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I. RESUMEN GENERAL

Se analiz6 el impacto que ha producido el riego con agua residual no tratada
durante un tiempo prolongado en las simbiosis micorrizicas arbusculares {(MA) en el
Distrito de Riego 03 del Valle det Mezquital, Hidalgo, México. Se investigd este impacto
en tres aspectos distintos: a) estudios de campo que consistieron en cuantificar ia
abundancia y diversidad de especies de honges MA v su potencial colonizador en dos
tipos de suelos (Vertiscies v Leptosoles) regados con agua residual durante distintos
periodos (5, 35, 65 y més de 90 afios). b) Estudios de invernadero en los que se cuantificd
la participacién en la transferencia y por ende en la translocacién en las plantas, de
fosforo y algunos metales pesados (Cd, Cu, Pb y Zn). Los anélisis se realizaron en plantas
de maiz micorrizadas con distintes indculos de hongos MA provenientes de Vertisoles
regados con agua residual durante 5 (MOS) y mas de 90 afios (M90) v procedentss de la
vegetacion natural {(mezquital de Prosopis laevigata) nunca antes expuestos al riego ni al
cuitivo (MT). c) Estudios en lahoratorio en los que se aplicd una herramienta molecular
(analisis de regiones hipervariables del gencma minisatélite} para poder determinar si ha
habido cambics genéticos en una de las especies més representativas de estos cultivos
{(Glomus mosseae) que han estado sometidos al riego con aguas residuales por periodos

cortos y prolongados.

Los resultados obtenidos en cada parte muestran que ¢l riego con agua residual no
tratada ha ienido algunas repercusiones en la dindmica de las simbiosis MA. Se observd
que ¢l tipo de suelo determina el establecieminic de estos hongos, independientemente
del tiempo de riego, siendo més faverables los Leptosoles por sus propiedades edaficas.
Se encontrd una menor abundacia i sifw conforme incremena el tiempe de riego en los

Yertisoles, mientras que en los Leptosoles esta disminucidn se presenta Ninicamente en

t
Jomah
[
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los que son regados por mayor tiempe. Ambos decrementos estin directamente
correlacionados con las concentraciones de fosforo disponible y de metales pesados
totales en los suelos. El potencial micorrizico o capacidad de los propégulos de los suelos
de restablecer las simbicsis, no se ha visto aparentemente disminuido. No se encontraron
diferencias significativas entre los porcentajes de colonizacidén de las rafces en los
distintos pericdos bajo riego en los dos tipos de suelos analizados. Sin embargo, estos
porcentajes sen mayores en las plantas que crecieron en los Leptosoles que las que
crecieron en los Vertisoles. Se observo una disminucién en la abundancia de egporas
conforme se incrementa el tiempo bajo riego y es posible que se deba a que la
esporulacion esta relacionada con el metabolismo de carbohidratos de las raices que a su
vez depende de las concentraciones de fosforo. Estas son mayores en las plantas que
crecen en los suelos regados por mayor iiempo y en los que éste elemento mads se
acumula. Por otro lado, la diversidad morfolégica de especies de hongos MA también es
aparentemente menor en los suelos regados durante el mayor tiempo y en 1odos los cascs
las especies que predominan son Glomus mosseae, Glomus aggregatum v Sclerocystis

Sinucsa,

La transferencia y translocacion de fosforo y metales pesados fueron cuantificadas
en Vertisoles regados Gnicamente durante aproximadamente 5 (V03) v mas de 90 afios
(V90). Se observd que ambos procesos se incrementan en los V90 y que no se medifican
significativamente por ia aplicacidon de agua residual en el transcurso de un cultivo. Las
planias que crecieron en los V90 tuvieron conceniraciones mavores en mas de ires
Ordenes de magnitud de estos elementos en raices, tallos v hojas. La contribucion de las
simbiosis A en la transferencia de estos elementos se cuantificd solamente en los suelos
V03 v se enconird que la translocacidn de fésforo, cobre vy zinc en los tres tejidos fue
mavor en las plantas micorrizadas debido probablemente a su bicacumulacién en las
raices. Las plantas no micorrizadas preseniaron una mayer absorcion y transiccacion de

