la planta con

minerales (Valdés, 1989; Ferrera-Cerrato, 1993; Barea,1998).

La micorriza representa una estrecha asociacién entre plantas y microorganismos,
las raices de la mayoria de las plantas terrestres son usualmente micorrizicas. Como regla
los hongos son fuertemente o totalmente dependientes de la planta superior, mientras que la

planta puede o no beneficiarse de la simbiosis (Marshner,1995).

Las asociaciones micorrizicas pueden clasificarse en siete diferentes tipos (Fig.1)

) (
I‘ ..l
ENDOMICORRIZAS OF j ) , ENDOMICIRAZ
HELMTEMOS Y ' i OVILES CEre
\ ORGUIDEAS

Fig.]. Principales formas de micorrizas asociadas a plantas superiores  (Azcon v Barea. 1980)
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Para un mejor entendimiento de la funcion de la micorriza se resumen en el
siguiente cuadro las principales caracteristicas de los diferentes tipos de asociaciones entre

tipos de hongo y hospederos.

“"_—;;- Ari).m;m Ectoenolo Moncr':mpoiJe Oy-quitoiJe
+ + +
+ + +
+ o +
+ +
+ +
Qa;itjiomicetos
Eicomice'tos £ BasiJiomécel::-; Basdiomiceto;
_/—\scomicetos e s
Briof:ita
. Dte‘r'icJoFita 8 Gimnosperma . -
2 3 _ : &8s Mcnohﬂpaceae oy 5" Orc}licjaceae
(;imnosperma -FArgrsperma Angiosperma .
Angiuspemna :

Cuadro 1. Tipos de Micorrizas (Tomado de Harley y Smith, 1983).+, indica presencia, -,ausencia.

Las mas extendidas en la naturaleza son las Micbrrizas Arbisculares (Le Tacon,
1985; Barea, 1998), que presentan una relacion simbiética con la planta hospedera dificil de
definir, sin embargo la definicion mas aceptada es la propuesta por Fitter (1996), como una
“interaccion biotrdpica sostenible y no patdgena entre el hongo y la planta”; colonizan

cerca del 90% de las plantas terrestres, de hecho se ha propuesto que mas de 25000
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especies de plantas tienen potencial para formar MA (Isaac,1992) su clasificacion
taxondmica mas aceptada, hasta ahora, es la siguiente (basada en Morton y Benny, 1990)

Qeino: Eun i
g
Divisién: Eum cota
Y
Sul)oliv]sién: quomicotina
C|ase: Zigomicetes

Omlen: Glomales J:ami|ias Génevos ‘(ssp)

G/omu: \‘70)
Glomineae C—:.lomaceae S\C,/enxf}qrff: (IS)
Acau/ofwm (78)
Lrtrectespora (3)

rgasporma{ (;JQQSPO‘Y’GCE { Gagam:*"a
Scufe//os'poru (’2 5)

Suborden

Acaulospcmcea

A nivel mundial se conocen alrededor de 150 especies de estos hongos (Ref. 3°),

distribuidas en tres familias y seis géneros.

La taxonomia de las MA s¢ ha basado enormemente en la morfologia de las esporas
las cuales tienen tipicamente entre 10 y 500 micras de didmetro y se localizan cerca de la
rizosfera. Recientemente se han propuesto clasificaciones basadas en analisis a nivel
molecular de las esporas (Simon et al., 1993), sin embargo no es una técnica muy difundida
y generalmente no pueden ser clasificadas confiablemente después del género (Helgason er
al., 1998; Morton y Bentivenga, 1994), ademds ain no existe una clasificacion general para
todas las especies conocidas, de hecho Morton y Redecker (2001) proponen un nueva
clasificacion agrupando a las especies conocidas en dos nuevas familias con dos géneros
que son Archaeospora y Paraglomus basandose en métodos que incluyen la descripcion

morfoldgica y las técnicas mas recientes de biologia molecular, sin embargo aun no es

) Toc!as las pdginas consultadas en internet serdn citadas como ReF. y el nomero covr-esponaliente
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completamente aceptada por la comunidad cientifica por lo que para este trabajo se prefiere

manejar la clasificacion arriba citada ( Garcia, com pers).

A pesar de los esfuerzos realizados desde hace mas de 25 -afios, existen aun
demasiadas incognitas acerca de la evolucion de esta simbiosis y las relaciones
filogenéticas que entre las especies de MA existen (Bentivenga y Morton, 1996). Al parecer
las micorrizas arbusculares aparecieron en la historia evolutiva asociadas a las plantas,
desde que estas dejaron el agua para colonizar la tierra, existe evidencia de que las
endomicorrizas ancestrales eran muy parecidas a las actuales Glomus, se originaron hace
415 millones de aftos casi a la par que las primeras plantas terrestres (Simon, op cif) lo que
explicaria la presencia de estas endomicorrizas en la mayoria de las plantas terrestres
(Remy et al., 1994).

Las MA penetran al interior de las células de las raices sin producir efectos fisicos
evidentes (Begon, 1995), son conocidas como “Arbusculares” por la formacion de
estructuras intracelulares muy ramificadas llamadas arbusculos (Fig. 2), los cuales se cree
son el sitio de intercambio de fosforo entre la planta y el hongo, en algunos casos se forman
vesiculas que contienen lipidos y son consideradas como estructuras de almacenamiento de
carbono, la formacion de estas estructuras puede depender tanto del simbionte como de las
condiciones ambientales (Smith y Read, 1997, Pfeffer et al., 1999).

Fig.2. Arbusculo de MA (Ref. 3)

Las estructuras externas de las MA son las hifas que penetran el suelo y las esporas
que les permiten su propagaciéon. Bajo el microscopio, las hifas de las MA son diferentes a
las de los demas hongos del suelo, son relativamente grandes, con pequeiias ramificaciones

laterales que surgen de unos dngulos de la hifa principal y cuando el hongo ha muerto
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persisten en el suelo. La hifa de una MA puede representar cerca del 70% de la masa
microbiana en el suelo. Debido a que para formar las micorrizas se necesitan una o0 pocas
especies de hongos que se unen con casi todas las especies vegetales de una comunidad, el
micelio micorrizico forma una extensa red interconectada en el suelo (Ref.1; Barker et 2/,
1997).

g.3. Interconexiones de red micelia:(Ref. 1)

Experimentos realizados con '*C han demostrado la existencia de esta red (Fig. 3),
demostrando ademas, que la conexion de hifas es el mayor depésito para los asimilados de
carbono, los cuales estan constantemente fluyendo hacia adentro y hacia fuera del suelo
(Read, 1991), y de hecho la comunicacion no solo es entre especies de plantas sino también

con algunos otros microorganismos del suelo, incluyendo parasitos (Estabrook vy
Yoder,1998)

En ecosistemas con suelo de bajos niveles nutrimentales, las micorrizas son una
caracteristica y un factor clave en el mantenimiento del mismo (Lovera y Cuenca, 1996),
de hecho se acepta ampliamente que las micorrizas son un componente importante de la
flora de la rizosfera y que juegan un papel clave en la funcién de Ia raiz y el
establecimiento de las poblaciones microbianas alrededor de ellas, lo que se ha llamado

Micorrizésfera (Linderman, 1988), de ahi que la perturbacion de los ecosistemas
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usualmente produce la pérdida o disminucion de la actividad microbiana en el suelo,
particularmente de los hongos micorrizicos, un factor ecologico clave ya que la simbiosois
micorrizica juega un papel muy importante en ¢l mantenimiento de la cobertura vegetal en
los habitats naturales, el establecimiento de la red miceliar de MA parece ser critica para la

sustentabilidad del ecosistema (Degens er a/.,1996; Requena et al., 1996).

Las esporas (Fig. 4) para los hongos son el equivalente de las semillas para las
planta ya que permiten colonizar otras plantas y son resistentes en el ecosistema, éstas
esporas son conocidas como clamidosporas. Algunas MA, tienen esporocarpos que
consisten en agregaciones de esporas, las esporas MA son generalmente mas grandes que
las de ectomicorrizas, son lo suficientemente grandes como para verse con poco aumento y
por la misma razon son dificiles de ser dispersadas por el viento, a menudo son movilizadas
con el suelo, sedimentos o agua, o llevadas por lombrices de tierra y otros vectores, se
considera que son generalmente menos moviles que las esporas de ectomicorrizas y les

toma mas tiempo reinvadir las zonas perturbadas (Ref 1).

Fig. 4. Espora de Micorriza Arbuscular (Ref. 3)

10
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La germinacién de las esporas puede empezar como un “recrecimiento” de la hifa
de sostén (estructura presente en las esporas de MA que la mantuvo umida a la hifa durante
la formacion de la espora), como sucede en Glomus y Sclerocystis, o con un engrosamiento
de la pared de la espora, Giaspora y Acaulospora. Si la hifa en crecimiento de una espora
germinando no encuentra una raiz susceptible de colonizar , puede restringir su crecimiento
de manera que la espora continia viva, el tamaifio de las esporas de MA varia entre 10 y
500 micras siendo el tamafio mas comun entre 40 y 200 micras (Paul y Clark, 1989).

El hongo MA es capaz de colonizar las células epidérmicas y corticales de la raiz .
En general 1a hifa de sujecion de esporas que se encuentran en raices de plantas adyacentes
o dispersas en el suelo, contactan la superficie radical de otra planta o de la misma en otro
lugar y se diferencian formando un apresorio, este es el primer reconocimiento entre la

planta y el hongo.

La penetracion 2 la raiz ocurre por medio del apresorio y el hongo frecuentemente
entra forzando su camino entre dos células epidérmicas. Una vez dentro el hongo puede
formar enrollamientos intracelulares en las capas de células subepidérmicas, seguidas de
crecimiento intercelular hacia la corteza interna, una vez alcanzado las hifas penetran las
paredes de las células corticales y forman los arbusculos, la membrana plasmatica de la
planta no es dafiada y se invagina alrededor del arbusculo, lo que resulta en la formacién
de un nuevo compartimiento apopléstico 1lamado “compartimiento de interfase arbuscular”
(Harrison, 1997).

Fig. 5. Vesiculas de MA entre células de raiz ( Ref. 3)

11
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Se asume que esta interfase es el sitio de intercambio de carbono y fosfato entre los
simbiontes, el arbiisculo es referido como la estructura clave en esta simbiosis. A pesar de
su cardcter comun, la abundancia de arbusculos puede variar y en algunas plantas se forman
enrollamientos intracelulares en las células corticales y son ids predominantes, en estos
casos se sugiere que la interfase entre el enrollamiento y la célula puede ser significativo
para el movimiento de nutrimentos. Después de la formacién de arbusculos, algunas
especies de hongos también forman vesiculas en la raiz, estas contienen lipidos y se

presume son los sitios de almacenamiento del hongo (Bonfante y Perotto, 1995).

Las hifas extraradicales (Fig. 6) de los hongos MA se extienden aproximadamente
8 cm mas alla de las raices, funcionando como extensiones del sisterna radical para la
adquisicion de nutrimentos desde el suelo (Sanders y Scheikh,1983). El ecosistema que se
desarrolla por debajo de la superficie del suelo es afectado por los hongos MA ya que son
importantes en el mantenimiento y estabilidad de la estructura del suelo, la cual determina
caracteristicas como tasa de flujo de agua, porosidad y resistencia a la erosion. Las hifas
extraradicales enrollan y envuelven las particulas del suelo estabilizando los agregados,
también secretan una glicoproteina conocida como glomalina que tiene un papel
significativo en la produccién y mantenimiento de agregados estabilizados con agua en el
suelo (Wright y Upadhyaya, 1996).

] o2 !
T - o r o AT
- - h e

e W&g . R

Fig 6. Estructuras de micorrizas arbusculares en raices de plantas (Ref.2)

12
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Adquisicion de fosfero. -

Con la posible excepcion del nitrégeno, ningin otro elemento es tan decisivo para
el crecimiento de las plantas en campo como el fosforo. Una carencia de este elemento es
doblemente seria, puesto que evita que la plantas aprovechen otros nutrimentos, por
ejemplo, actualmente se reconoce universalmente la importancia del {ésforo para retener al

nitrégeno (Buckman y Brady,1991).

Ademas el fosforo es un componente clave de moléculas como acidos nucleicos,
fosfolipidos, ATP, ademas de controlar la actividad de enzimas de diversas vias
metabolicas (Theodorou y Plaxton, 1993).

La cantidad de fosforo en el suelo puede llegar a ser muy alta, sin embargo
normalmente esta presente en formas quimicas que no son disponibles para las plantas, el
fosforo organico representa entre el 20 y 80% y debe de ser mineralizado a la forma
mnorganica para poder ser asimilado por las plantas va que estas sdlo lo pueden adquirir
como iones ortofosfato (H,PO,, HPO, ) primarios y secundarios (Jungk er al, 1993;
Tisdale v Neison, 1991), sin embargo estas formas asimilables del fosforo dificilmente se
encuentran en cantidad suficiente como para satisfacer las necesidades alimenticias de la
planta v los fertilizantes sélo resultan una buena opcién al inicio de su uso va que en el

suelo mas del 80% del fosforo adicionado se inmoviliza por adsorcidn, (Schachiman ef al.,
1998).

El aprovechamiento del fésforo inorgénico viene determinado por los siguientes
factores: el pH, la abundancia de iones de fierro y aluminio, por el calcio asimtilable, la

cantidad de materia organica descompuesta y por las actividades de los microorganismos.
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Estos factores estan relacionados entre si, ya que sus efectos dependen
primordialmente de la acidez de suelo, esto determinaré la forma en la que se encuentre el
fosforo, asi en soluciones acidas, se encuentra solamente H,PO, (Buckman y Brady, 1991).
Si el pH aumenta, predomina primero el jon HPO,™ y finalmente, el PO,™. Esto se muestra

en las siguientes reacciones:

H-POy _.L HPO, + H,0 ——————QH—--—a PO4~+ H10 en soluciones muy alcalinas)

Por otro lado la adquisicion de fosforo puede ser incrementada de acuerdo con ia
geometria y morfologia de la raiz y ha sido demostrado que los sistemas radicales que
tienen coeficientes volumen raiz/ volumen area superficial mayores son mas efectivos en la
exploracion de un volumen mayor de suelo (Lynch, 1997), es aqui en donde parece ser que
las micorrizas adquieren mayor importancia para el hospedero ya que éstas se desarrollan
bajo condiciones de baja fertilidad especialmente de fésforo aumentando la adquisicién de

nutrimentos por el hospedero (Chiariello, 1982).

Las micorrizas absorben el fésforo del mismo lugar que las plantas no infectadas, de
la solucién del suelo, las raices micorrizadas pueden tomar varias veces mas fosforo por
unidad de largo de raiz que las raices no micorrizadas. Esto es principalmente porque se
aumenta la superficie de contacto como resultado del crecimiento de la hifa, la cual puede
recorrer varios centimetros desde la raiz: esta extensién permite la adquisicion de fosforo
fuera de la zona de deplecidn en el rizocilindro (Jasper y Dacy, 1993), Rhodes y
Gerdemann (1975) demostraron que se puede transportar elfésforo a mas de cuatro
centimetros de lasuperficie radical a través de las hifas de hongos MA, quienes tienen la
capacidad de satisfacer una gran proporcion de la demanda de la planta hospedera no sélo

de fosforo sino también de zinc v cobre (Marshner,1992).

Los estudios genéticos a nivel molecular de las micorrizas arbusculares y su
interaccion con el hospedero, se han visto limitadas debido a la naturaleza simbidtica
obligada del hongo, asi que los mecanismos moleculares por los que se da la adquisicion y

la traslocacion del fosfato entre la micorriza v la planta son desconocidos.
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Azcon y Barea (1980), reportan que la traslocacion del fosfato se da por la existencia
de ciclocis o corrientes protoplasmaticas bidireccionales en el interior de la hifa, Ja
presencia de granulos de polifosfato en las vacuolas de hifas y arbusculos, particularmente
cuando la infeccion esta en sus estadios jovenes y vigorosos, hace pensar que el i6n
polifosfato se trasloca de esa forma, mientras que la transferencia de fosfatos a la planta se
lleva a cabo en los arbusculos los cuales degeneran y son digeridos liberandose asi el
fosforo contenido en ellos. Este hecho es confirmado por el tiempo de vida media que

tienen dichos arbusculos el cual es de 7 a 11 dias.

Los estudios de Harrison y van Buuren (1995) demuestran la existencia de un
transportador de fosfato membranal en Glomus versiforme (GvPT), lo que lleva a pensar
que el proceso de transferencia del fosfato del hongo hacia la planta ocurre en la mterfase
arbuscular y requiere dos pasos de transporte transmembranal: el primero para permitir el
flujo del fosfato desde el hongo, y el segundo para mediar la adquisicién de fosfato por la

planta. (Muchnal er a/,, 1996; Mitsukawa er al, 1997).

La membrana fingica parece tener una mayor afinidad por el fosforo que las raices
del hospedero. Esto puede contribuir a la gran eficiencia de las raices micorrizadas, sin
embargo los principales factores que contribuyen a esta eficiencia son los bajos valores de
carbono y la gran drea de superficie por unidad de raiz. La infeccidén micorrizica puede
incrementar la adquisicién de otros nutrimentos ademas del fésforo, en especies anuales, la
infeccion radical con hongos micorrizico arbusculares puede incrementar la tasa de
absorcion de otros cationes de micronutrimentos, como cobre y zinc. Ha sido demostrado
que las hifas MA pueden facilmente transportar zinc como sulfato hasta las raices, las MA
pueden también mejorar la asimilacion de otros metales pesados como Ni, por lo que se les

ha empleado en la recuperacién de suelos contaminados (Marshner, 1995).
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Efecto de la MA sobre organismos patégenos.

Los nematodos tienen sobre las plantas efectos negativos como son la pérdida
temprana de las hojas, como si se encontraran en estrés hidrico esto es marchitas y con una
disminucion del crecimiento radical lo cual conduce a una reduccién en la adquisicion de la

mayoria de los minerales (Ryan et al 2000).

Se ha demostrado que las MA pueden disminuir la infestacion o el dafio por
nematodos debido principalmente a los efectos de estimulaciéon sobre el crecimiento radical
(Hussey y Randocari, 1982), Pinochet (1996), demostré que el incremento a la tolerancia
de lesiones de nematodos a las plantas parece estar en la mejora de la nutricién de las
plantas y no como un efecto directo de las MA. aunque en papa (Ryan, op.cir) se encontrd
que hay una aumento en la produccion de sustancias quimicas que pueden romper los

quistes de nematodos.

Los MA y el estrés hidrico.