cadmic v en el casc del plomo, no se enconird ninguna diferencia relacionada con la
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micorrizacién. Las plantas inoculadas con los hongos M90 tuvieron siempre los mayores
niveles de Cu y Zn en los tejidos (translocacién), principalmente en la raiz. Sin embargo,
estas conceniraciones nc estuviercn relacionadas con los niveles de colonizacién de las
raices ni tampoco con la esporulacion de los hongos. Por otro lade, el tipo de especies
que se encontraron en este cultivo después de la cosecha fueron similares en abundancia
y diversidad a las de los otros aislados MOS5 v MT. Es por esto que se discute la
posibilidad de que los hongos MS0 tengan una mayor capacidad de absorber metales
pesados en los suelos menos contaminados v con ello de que las plantas los transloguen
en mayor cantidad. Sin embargo, las concentraciones de estos elementos estin en rangos
adecuados para ser considerados como micronutrimentos. También se observd una mayor
esporulacion, y con ello una mayor abundancia de los hongos MS0 cuando fueron
propagados en estos suelos V035, que fue relacionada nuevamente con la disponibilidad

de fosforo en ios suelos y en las plantas.

G. mosseae fue ¢l morfotipo que se encontrd en todos los muestreos de campo, i
sifu después de la cosecha del maiz v en todas las ocasiones en las que se lievo & cabo la
propagacion de los hongos MA en cultivos de invernadero. Esta especie puede estar en
vias de adaptacion y presentar aciualmente mecanismos de resistencia o tolerancia z las
concentraciones de fosoforo de estos edafoecosistemas come resultado de procesos
fisiologicos y/o genéticos. Por esto que se considerd analizar el grado de similitud
gendrica entre los cultivos de hongos que han estado sometidos ai esirés en los suelos
regados por e menor v mavor tiempo. Se selecciond el analisis de la regidn minisarélite
que permite detectar pequefios cambios en las secuencias altamente repetidas de este
genomas, mediante su amplificacion por PCR con ¢l “primer”” Mi3. Las amplificaciones
monospdricas se lievaron a cabo en dos poblaciones de G. mosseae (de los cultivos MGS
v MOS0 propagadas en los experimentos de invernadero} que estuviercn sometidas al riego
con agua residual durante su provagacion. El dendograma v las pruebas de similitud en

los distintos nertiles de bandas analizados muestran que los individuos M90S forman mas
4 q
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grupos diversos que los MS0. Es posible agrupar a los individuos de M05 v M90 en
categorias distintas a pesar de que algunos de los individuos de ambos grupos,
compartieron los mismos perfiles. Los individuos M90 mostraron un mayor cantidad de
bandas pero una menor heterogeneidad en sus perfiles. Estas diferencias no implican una
adaptacién de los hongos al riego sino Unicamente ¢l grade de similitud entre dos
poblaciones. Se discute la posibilidad de que estas diferencias sean debidas a las
condiciones de manejo de los suelos atribuibles a los ciclos de cultivo que se intensifican
con i riego a lo large del tiempo en comparacion con los suelos regados durante menor

tiempc y anteriormente destinados a la agricuitura de temporal.

Se concluye que el impacto que ha tenido el riege con agua residual durante més
de cien zfios en las poblaciones nativas de hongos micorrizicos arbusculares no ha
disminuide la micorrizacién sino ha producido cambios en las estrategias de propagacion
de estos hongos. Es posible, sin embargo, que el impacto no pueda ser apreciado
mediante diferencias estructurales de estas simbiosis comeo los parémetros que aqui se
on y estas poblaciones difieran fisioldgica v genéiicamente. Parte de esio se
aprecio en los distintos cultivos en su capacidad de absorber metales pesados con la
consecuente tramsiocacion de los rusmos por las plantas de maiz. Los grados de
variabilidad encontrados entre las poblaciones de los suelos regados por cortos y largos
periodos de tiempo con aguas negras deberan probarse postericrmente en su respuesta al
riego para poder conocer si los hongos MA estén en proceso de adaptacién a estas
condiciones. Sin embargo, se demuesira en este trabajo que ha habido cambios arribuibles
al riego con aguas no tratadas en la dinamica de esta simbiosis la cual es fundamental
para los edafoecosistemnas agricolas. Este rabajo es un estudio completo acerca de los
{actores que se deben considerar para seleccionar bicindicadores adecuados del grado de
deteriorc de estos edafoecosistemas que sirvan para Usvar a cabo las pracucas de

restauracién v para lograr un manejo sustentable de los mismos.
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I INTRODUCCION GENERAL