La deficiencia de agua es uno de los factores de eswrés para las plantas mas
importantes a nivel mundial (Boyer, 1982) y ha sido demostrado que las plantas resisten
este estrés de manera mas eficiente, al ser micorrizadas (Camprubi et al., 1990). En un
principio se pensaba que la resistencia al estrés hidrico era meramente una conclusion del
mejoramiento en la asimilacion de fésforo, sin embargo estd visién ha cambiado en los
ultimos anos debido a la evidencia de que las plantas micorrizadas transpiran mas que sus
similares no infectadas (Read, 1991), este descubrimiento es motivo de discrepancia entre
la comunidad cientifica, ya que no se sabe si esto es debido a una conductancia
incrementada de los estomas o a2 un decremento en la resistencia al transporte de agua desde
el suelo provocada por la presencia de las hifas, se han realizado varios experimentos
dirigidos a esclarecer esta situacion sin embargo no se ha llegado aun al consenso, por otro
lado en ambientes secos en donde el transporte de fosforo estda limitado por el bajo
potencial hidrico. la micorriza parece tener un efecto directo sobre la conductividad

hidraulica proporcionando a sus hospederos tolerancia a condiciones de sequia (Varela y
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Estrada, en prensa), de hecho las Micorrizas tienen mecanismos adaptativos que les
permiten sobrevivir en ecosistemas ridos como son un rapido crecimiento cuando hay
condiciones optimas, produccion de esporas resistentes en respuesta a la carencia de
humedad y la faita de especificidad por alguna especie de planta en particular (Jacobson,

1997).

La colonizacion micorrizica puede tener efectos sobre la tolerancia a la sequia que no
estén directamente relacionados con el agua, por ejemplo los nutrimentos se encuentran
menos accesibles para las plantas en este tipo de ambientes principalmente a la reduccion
en el tamafio de la raiz y es aqui donde las plantas micorrizadas tendrian mayor importancia

debido a la presencia de hifas ( Smith y Read, 1997).

Esta asociacién simbidtica aparentemente ha permanecido ubicuamente en el reino
vegetal debido a que ha evolucionado con otros efectos benéficos para las plantas como son
defensa contra patdgenos y resistencia a la sequia , ademas de ayudarlas a colonizar la tierra
y facilitar la adquisicién de nutrimentos tan importantes como el fdsforo, es por esto que la

simbiosis MA es muitifuncional (Daniell er af., 1999).

Como puede deducirse de lo expuesto anteriormente, es innegable la importancia de
las micorrizas hacia las plantas hospederas, y debido a su ubicuidad es posible pensar en

elias como alternativas para la recuperacidn de ecosistemas perturbados.

Es por ello y tomando en cuenta que el Valle de Actopan es una zona semidrida, que
se ha pensado en la inoculacion masiva de las especies silvestres de importancia en el
ecosistema con especies de hongos MA que se encuentren en la zona y que sean capaces de
proporcionar a la planta beneficios que le permitan adecuarse a las condiciones
ambientales prevalecientes en los sitios perturbados de manera que de forma gradual se
reestablezca la vegetacion nativa del ecosistema. Asi mismo se podra introducir especies
especies de utilidad desde el punto de vista antropocéntrico, aspecto que no debe olvidarse
va que los humanos somos parte fundamental del ecosistema v en gran medida de nosotros

depende el bienestar del mismo.
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Zonas aridas y su restauracion

La mayor parte de las zonas aridas de la superficie de la tierra son resuitado del
clima. En principio, son consecuencia de la dindmica de circulacion atmosférica, y se
caracterizan por las lluvias escasas y la elevada insolacién, sin embargo existen lugares en
los que fenédmenos como la erosion generan condiciones localmente xericas o una extension

de los desiertos ( Ref. 7).

En nuestro pais las zonas 4ridas y semidridas son el componente mayoritario
representan cerca del 60% del territorio nacional (Rzedowski, 1994), como es de suponerse
la problematica en estos lugares es critica ya que en primer lugar las condiciones se hacen
cada vez mas extremas debido al deterioro de los ecosistemas y ademds por las condiciones
intrinsecas de esas areas donde la disponibilidad de nutrimentos se encuentra limitada
principalmente por la escasez de agua en la que estos debieran estar disueltos para ser

disponibles para las plantas.

Muchas de estas zonas con aito nivel de degradacion son incapaces de recuperar de
forma espontanea la cubterta vegetal, sufriendo una degradacion progresiva que hace
necesaria la intervencion humana, con el fin de mitigar los procesos erosivos y evitar

grandes perjuicios ambientales, paisajisticos, econdmicos y sociales.

Por tanto se hace necesaria la restauracion de estos espacios degradados mediante
la implantacién de una cubierta vegetal, por ser la que mejor realiza misiones de proteccion
y control . asi como presentar una serie de beneficios v ventajas entre las que se incluyen:
mejora del ciclo hidrolégico, recuperacion de la productividad del suelo, asi como la

defensa y restauracion ecoldgica y paisajistica de los territorios degradados (Dixon, 1990).

La restauracion de un espacio degradado debe ser entendida como un proceso que
se desarrolla lo largo del tiempo, en el que conviene favorecer, en un principio las accién de
las especies que mejor se adapten a las condiciones climaticas, edaficas v orograficas
adversas que presentan estas zonas v que ademas favorezcan ia introduccion v posterior

desarrollo de especies mas exigentes. con este fin es necesario tener un claro eniendimiento
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del ambiente, las plantas, animales y poblacién humana, asi como las interacciones entre

estos factores.

Los elementos esenciales de una restauracion con el minimo costo y esfuerzo son la
introduccién de las plantas apropiadas y los simbiontes asociados a los micrositios que
provean las condiciones de suelo y humedad para un rpido establecimiento de las plantas

(Bainbridge, 1990).

En este sentido la utilizacién de un in6eulo nativo a la zona a restaurar, que por ende
debe estar adecuado a las condiciones ambientales resulta ser una excelente opcidn ya que
como ha sido expuesto, las ventajas que la micorrizacién provee a las plantas favorecera la
revegetacion de la zona, ya que el agua es una de las principales caracteristicas limitantes

de la colonizacién en las zonas aridas. (Sharma, 1998).

Las practicas de rehabilitacion de suelos aridos perturbados con MA ya han sido
propuestas (Allen, 1991 ). Sin embargo atin existen factores limitantes en la restauracion
ecologica de una zona arida como son la escasez de precipitaciones pluviales y lo azaroso
de su presencia, ademas hay factores de perturbacidon que son muy dificiles de revertir o

detener mientras no se generen alternativas de uso (Allen, 1989).

Por otro lado la introduccion de un indculo micorrizico en las zonas perturbadas
seria un gran avance en la recuperacion de las mismas ya que se ha visto que la
perturbacién reduce el numero de propagulos microbianos, entre ellos de las micorrizas,
pero se ha observado que la inoculacidn directa con hongos MA es ineficiente por lo que
en este trabajo se pretende obtener un indculo que sea altamente capaz de colonizar las

raices de las plantas que se pretende introducir al drea perturbada.

La eleccién del inéculo éptimo es un pase fundamental ya que como fue
demostrado por van der Heijden (1998), la planta es capaz de elegir el hongo micorrizico
arbuscular que mas beneficios le provea. Ademas de acuerdo con Gil y de Andrés (Ref. 8),
la estrategia de revegetacion mas adecuada es la basada en la utilizacién de especies
arbustivas, subarbustivas o herbaceas mas que arbdreas. En este sentido las especies de
leguminosas muestran caracteristicas como rapido crecimiento, capacidad de enriquecer
elsuelo, y sobrevivir a condiciones adversas) que las hacen muy interesantes como especies

ttiles en la revegetacion y restauracion de la cubierta vegetal de espacios degradados, por
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otro lado los pastos son componentes importantes para la formacién y mantenimiento de los

suelos evitando su erosion.

Especies utilizadas.

La eleccién de las especies que fueron utilizadas en este experimento durante la
primera etapa consistié basicamente en que el jitomate (Licopersicum sculentum) y el pasto
rye grass (Lolium multiflorum) (Fig.7.) son plantas listadas como micorrizéfilas, por lo que
son ideales para masificar el inéculo inicial. En la segunda parte del experimento es
necesario el conocimiento de Ja comunidad vegetal en la que se pretende incidir, por ello se
optd por Acacia farnesiana y Bouteloua curtipendula. las razones basicas fueron que ambas
especies estan presentes en el drea de estudio, son forrajeras y permiten la comparacion
entre plantas en este caso monocotiledoneas y dicotiledéneas que pertenecen a dos esiratos
diferentes, arbustivo y herbiaceo y por que son plantas importantes econdmica y
ecolégicamente en el 4rea de estudio posibilitando asi una repoblacion, en un momento

posterior, con plantas del lugar.

Fig. 7. Rye grass y Jitomate

La leguminosa Acacia farnesiana (Fig 8), se distribuve desde el sudoeste de Estados

Unidos hasta casi todo México excepto en las partes mas secas y frias de la plataforma



Mmﬂco tedrico

central (McVaugh,1987) su nombre comiin es Huizache y una breve descripcién botanica

es la siguiente (Ref. 5):

“Arbolito o arbusto muy ramificado desde la base que alcanza 3-5 m de altura.
Tronco de corteza oscura y ramaje tortuoso en zig-zag. Follaje semicaduco en ocasiones.
Hojas bipinnadas, con dos espinas blancas y rectas de 2-3 cm de longitud en la base de las
mismas. Cada hoja con 2-6 pares de pinnas y éstas con 10-20 pares de foliolos o pinulas de
3-8 mm de longitud, linear-oblongas, verdes, con el apice obtuso o ligeramente agudo.
Flores en glomérulos axilares dispuestos en grupos de 2-6 cabezuelas, de color amarillo
dorado, fragantes, de 1-1.5 cm de diametro. Pedunculos pubescentes de 1.5-2 c¢cm de
longitud. Florece de enero a mayo. Su fruto es una legumbre indehiscente, cilindrico-
fusiforme, derecha o algo curvada, de color negruzco, de unos 5-9 c¢m de longitud. Cada
fruto con 8-15 semillas insertas en una pulpa blanca y dispuestas de manera oblicua en el

mismo”.

Es un arbol que proporciona varios productos de utilidad para el hombre, como son
madera, utilizable como combustible y materia prima, corteza la cual por los taninos que
contiene sirve como curtidor de pieles, para fabricar tinta y como astringente en medicina
casera, la goma que mana del tronco se utiliza como sustituto de la goma arabiga, el jugo de
sus vainas inmaduras sirve para pegar porcelana. Sus flores contienen pigmentos y esencias
aromaticas que son utilizadas para tefiir telas y en perfumeria, aunque se siembran también
con fines de omato, ademas son recomendadas para controlar la erosién y mejorar la
fertilidad del suelo. (Niembro,1990). El exudado se usa como antiséptico oftalmico y como
remedio para las hemorragias vaginales. La infusion elaborada con la flor se utiliza para la
dispepsia, disenteria, inflamaciones de la piel y de la membrana mucosa. Otros usos que se
le atribuyen a esta especie son: para aliviar problemas digestivos, genitourinarios,
infecciones, inflamaciones, heridas, del sistema musculo-esquelético, envenenamientos,

problemas de la piel y para dolores en general (Ref.6).
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Fig.8. Arbol y acercamiento a una inflorescencia de Acacia farnesiana

Bouteloua curtipendula (Fig.9), es una graminea perenne que mide de 65-70 cm de
alto y en ocasiones hasta un metro (Sanchez,1980)su nombre comun es zacate banderita y
su descripcion taxondmica es la siguiente (Ref.6): “Planta herbacea perenne hasta de 1 m
de alto, mas o menos ampliamente amacollada, a veces con rizoma o estolones; hojas en su
mavoria concentradas hacia la base de la planta, ligula en forma de membrana corta y
fimbriada, lamina por lo general plana, hasta de 25 cm de largo y de 3 a 7 mm de ancho, a
menudo pilosa cerca de la base; inflorescencia estrecha y alargada, hasta de 25 cm de largo,
de 12 a 80 ramas, de 0.8 a 4 cm de largo, dispuestas en forma unilateral, desprendiéndose
integras en la madurez; espiguillas 2 a 12 por rama, en general glabras; primera gluma de 4-

5 mm de largo, la segunda mas ancha y de 5.5-8.5 mm de largo; lema un poco mas corta
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que la segunda gluma, cortamente tridentada en el dpice, con los dientes provistos de aristas
muy breves, palea algo mas corta que la lema; flor rudimentaria con la lema aristada o a

veces reducida a una sola arista hasta de 10 mm de largo.”

Es una especie graminea forrajera importante que se distribuye en el sudoeste de

Estados Unidos y en el centro de México (Gould y Shaw, 1992).

e e g s PR

Fig. 9 Espigas de Bowteloua curtipendula

El zacate banderita resulta apetecible para todas las especies de ganado y especies
silvestres ademas de que dado que es perenne se encuentra todo el afio, resulta de facil

digestion y de alto valor nutritivo.

Otra ventaja de éste pasto es que tiene tolerancia a la sequia v sus semillas presentan
un alto porcentaje de germinacion, lo que la hace una buena eleccién para sembrarse en
suelos de textura delgada y sitios rocosos, de hecho el zacate banderita ha sido utilizado
exitosamente en sitios perturbados (Ref.2), ya que es un excelente formador de suelo y
evita la erosién. Se utiliza también en planes de repoblacion, ya que es capaz de resistir
mejor los incendios, favoreciendo asi la regeneracion de los ecosistemas dafiados por fuego

(Gosz y Gosz, 1996).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El presente trabajo parte de la siguiente Hipétesis:

Es posible masificar un indculo micorrizico-arbuscular mixto, nativo a Santiago de
Anaya altamente eficiente en la colonizacion de dos especies importantes en la zona
(Acacia farnesiana y Bouteloua curtipendula), proporcionandoles ventajas cualitativas y
cuantitativas en su crecimiento y desarrollo, que las convierten en plantas adecuadas para

resistir condiciones ambientales adversas.

Para contrastar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:

Obtener el indculo micorrizico-arbuscular mixto proveniente del suelo de Santiago de
Anava.

Seleccionar la especie micorrizéfila adecuada para la masificacion del indculo

Realizar pruebas de potencialidad de micorrizacion del inéculo masificado en Acacia
Sfarnesiana v Bouteloua curtipendula.

Identificar taxonémicamente, hasta género, a los hongos micorrizicos presentes en el
indculo mixto.

ZONA DE ESTUDIO.

El lugar de donde se colecto el inocuio v las semillas de las especies vegetales para
probar dicho inoculo se localiza en el municipio de Santiago de Anava perteneciente al
estado de Hidalgo, entre los paralelos 20°21° latitud norte, 98°34° v 98° 117 longitud oeste,
a una altitud de 259 msnm. El chima es semarido, seco con lluvias en verano, BS, Kw™ (17)
cuva precipitacion anual promedio es de 550mm concentrandose la mavor parte entre los

meses de mavo v septiembre. De acuerdo a Rzedowski (1998, citado en Cruz,1992) es un
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meses de mayo y septiembre. De acuerdo a Rzedowski (1998, citado en Cruz,1992) es un
matorral xerdfilo que incluye los matorrales micréfilo con géneros como Mimosa,
Prosopis, Flourensia, cracicaule con géneros como QOpuntia y Mirtillocactus y rosetifolio
representado con los géneros Agave y Yucca, entre estos matorrales existen varias especies

de gramineas, liquenes musgos y algas.

Fig. 10.1. Santiago de Anaya, Hgo.

El trabajo basicamente se realizé en el invernadero de [a Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza Campo II, que se localiza en ta Cd. de México a una altura de 2240
msnm

gl !‘-'Ll
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DISENO EXPERIMENTAL

Diseﬁo experimental

La metodologia se dividira en dos fases, la primera corresponde a la masificacion
del indculo micorrizico y segunda a la inoculacion de plantas silvestres, en el siguiente
diagrama de bloques se resumen ambas.

I. Masificacion

Muestreo v colecta de suelo

mbra, en sustrato
hoso estéril, de
mate v Rve orass
ndo 100 gramos del
Eo colectado como
bulo

Conteo nicial de
esporas suelo

Cosecha del inoculo

Fertilizacion semanal
Conteos de esporas y
altura de las nlantas

1. Inoculacion

Inoculacion de A, farnesiana y
B. curtipendula en sustrato
arenosno estéril

nnncenales

Fertilizacion y medicién del
crecimiento de la planta
quincenalmente

Evaluacion de colonizacidn total

Analisis de
resultados

%oColonizacion radical
v btomasa final a les 3
meses




Disefio experimenfal

I. Obtencion del indculo micorrizico

Muestreo del inoculo

Se realizo un muestreo al azar ubicando 30 puntos de 30 X 30 cm de donde se
extrajo el suelo ubicado en los primeros 15 cm de profundidad, con ello se formé una
mezcla compuesta de aproximadamente 10Kg que se mantuvo en bolsas de plastico a
temperaturas bajas (4°C). En esta muestra se evalio el nimero de esporas promedio
contenidas en 100g de suelo seco. Este es el nimero inicial de esporas de referencia para

evaluar la masificacion del indculo.

El método utilizado para la extracciéon y conteo de esporas en ambas fases del

trabajo es el siguiente:

El método consiste en hacer una suspension de 100 g de suelo v aproximadamente 2
litros de agua, se agitd vigorosamente durante 5 minutos y se dejo reposar por 5 minutos,
con la finalidad de eliminar particulas grandes por sedimentacién, la suspension se decanté
sobre tamices de 125, 105 y 44 micras ), se enjuagd con agua abundante, este
procedimiento se repitio tres veces, el sedimento de los tamices se colectd en probetas de
300ml, una para el tamiz de 125 y otro para los de 105 vy 44 ambas probetas se Ilenaron
hasta los 500ml con glicerina al 50% y se dejé sedimentar por 15 minutos. Finalmente se
paso el sobrenadante nuevamente a través de los tamices se lavd y se colecto en 2 vasos de

precipitados v se realizo el conteo de esporas en el estereoscopio.

Masificacion del indculo

Para inducir la masificacion del indculo en invernadero se procedid a montar un

experimento factorial de 40 unidades experimentales de acuerdo con el siguiente disefio:

2sp % 2rat x 10rep. = A0ne 5

" se puede pasar por un tamiz de mayor apertura para eliminar el exceso de materiz orzénica
& g

' sp = especies frur=tratamientos  sep= repeticiones ne= unidades experimeniales
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Se utilizaron 2 especies reportadas en la literatura como altamente micorrizofilas
para fungir como plantas trampa. Estas especies son el jitomate saladed (Lycopersicum

sculentum} y el pasto rye grass (Lolivm multiflorum).

Se utilizd sustrato estéril conformado por una mezcia 1:1 de suelo arenoso y gravilla
silica en macetas plasticas de 2Kg que se limpiaron con alcohol y antes de colocarlas en el
bancal, éste se rocié con una solucion al 50% de blanqueador (hipoclérito de sodio),
realizado esto se colocaron las macetas y se procedio al llenado con suelo estéril, hasta
aproximadamente 3 de Ja maceta, en este momento se colocaron 100 g del suelo
muestreado de Santiago de Anaya a cada maceta excepto a las macetas que servirian de
testigo, se completo el volumen de suelo y se procedié a la siembra. se regaron
regularmente (mantemendo himedo el suelo) con agua destilada. El testigo fue preparado
colectando 100 ml de filtrado de 100 g de suelo con el fin de agregar toda la microflora de

vida libre (Rubio er «i., 1997).