La utilizacion de distintos materiales de desecho como aguas, lodos, desperdicios animales
y otros en la agricultura mundial, ha sido una consecuencia de la explosién demografica e
ndustrial. A su vez, ha contribuido al aumento de la productividad de las tierras cultivables en
algunos casos, pero en otros ha provocado la contaminacion de las mismas v ha repercutido en
una transferencia de sustancias tOxicas a la cadenma tréfica (Naranjo v Biswas, 1997). La
aplicacion de aguas y lodos residuales en la irrigacién y fertilizacién de campos de cultivo se
na practicado a nivel mundial a diferente escala. Esto tiene a su vez, distintas implicaciones
ambientales como la salinizacion, eutrofizacion, liberacidn de amoniaco y/o oxidos nitrosos al
aire (N20), percolacidén de nitratos a los mantos freaticos, degradacidén de los suelos,
disminucién de la calidad de los productos agricolas, transferencia de elementos t¢xicos para la
salud humana v el ecosistema, asi como distintas parasitosis (BGS, 1958). E! uso agricola de
as aguas residuales, por otro lado, previene la contaminacion directa de los cuerpos acuaticos
naturzles y permite la explotacion de tierras aridas {Bond, 1998). México ¢s un pals en el que
mas de la mitad de las tierras agricolas son de temporal: de los 270 mil km?, 58 mil son
rrigados y sdlo 1365 {que corresponden a una superficie cercana a las 160 000 ha) son regados
con aguas residuales. En el caso de paises desartollados ¢ industrializados, los tratamientos
secundarios de estos desechos son oracticas comunes (Smith et ai.| 1996). Del mismo modo lo
es la normatividad en cuanto a la aplicacién y el monitoreo de su usc (US-EPA, 1992;
Campbell, 2000). En coniraste, en los paises en vias de desarrollo, son pocas las ocasiones en
que, tanto el fratamiento de residuos como el monitoreo v normatividad parz su aplicacidn,

sean una practica comun.

La mayor parie de los estudios acerca de los efectos causades por ei uso de desechos en la
oroducuavidad alimentaria, han side dirigidos a evaluar la presencis, persistencia v
ransferencia de contaminantes (Bond, 1998). A esto se afiade que en los Gltimos diez afios, las
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concentracionss de $stos en las aguas residuales se incrementd en un 150 % (Naranjo v
Biswas, 1997). El enfoque actual es optimizar las practicas agricolas para que ef manejo de los
residuos cause ¢l menor deterioro ambiental posible v resulie sustentable su utilizacion. Dentro
de éstas, el manejo es el factor mas importante a considerar, dado que es la clave para un uso
prolongado y racional del suelo (Bond, 1998). Es evidente que las propiedades de los suelos
afectan directamente el crecimiento de las plantas y de los microorganismos (Johnson y
Pfieger, 1992). A su vez, los microorganismos estan directamente invelucrados en los procesos
de fertilidad de los suelos y son uno de los fundamentos dentro de esta sustentabilidad (Herre,
1998; Friedel et al, 2000). Sin embargo, son pocos los estudios realizados que analizan el
impacto en la actividad microbiana en suelos regados con aguas residuales. Dado que la gran
cantidad de materia orgénica adicionada con el agua residual es transformada por las
poblaciones microbianas, si éstas se ven reducidas en su abundancia y /o actividad, también se
vera afectada la fertilidad de los suelos {Berthet et al., 1984; Tiller, 1989). Dentro de estas
poblaciones estan los hongos formadores de micorrizas, que son asociaciones simbidticas que
se establecen de manera natural en las raices de los cultivos v estdn representadas por lag del
ipo arbuscular. Este término hace referencia a la estructura que caracteriza a esta micorriza en
particular y que es ef arbusculo, formado dentro de las células de las raices de las plantas v que
es la principal zona de intercambio iénico en estas simbiosis. Los hongos micorrizicos
arbusculares (MA) tienen una participacidn destacada en la transferencia ¢ absorcién de
rutrimentos del suelo a la planta y por ende influyen indirectamente en !a transiocacion vegetal
que es ¢l movimiento de los iones dentro de los tejidos v que se ve favorecida por una
ploacumuiacion de los nutrimentos gracias 3 la formacion de las simbiosis. Por otro lado,
rambién desempefian un papel protector en contra de ios patdgenos del sueio siendo por tode lo
anterior que pueden ser considerarlos como organismos clave para evaluar Iz fertilidad de un
sueic. Asi mismo, estos hongos son importanies en 108 procesos de restauracion de terrencs
sobre-explotados, sobre-fertilizados ¢ contaminados (Bethlenfalvay v Linderman, 1992;