Se esperd la emergencia de las plantas y se procedidé a regar las macetas
semanalmente con la solucion nutritiva de Long Ashton (ver anexol), la cual tiene como

principal caracteristica una dosis baja de fosforo (10.25 ppm).

Después de tres meses se realizé “la cosecha™, la cual consistio en retirar la parte
acrea de la planta v colectar la raiz v el sustrato por tratamiento, evaluando en tres
repeticiones de cada tratamiento el porcentaje de colonizacion radical, por el método de
clareo v tincion de Phillips y Hayman (1970), realizando un conteo final de las esporas
presentes en el suelo rizosférico de cada especie, esto con la finalidad de reconocer la
especie mas eficaz en la masificacion del inoculo inicial y con ello se generd el indculo

empleado en la segunda fase del experimento.

II. Inoculacién de las especies silvestres

Una vez elegido el indculo mas eficiente generado en la primera fase, que consistio

basicamente de una mezcla de suelo rizosférico v raices micorrizadas (Estatn er o/., 1997),
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se procedié a la siembra en sustrato estéril (mezcla arenosa) de Acacia farnesiana y

Bouteloa curtipendula.

Estas plantas seran utilizadas como sensor para evaluar la potencialidad que tiene el
inoculo para colonizar especies silvestres, por lo que se disefid un experimento factorial

con dos tratamientos;

2sp x Urat x 20rep = 80ue

El primer tratamiento consistio en colocar el inéculo masificado y en el segundo
solo un filtrado de éste utilizando como medida estandar 100g de in6culo para cada unidad

experimental, ya sea en forma sélida o en filtrado.

Las semillas empleadas fueron extraidas de los frutos y seleccionadas
manualmente, se desinfectaron y en ¢l caso de A. farnesiana se escrificaron haciéndo una

perforacion en la testa en el lado opuesto al micropilo.

Durante 1a duracion de ésta segunda fase se midicron los siguientes parametros.
% Longitud del vastago (cada 15 dias)
" Rendimiento en biomasa (relacion vastago /raiz) (cada 15 dias)
-~ Fosforo total en parte aérea a los tres meses
X Numero de esporas y area foliar (quincenal)

" % de colonizacion en las raices (quincenal)

Para este ultimo punto fue necesario seguir la técnica ilustrada en las Fig. 11y 12

(Tomadas de Brundett, 1996) , y aplicar los siguientes pasos (Brundett, op cit):

1.- Lavar perfectamente las raices , ponerlas en suspension agitar algunos minutos

con agitador magnético y tomar una muestra de 200 segmentos mas 0 menos.

2.- Calentar las raices en una solucion de KOH al 10%, p/V a unos 90°C, cambiar la

solucion las veces que sea necesaria hasta que deje de ser oscura; se enjuagan las raices con

29



Diseﬁo experimen{:al

peréxido de hidrogeno (H,0;) al 10% V/V, para eliminar los residuos de pigmentos que
puedan perjudicar la observacion. El tratamiento con KOH tiene por objeto eliminar el

citoplasma de las células, de esta manera se logra una mejor coloracion de las hifas.

3.- Se lavan cuidadosamente las raices con agua dos veces y una vez con acido
lactico al 5%

L Gl wevom s i e
- Qf}hsweu Awr.u..\xl Lfma,»tusuhm o

i t
acig lad - A

CJ:..' e e :‘n-upm.

;_,1 S Zyan e J--‘{-qaex.w-w -

s ctadieand pove e o neeo de Sl
= e * e

Fig.11. Clareo y tincion de raices
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4.- Colocar los segmentos de las raices en un vaso de precipitado de 100 ml y

agregar 50 ml de la solucién colorante (azul de tripano).
Calentar sobre una placa a unos 90°C durante 5 o 10 minutos

5.- Quitar el exceso de colorante colocando las raices coloreadas por un méaximo de

24hrs. en una caja de Petri con lactoglicerol.

6.- Las raices coloreadas se colocan paralelamente sobre el portaobjetos al que se ha
agregado 1 o 2 gotas de lactoglicerol, de 10 a 15 segmentos pueden ser montados en la
laminilla. Después se coloca encima un cubreobjetos y se presiona para sacar el exceso de
lactolicercl y aplastar las raices, generalmente se prepara un centenar de segmentos para

obtener una buena media.

7.- La observacion de las raices se hace en el microscopio generalmente a un
aumento de 10X y 40X, se hace un recorrido transversal a las raices en tres direcciones, se
anotan los segmentos colonizados por el tipo de estructura presente, la cantidad de puntos

observados, con ello se calcula el porcentaje de colonizacion total y por estructura.

Fig.12 Evaluacidn de sitios colonizados
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Fdsforo Total

Al término de la uitima fase se hicieron pruebas de contenido de fosforo en las

plantas (Método del Vanadato molibdato), con la finalidad de observar las posibles

diferencias en la absorcidon de éste entre tratamientos, esperando que fuera mayor la

cantidad de fésforo presente en las plantas inoculadas, el método se describe a continuacion

vy las soluciones utilizadas aparecen en el anexo 1.

1.

)

Pesar 0.2g de tejido vegetal seco v molido pasado por una maya del #20 y
colocarlo en un matraz Kjeldhal

Agregar 3ml de acido nitrico v 2 de acido perclorico concentrados

Digerir previamente 30min a una temperatura menor a 160°C

Concluir la digestion hasta aclarar la muestra.

Enfriar y aforar a 10ml decantando ia solucién obtenida en el paso anterior

Colocar 1ml del extracto filtrado, agregar 1.5mi de la solucion de Vanadato-

Molibdato y aforar a 10 ml

Leer al espectrofotémetro a 470 nm contrastando con una curva patron

realizada a partir de una la solucton estandar de fosfato.

Extraccién de esporas para identificacion

Para el montaje de las esporas en la segunda fase se utilizo el método de extraccion

con azucar el cual consiste basicamente en pesar 20g de suelo, agregar agua de la ltave v

agitar vigorosamente 3 minutos, se decanta un minuto v se pasa por un tamiz de 44 micras,

este paso se realiza dos veces mas, el material que queda en el tamiz se centrifuga con agua

destilada durante 3 minutos a 2300 rpm, se tira el sobrenadante v se agrega la solucion

saturada de azucar, se centrifuga nuevamente 1 minuto a 2500 rpm v se recoge el
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sobrenadante en el tamiz de 44 micras enjuagandolo abundantemente con agua destilada, se

pasa a una caja Petri v se procede al montaje (Walker, 2001).

1. Preparaer el portaobjetos con una etiqueta y 2 gotas de PVLG (alcohol

polivinilico), a una de las gotas de PVLG se agrega melzer

2. Colocar con una pinza de 1 a 5 esporas iguales en cada gota del y colocar un

cubreobjetos cuidadosamente.

Presionar ligeramente el cubre objetos con la intencién de romper las

L)

esporas y observar algunas estructuras

4. Dejar secar la preparacion v sellar el cubreobjetos con barniz transparente

Ln

Observar al microscopio optico (Schenck, 1990).

)
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Resultados y Discusion

| Masificacion del inéculo micorrizico

L1Nimero de esporas y porcentaje de colonizacién

El suelo de Santiago de Anaya, Hidalgo, que es un sitio altamente perturbado se
hace evidente si se observa el numero de esporas con que se inicio el experimento, resulté
con una alta potencialidad de aumento en el nimero de esporas, mismos que se obtuvieron

al final de la fase de masificacion ( Cuadro 2).

Los resultados se muestran en el siguiente cuadro:

Noesporas ©  ~  %Colonizacién
ot inicial Final Vesiculas Arbusculos Total
T Jitomate - 240 . L0292 0 02900 ;20 0 - 602
Rye grass 240 946 0.85 29.4 39.2

Cuadro 2. Resultados dela masificacién del indculo usando dos especies micorrizofilas

Porcentaje de colonizaciéon por
Arbusculos vesiculas y total

60 — O Jitomate

50 Rye grass

30
20
10

Porcentaje

Vesiculas Arbusculos Total

Grafica 1. Porciento de colonizacion por arbusculos, vesiculas y tota) para Jitomate y
Rye grass
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Por otro lado el uso de parte del sistema radical de la planta trampa junto con el
suelo mas cercano a ella ha sido una practica efectiva y comin para manejar los indculos
(Biermann e al, 1983;Vimard et al, 1999) de hecho en un trabajo reciente, Staddon y Fitter
(2001), demostraron que después de un tiempo las hifas internas y los arbisculos declinan
su viabilidad, sin embargo las esporas presentes en el indculo podrian iniciar la
colonizacién ademas de que algunos fragmentos de hongos con estructuras viables podrian
estar presentes y promover la infeccion, las vesiculas parecen tener un papel importante en
la wviabilidad del inéculo e incluso Smith y Read, (1997), las describieron como: ...
semejante a las esporas, almacenan grandes cantidades de lipidos y contienen muchos
ntcleos, los cuales con su delgada pared sugieren tener una funcién como propagulos o de
soporte para el crecimiento de las hifas intraradicales”, aunque esto no quiere decir que las
vesiculas tengan un papel primordial en la micorrizacion, de hecho no estan presentes todo

el tiempo e inclusive algunas veces no se forman (McGee, 1997).

:

Figural3. Fase I, Masificacion del indculo micorrizico en invernadero
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Conforme a los resultados obtenidos, es posible que las esporas sean el componente
del indcuto que resulté mas eficiente en la colonizacion de las especies utilizadas en la
segunda parte, ya que estas son bastante abundantes mientras que las vesiculas estarian
practicamente ausentes del inéculo ya gue tienen un porcentaje muy bajo (Grafica 1), por lo
menos las que se usaron con jitomate y suelo proveniente de Santiago de Anaya, ademas,
dado que la cosecha del indculo se hizo durante tiempos en los que se tuvieron condiciones
adversas para el regado de las plantas, se podria decir que estuvieron en cierto nivel de
estrés hidnico, esto explica porque se encontré mayor abundancia de esporas ya que como
es reportado por Arroyo, et al., (1998) se encuentra un aumento en el namero de esporas

cuando se induce la sequia.
L2 Altura

Los datos de alturas alcanzados por las plantas se presentan a continuacion en el
cuadro 3.

B S

T | isds
Eﬁim :26.70 A
[ﬁzﬁﬁo 458 2

J;;‘:::‘?lt:d? .. 403 a N

Cuadro 3. Alturas promedio para la Parte 1, correspondiente a Jitomate y Rye grass,
(1),(2) y (3) corresponden al nimero de muestreo que se grafica

* Letras iguales denotan que no hay diferencias significativa
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Como se puede observar en las graficas (2 y 3), el incremento de altura en Rye grass
es evidente desde el primer muestreo, pero en jitomate la diferencia se incrementa con el

tiempo.

Del analisis estadistico (analisis de varianza) de esta primera parte se desprende que
no existen diferencias significativas en las alturas promedio de las plantas entre
tratamientos (Jitomate inoculado contra no inoculado y pasto inoculado contra no
inoculado) (P<0.05), a pesar de que se observaron diferencias en el numero de esporas y
en el porcentaje de colonizacién total entre los diferentes tratamientos como puede

observarse en el cuadro 2.

El jitomate fue la planta que finalmente se eligié como la especie mas eficiente en la
masificacion del indculo, con base en los datos arrojados por los distintos parametros que

se presentan en el cuadro 1.

Rye grass

32

-&— Inoculado

28 1 ~4#— no inoculado

Altura (cm)

26

24

22 : '
1{15 dias) 2 (45 dias) 3 (75 dias)

Muestreo

Grafica 2. Alturas promedio para Rye grass durante la primera parte de la fase experimental
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’ Jitomate
{
J

27 | !

D224 :
, E e
'L 47 4 i —8—inoculado

® 8- no inoculado

=

< 12
‘ 7 |

1(15 dias) 2 (45 dias) 3(75 dias)
Muestreo

Grafica 3. Alturas promedio de las plantas de Jitomate durante [a Pnimera parte de 1a fase experimental

[1. Inoculacion de las plantas silvestres

11.1. Ndamero de esporas

Como se observa en la cuadro 4, el nimero de esporas para 4. furnesianu varia a 1o
largo del tiempo v es de cierta forma irregular, ya que no hay tendencia al aumento o ala
disminucion, aunque al observar los valores graficados (Grafica 3), se puede ver que
realmente tienden a disminuir con respecto al tiempo con un pico durante €] tercer muesireo

para después decrecer regularmente.
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R Espom;t;ﬂt;ie;(mib!)édesue]o

Edad (muestreo) A. farnesiana B. curtipendula

15 dias (1)

Cuadro 4. Numero de esporas totales presentes en las muestras obtenidas de los
tratamientos y testigos de Acacia farnesiana y Bouteloua curtipendula

Nimero de esporas

Bouteloua curtipendula

250 —
_ Binoculado
200 - ’l Nolnoculado

150 -

100 -

Muestreo 4

Grafica 4. Nimero de esporas en 100 g de suelo seco de Bouteloua curtipendula
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En todo el experimento se puede considerar que el numero de esporas presentes €s
bajo, lo que hace suponer que las esporas del indculo han germinado y se encuentran

activas formando las micorriza.

Acacia farnesiana
L T P Y
§ 600 - - FlNo inoculada
g
g 500 -
S
o 400 -
D
£ 3004
3
Z
200
i
ol b ] 1L
! 2 3 4 5 Muestreo

Grafica 5. Numero de esporas totales en 100g de suelo seco de Jcacia farnesiana

A diferencia de A. farnesiana, B. curtipendula presenta un comportamiento bastante
irregular, comienza con un namero de esporas alto, en el segundo muestreo, este niimero
disminuye a la mitad aproximadamente, en el tercer muestreo se incrementa para disminuir
en los dos muestreos siguientes y finalmente subir en el sexto al nivel del tercer muestreo.

este comportamiento se aprecia mejor en la grafica 4.

Los numeros de esporas presentes para esta especie son bajos v menores que los

presentados por A, furnesiuna.
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Una posible respuesta a la disminucion en el conteo de esporas en la inoculacion de
las especies silvestres, es el hecho de que las esporas estuvieran activas, en su fase de hifas,
colonizando a la planta hospedera y por eso se encontraron en menor cantidad que al inicio,
ademas dado que el experimento se llevé a cabo en invernadero es posible que a pesar de
las altas temperaturas a las que estuvieron expuestas las plantas no hubo estrés por sequia
va que siempre fueron regadas con solucion nutritiva y agua destilada por lo que la planta
continuaba con su desarrollo normal y las micorrizas no necesitaban esporular para soportar
condiciones de estres, esto concuerda con los resultados sobre colomzacion total en los que

se muestra un incremento en este parametro conforme pasa el tiempo.

I1.2. Porcentaje de colonizacion micorrizica

Como se esperaba los testigos tuvieron poco o nulo porcentaje de colonizacion, en
ambas especies, en el caso de 4. farnesiana el porcentaje de colonizacién tiene una
tendencia al incremento conforme pasa el tiempo, aunque durante el cuarto muestreo hay
una disminucion el porcentaje mas alto de colonizacion es de 47 %y el mas pequefio de
14% correspondientes al sexto (S0 dias) v primer muestro (15 dias) respectivamente, los

datos se agrupan en el cuadro 5.

En el caso de B. curtipendula existe un comportamiento mas o menos constante
durante los primeros cinco muestreos con valores de entre 9 v 12%, sin embargo, en el

sexto muestreo hav un aumento del doble en el porcentaje de colonizacion (23%).

Aunque en ambas especies hubo una tendencia al incremento en el porcentajc de
colonizacion con respecto al tiempo, en el caso de 4. furnesiana fue de forma mas gradual
mientras que en B. curtipendula  so6lo aumentd al final del experimentoy
siempremantuvoporcentajes menores a los del huizache, estas tendencias se pueden

observar claramente en la grafica 6.
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Porcentaje de Colonizacién total

Edad (muestreo) A. furnesiana B. curtipendula
Inoculada No inoculada Inoculada  No inoculada
15 dias (1) 14 0.1 0 0.8
30(2) 16 0 9 0
45 (3) 35 0 12 0
60 (4) 23 0 11 0
75 (5) 37 0 il 1.6
90 (6) 47 0.3 23 1.6

Cuadro S. Porcentajes de colonizacion total para las especies silvestres a lo largo del tiempo

En cuanto al porcentaje de colonizacion, se puede observar una disminucion en este
valor para Acacia farnesiana en el mes de mayo ( muestreo 4, 60 dias), ello puede deberse
a las condiciones ambientales a las que estuvieron expuestas las plantas durante este mes va
que ¢l aumento de la temperatura fue bastante grande en este pertodo, sin embargo la
tendencia al aumento se recuperd en junio (6° muestreo, 90 dias).

Para Bouteloua curtipendula a pesar de que si hay un aumento en el porcentaje de
colonizacion, este no es suficiente como para que se observe graficamente lo que indica que
Acacia farnesiana es la especie que se coloniza con mayor facilidad por los hongos
micorrizicas arbusculares presentes en el indculo (Gréfica 6).

Segun Jasper et «l, (1993) v Chamizo-Checa et al, (1998) la colonizacion
disminuve cuando aumenta la esporulacion y viceversa aumenta cuando hay menos
esporas, como lo demnuestran los datos para ambos pardmetros, al relacionarlos se puede
observar que realmente el porcentaje de colonizacion aumenta cuando el numero de
esporas es menor,

Hablando de la potencialidad del indcuio, los datos mostrados son consistentes con
lo reportado por Munro er «f (1999) v Corkidi v Rincon (1998), quienes demostraron que

se obtuvieron gracias a la inoculacion plantas mas altas v con crecimientos mas veloces y
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que conforme avanza el tiempo la potencialidad del indculo aumenta (medida como

porcentaje de colonizacidn).

Colonizacion total

|
DAcaca

B Boutelouva

s ol

Muestreo

Grafica 6.Porcentaje de colonizacion total para ambas especies

11.3. Datos de crecimiento

a) Altura

Edad (muestreo)

15 dias (1)
30 (2)
45 (3)
60 (4)

TRC (cm/dia)

Altura (cm)

A. farnesiana

Inoculada Testigo
20.18 11.44
2281 11.84
26.45 12,625

26.61 A 13.79 B
0.029 0.027

B. curtipendula

Inoculada testigo
51.80 29.80
35.78 31.175

36.66667 32.72

3494 a 3169 a
0.024 0.024

Cuadro 6. Alturas promedio para las especies silvestres a lo largo del tiempo. TRC tasa

relativa de crecimiento
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En el caso de 4. farnesiana, los datos muestran que la altura de las plantas se vio
aumentada en el caso de las plantas fueron inoculadas con respecto a las que fueron testigos
y al observar la grifica 7, es evidente que la diferencia en el incremento en altura es

constante a lo largo del experimento.

En los datos finales se ve que las plantas inoculadas de 4. farnesiana son el doble
de altas que las no inoculadas mientras que en ¢l caso de B.curtipendula el aumento en talla
de 1as plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas es de aproximadamente un 10%
lo que sugiere que el efecto de la micorrizacién es menor para esta especie, esto itimo se
ve apoyado por los datos de TRC que fueron calculados para ambas especies y sus
tratamientos, ya que no existen diferencias entre estos valores para los dos tratamientos de

B. curtipendula mientras que para A. farnesiana si existe una variacion.

Figura 14 . Comparacion entre los distintos tratamientos de Acacia
farnesiana
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Acacia farnesiana

30

1
(o o |

25

—eo— inoculada
—=— No inoculada

20

15

Altura (cm)

10

1 2 3 4
muestreo

Grifica 7. Altura promedio a lo largo del experimento para 4. farnesiana

-

AT TR

Figura 15. Comparacion entre los diferentes tratamientos de Bouteloua curtipendula
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Para B. curtipendula, no es evidente un aumento aunque de hecho existe (9% en el

ultimo muestreo) es muy poco para considerarlo.

Al observar los datos de la cuadro 6 para B. curtipendula (grafica 8) se observa que

ambas curvas estan casi a la misma altura.

Bouteloua curtipendula

40
r— 30 -
5
; 50 - —— noculado
_‘:_-, - =~ no noculado
® 0 -

O
| 2 3 4
Muestreo

Grifica 8. Altura, B.curtipenduia
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A partir del anélisis estadistico (ANOVA) se determind que no existen
diferencias significativas en el incremento de altura para €l pasto mientras que para la
acacia si, como es evidente en las graficas 7 y 8 (P<0.05).

Los datos sobre alturas de las plantas inoculadas y no inoculadas, asi como entre las
especies bajo estudio apoyan los beneficios obtenidos por la planta cuando esta es
inoculada, y al comparar las graficas para las dos especies en los diferentes tratamientos
(graficas 7 v 8) se observa que la especie que tiene el mayor incremento en altura es 4cacia

furnesiana.

b) Area foliar

Otro parametro que es de comparacion entre las dos especies de plantas es ¢l del
area foliar (cuadro 7), en el caso de Acacia furnesiana se observa un incremento en el area
foliar con respecto al testigo en todos los muestreos aunque hay una disminucién en el
quinto muestro en ambos casos, de manera que la tendencia al aumento se mantiene
constante. En la grafica 9 se observa que el incremento se empieza a hacer notable a partir
del 2° muestreo, ya que en el primero aparentemente las plantas tenian la misma area fohar.

En B. curtipendula también se observan diferencias entre el testigo y el tratamiento
siendo mayores los valores para area foliar en las plantas que fueron inoculadas, sin
embargo el comportamiento mostrado en la grafica 10 es dificil de interpretar, si se observa
solo la linea correspondiente a las plantas inoculadas el incremento en area foliar aparece
gradualmente, al observar la linea correspondiente a los testigos se ve que los valores para
area foliar son practicamente los mismos durante los dos primeros muestreos, en el tercer
muestreo se separan v el mayor drea es para €] testigo, aunque en el cuarto muestreo baja
otra vez, esta vez con valores menores que el tratamiento \ a partir de este punto los

valores para el testigo siempre fueron menores gue para el tratamiento.
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A. farnesiana

B. curtipendula

ultimo muestreo

Cuadro 7. Crecimiento en 4rea foliar de las especies silvestres a lo largo del experimento.

Para poder comparar ambas especies fue necesario, calcular el porcentaje de
incremento para el Gltimo muestreo, en Acacia farnesiana este valor fue de 128% y para
Bouteloua curtipendula del 46%, lo que significa que para el huizache el incremento en
area foliar de las plantas inoculadas fue de poco mas del doble con respecto a sus testigos,
mientras que para el zacate navajita de solo la mitad, asi que los resultados muestran que
ambas plantas crecen mejor cuando estan inoculadas, pero las que mejor responden a este

efecto son los huizaches.
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Figura 16. Medicion del area foliar de
Acacia farnesiana

Acacia farnesiana

80 ——noculada

- 110
inoculada;

15 30 45 60 75 a0
dias

Grafica 9. Area foliar promedio para Acacia farnesiana
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Bouteloua curtipendula

R

200 - ——
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160 - /’J_

I
120 - //‘ I
120 - 7 |
100 -
80 -
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40 -
20 -
O - .
dias 15 30 45 60 75 90

Area (cm?)

Grifical0. Area foliar Bowreloua curtipendula.

El drea fohar es un parametro sensible a los cambios ambientales, en particular a la
temperatura v humedad presente en el sistema, por lo que presenta variacion con el
transcurso del tiempo, particularmente en el caso de Bouteloua curtipendula quien presenta
mucha variacion en sus respuestas como resultado de su forma de vida, principalmente por
lo costoso que le resulta la produccion de su follaje, de manera que en estas especies es en

¢l follaje donde se notara cualquier cambio ambiental.

El incremento en el area foliar puede ser extrapolado como un aumento en ia
produccién de fotosintetatos, lo que apovaria que las plantas con mavor area sean las mas
colonizadas, va que como lo indican Liu ef «f., {(2000) para las plantas con relacion
vastago/raiz mayvores, deben satisfacer la demanda de fotosintetatos de las micorrizas que
hospedan, para que a su vez, estas exploren una mavor area v les provean 1os nutrimentos

necesartos.
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Acacia farnesiana
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Grifica 11. Biomasasecag’ planta’ para Acacia farnesiana
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Grifica 12, Biomasa seca ¥'planta’ para Bowtelova curtipendula
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¢) Rendimiento en biomasa seca

A. farnesiana

45 dias (3) 283 248 2.50 1.43

_. 359 -
75(5) 362 249 296 129
0. aSS AL L3S, 186

Cuadro 8.. Biomasa para las especies silvestres en los altimos cuatro muestreos

En el cuadro 8, se muestran los valores para la biomasa en peso seco que solo pudo
ser medida a través de la parte aérea, debido a que los valores para raiz seca no se pudieron
obtener ya que se usaron las raices para los ensayos de colonizacion total, se observa un
incremento en el rendimiento para las plantas inoculadas de Acacia farnesiana, mientras
que para las de Bouteloua curtipendula, la tendencia inicial fue hacia un aumento de la
biomasa, alcanzando el mayor valor en la segunda fecha (30 dias)después decae y se
incrementa ligeramente en la dltima fecha, sin embargo €l comportamiento de klas curvas
entre las plantas inociladas y las no inoculadas, fue similar a lo largo del experimento, esto

se observa de manera muy clara ¢n la grafica 12.
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d) Relacion vistago/raiz

Como se puede ver los resultados se podrian dividir y no habria una clara tendencia
sobre a cual de las dos plantas nativas realmente le beneficia mas la asociacion micorrizica,
asi que a continuacion se presentan los valores de la relacion véstagd/ raiz para las dos
especies y sus diferentes tratamientos de manera que se observa que, efectivamente, €l
mayor rendimiento lo obtiene Acacia farnesiana inoculada, seguida por Bouteloua
curtipendula inoculada, aunque por una gran diferencia, los dos testigos (ambas especies)
no presentaron realmente diferencias en el radio, lo que demuestra que éste parametro es

realmente afectado por la inoculacién micormrizica.

Los datos se presentan en la cuadro 9 y la grifica 13

"7 Relacién vﬁé:&golraiz o

Edad (muestreo) A. farnesiana B. curtipendula

| Inocglada . testigo..  Inoculads - festigo . .

45 dias (3) 0.96 0.55 0.79 0.48

Cuadro 9. Relacion vastago / Raiz, para todos los tratamientos considerados
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Esta relacion muestra que para A. farnesiana el crecimiento de las plantas
inoculadas es tres veces mayor que para las no inoculadas, mientras que para Bouteloua

curtipendula es de sélo dos veces mayor.

Radio vastago/raiz

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40 ;
0.20 1
0.00 -

B Acacia inoc

M Acacia ho inoc

[ Bouteloua inoc

@ Bouteloua no inoc

Radio V/R

43 60 75 80

Dias

Gréfica 13. relacion, vastago /raiz

La relacién Vastago/Raiz que demuestra que la raiz en las plantas micorrizadas es
mas pequefia, lo que sugiere que las Micorrizas estan jugando un papel decisivo en la toma
tanto de nutrimentos como de agua, que de acuerdo a los resultados de Kothari er al,
(1990), puede ser reflejado en otros cambios morfolégicos en la raiz, no solo en el tamafio,
sino también en la exodermis radical que facilitaran la toma de agua y el transporte de
nutrimentos.

La simbiosis planta MA usualmente incrementa la biomasa de la planta y la
fotosintesis y dirige el flujo de una fraccion significativa de los fotoasimilados de su
hospedero al hongo, los estimados varian pero las plantas pueden dirigir del 4 al 20% mas
de fotoasimilado al sistema radical micorrizado.(Bago y Azcén ,2000), como la biomasa no
fue medida en raiz debido a que no se tenian datos de raiz seca puesto que se usaron las
raices para las evaluaciones de colonizacion, sélo se puede hablar de ella como un resultado

mas de la actividad fotosintética, de cualquier manera, el comportamiento es el mismo que
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mas de la actividad fotosintética, de cualquier manera, el comportamiento es el mismo que
con el area foliar, aquellas plantas mas colonizadas presentaron un mayor rendimiento

expresado en biomasa seca como lo muestran la tabla 8 y las graficas 11y 12.

IL.3 Fosforo Total

Finalmente el ultimo parametro que se presenta es el referente al fésforo, los
resultados y graficas para fosforo se presentan en las siguientes figuras (cuadro 10 y grafica
14).

Porcentaje de fésforo por gramo de materiaseca ... .~
Edad (ni;lestreo) Aclrt':c‘:‘a;f;mesianar " o Bom‘eloua cuﬁipe#du)a
ISdiss(l) 000010 000019 . T 000000
302) 7 000135 - 0.00048 777 ©7000015  © T0.00042°
45 3) 00000 000042 000032 000035
75 (5) 000066 o0000st 0000 o002

Cuadro 10. Concentracién de fosforo total en tejido foliar de ambas especies
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En cuanto al fésforo, como es sabido éste es un elemento muy importante que
cuando es limitante fomenta la micorrizacion (Chiariello er al, 1982). Ademads un
incremento en la asimilacién de fosforo puede traducirse en un incremento en la relacion
vastago/raiz (Liu ef al., op cif), de manera que se esperaba que fuera A. farnesiana quien
presentard una mayor cantidad de fosforo en tejido ya que fue la especie que mayor

coeficiente vastago/raiz tuvo y rendimiento en biomasa.

Porcentaje de fosforo total por gramo de
materia seca

il Acacia inoc

DOAcacia testigo

0.0016
0.0014 -

0.0012 - bouteloua
0.0010 -

B bouteloua inoc

0.0008 -
0.0006 -
0.0004 -
0.0002 -
0.0000 -

Porcentaje

Grifica 14. Concentracion de fosforo en ambas especies y sus tratamientos

No se observan claras diferencias en cuanto al contenido de fosforo en el tejido
vegetal hacia ¢l final del experimento, es durante el segundo muestreo existe un evidente
aumento de cerca del triple para A. farnesiana y del doble para B. curtipendula con

respecto a sus testigos, lo que indicaria que durante ¢l periodo en el que se tomé el segundo
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muestreo, (abril), la toma de fosforo fue mayor en las plantas inoculadas, esto se explica
por que las plantas necesitaban un mayor aporte del elemento para incrementar su
crecimiento rapidamente, medido en altura y 4rea foliar, crecimiento que va disminuyendo
conforme transcurre el tiempo, en B. curtipendula porque iniciara la etapa de floracién y en

A. farnesiana porque entrara en una etapa de letargo.

La homogeneidad de las condiciones ambientales generadas por el invernadero y la
fertitizacidn semanal (a pesar de ser baja en fosforo), hace no necesario que la micorriza
mantenga su aporte elevado de fosforo a la planta v por lo tanto se conservo mas o menos
constante la cantidad de fosforo total presente en el vastago.

De manera particular para el pasto la tendencia muestra un incremento en la
cantidad de fosforo durante los muestreos intermedios y al parecer la tendencia es hacta €l
aumento en la cantidad de fosforo total al igual que para los huizaches, no se observa que la
micorrizacion hayva beneficiado a B. curtipendula en con un aporte mayor de fosforo total,
esto se puede explicar debido a que este pasto tiene un sistema radical lo que le permite
explorar una mayor area de suelo (en comparacion con los huizaches), lo que, de acuerdo a
Lynch (19953) repercutiria en una mavor efectividad en la exploracion de un volumen
mavor de suelo, minimizando el valor de las hifas extraradicales, por lo menos en
condiciones de invernadero.

Las diferencias para los contenidos de fosforo entre especies que se presentaron son
consistentes con los tesultados de Zhu er a/, (2000) quienes encuentran que a las
caracteristicas de las raices son determinantes, siendo las del pasto raices mas grandes
pueden explorar un mayor volumen de suelo, sin embargo en el caso de A. farnesiana, la
colonizacion resulta necesaria puesto que seguramente no ha alcanzado el maximo de
desarrollo, debido a lo largo de sus etapa de plantula, v es por ello que depende mas de la
inoculacion en esta etapa.

Sin embargo las plantas siguen presentando condiciones deficientes de fdsforo va
que como lo reporta Marschner (1995) se considera que la mayoria de las plantas tiene
deficiencia de este nutrimento cuando las cantidades presentes son mentores del 0.2%, por
lo que se puede decir que la micorrizacion no fue significativa al considerar este parametro,

este comportamiento puede deberse a las condiciones del experimento va que se mantuvo
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en un sustrato inerte y el unico aporte de fosforo fue la solucidon nutritiva de Long-Ashtong,

que resulté insuficiente para las plantas de 3 meses de edad.

[1.5 Especies micorrizicas presentes en el Inéculo

Finalmente de las preparaciones que se hicieron para conocer los géneros presentes
en el indculo se obtuvieron los siguientes géneros: Glomus, Sclerocystis, Acaulospora,
siendo el que més se encontré en cantidad de esporas y diversidad Glomus e incluso se
pudieron distinguir cuatro diferentes morfoespecies de éste género, aunque sin llegar a su

determinacion.

Figura 17. Esporas de Glomus spp y Sclerocystis spp
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Como lo reportan Sigiienza ef of., (1999) parece ser que las esporas son propagulos
de menor importancia para algunas especies de Glomus, pero muy importantes para la
mayoria de los hongos de los géneros Acaulospora, y Scutellospora, ademas es posible
que las esporas mas abundantes sea porque no encuentran raices para colonizar, por lo que
restaria conocer que especies y géneros de HMA son mas infectivos en cada una de las
especies vegetales consideradas y comparar su efecto con los resultados del indculo mixto

usado en este trabajo.

Aunque definitivamente el suelo es el sustrato mas natural para llevar a cabo los
estudios de MA, la dificultad para controlar sus caracteristicas fisicas y quimicas y su
actividad bioldgica pueden dificultar en ocasiones la interpretacion de los resultados
obtemdos (Bago er of., 2000), se sugiere que los inoculos se masifiquen en un sustrato
estén} y neutro aunque ello implique que para sostener algunos cultivos se deba utilizar una

solucion nutritiva y mantener a las plantas por periodos relativamente cortos,
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Conclusionec

Conclusiones.

Con base en los resultados es evidente que el uso de! inéculo micorrizco facilitara la
reintroduccion de las especies silvestres utilizadas {Acacia farnesiana y Bouteloua
curtipendula), a la zona de estudio ya que disminuira el estrés por sequia al que se verian
sometidas y serian mas resistentes dado que se favorece su crecimiento y la adquisicién de
nutrimentos, principalmente fésforo, sin embargo hacen falta mas evaluaciones del inéculo,
en cuanto a su composicion y su relaciéon con un suelo completo y semejante al de la zona
de estudio, antes de su introduccion al ecosistema para garantizar el éxito de cualquier
programa de repoblacion vegetal.

Antes de utilizar el inoculo generado en este trabajo es conveniente evaluar plantas
colonizadas con éste en campo, a fin de conocer sus ventajas en ¢l ecosistema ademas de
observar el efecto que otros factores pudieran tener sobre las plantas y que en esta ocasién
pudieron ser controladas, como es el caso de la microbiota que no se agregé a las unidades
expenmentales pero que estara presente en el ambiente natural. De manera que no es
posible recomendar el inoculo para la repoblacién vegetal sin antes evaluar sus resultados
en campo.

Finalmente las siguientes son las conclusiones que se obtienen del presente trabajo:

% La mejor especie masificadora para el inéculo mixto nativo a Santiago de
Anaya resultd el Jitomate (Licopersicum sculentum)

3 El in6culo mixto nativo permite una eficiente colomzacion de las especies
estudiadas, principalmente de Acacia farnesiana

* La inoculacion resulté mas ventajosa desde el punto de vista del crecimiento
para Acacia farnesiana debido a su condicién de plantula durante el experimento.

(23

= En ambas especies se obtuvieron mayores rendimientos cuando fueron
inoculadas.
% Se considera en general que el inoculo tiene una alta potencialidad, (medida

como porcentaje de colonizacién) y particularmente para Acacia farnesiana.
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Anexo 1

Anexo

a) Solucion Nutritiva Long Ashton (LANS) Dr. Fred T. Davies Jr., Horticulture &

ForestScience Dpt, Texas A&M University

Soluciones Stock g/l Cantidad de Stocx (ml)para
L
KNO, 850.8 5 mi
MgS0, 7H,0 73.6 5 ml
Ca{NQC:), H;0 188.6 5 mi
Nat, PO. H,C 36.86 .25 mt para 10.25 ppm
Elementos traza - I ml
Citratos (afadir justo antes - S ml
de fertilizar)
Elementos traza &/l
MnSO, H,O .69
CuSo. 5H;0 0.25
ZnS0. 7H,0 0.2
H.BO. 3.10
NaCl 5.9
{NH.)-Mo,0.. H20 0.0865
Solucion Citratos g/l
FeC-H-0, 4.9
H-C.H:O- 4.9

b} Solucién Colorante para raices
a) Azul de tripano en Lactoglicerol, 0.05% (%00mg/1)
b) Lactoglicerol: Acido Lactico 85% 500 m]

Glicerol 500ml y Agua destilada %00 ml

¢) Solucidon extractora de Morgan:

Para la evaluacion de fésforo

100 g de acetato de sodio trihidratado disueltos en 500 ml de agua destilada, agregar
50 ml de acido acético glacial, aforar a un litro vy ajustar pH a 4.8 con acidoacético o

Hidoxido de sodio.

d) Solucién tipo de Fosfatos 25 ppm;

Para la evaluacién de fosforo

Se disuelven 1.1098 g de difosfato de potasio en un litro de solucién extractora de

morgan
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