Rebson et al, 1994; Batchugiin et al., 1696},
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Es por esto que es necesario tener un conocimiento previo acerca de los efectos causados
vor distintos impactos ambientales como el uso agricola del agus residual en los hongos MA.
Con base a esto, se evalta la posibilidad de involucrar ei manejo de estos organismos en
cualquier estrategia de restablecimiento o restauracién {Batchugjin et al, 1996). Sin embargo,
vocos son los estudios que analizan e} impacto del riego prolongado con aguas residuales en
stas simbiosis. Esto se debe a que es prioritaric evaluar el efecto que causan fuenties de
contaminacién mas poderosas e inmediatas, como los desechos industriales o los lodos
esiduales {Domsch, 1984; Giller et. al, 1998; Campbell, 2000). Ademas, la biofertilidad del
suelo, considerada como cualquier proceso bioldgico que favorezca la mineralizacidn de los
wtrimentos, es atribuida mayoritariamente a otros microorganismos v simbiosis, como los
16dulos fijadores de nitrogeno (Giller et al. 1998; Hoflich et al., 1699; Friedel et al., 2000). Por
otro lado estd el hecho de que la mayor parte de la informacion generada sobre hongos MA
orocede de suelos con severos problemas de disponibilidad de fosforo y se cuenta con muy
b0cos estudios acerca del impacto en las poblaciones que estén sometidas z elevadas
oncentraciones de este elemento disponible (Khalig y Sanders, 2000). Las practicas agricolas
le cualquier tipo {rotacién de cuitivos, roza, tumba v quema, tecnificacion, etc.) influencian y
leterminan el establecimiento de las simbiosis MA en los cultives (Johnson v Plleger, 1992;
Favito y Miller, 1998; Hoflich et al., 1999). Los estudios en campo han intentado cuantificar
le que manera se desarrollz su dindmica v si ésta se ve afectada. Esto se ha tratado de
leterminar a través de medidas de abundancia de los hongos {esporulacién y/o produccién de
biomasay v de ia diversidad de sus especies, de la dindmica de colonizacion radical
infectividad, potencial colonizador), de los efectos en las plantas (altura, biomasa vegetal
adical y/o aédrea, etc.) v de la produccidn de los cultivos (efecrividad de las simbiosis). AGn
uando el estudio de estos parametros estan siendo rapidamente complementados con nuevas
netodeloglas basadas en téenicas moleculares (Clapp et al, 1993; Jacquot € al, 2000) la
nformacion obtenida con base a ellos sirve como punto de partida para establecer indicadores

en estudics de monitoreo edafoecoldgico v de impacto ambiental (Giller ot al,, 1958

~
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Por otro lado, los estudios ecotoxicolégicos consideran prioritario el establecer cémo las
sustancias que son producto de la actividad humana y son vertidas en los ecosistemas, pueden
legar a producir efectos que alteren su estructura v funcionamiento, Estas sustancias tienen
muy diversos origenes quimicos y por tanto, grados de ecotoxicidad {Parr, 1983). Dentro de los
componentes de las aguas residuales, existen muchos desechos peligroscs que no son
climinados, neutralizados o retenidos después de los tratamientos primarios de sedimentacion.
Crnire €stos estan los iones metélicos que quedan inactivados al formar complejos con la
materia organica. Algunos de estos metales no forman parte del metabelismo natural de los
organismos, por lo que los afectan al competir con elementos que si son esenciales en las
eacciones bicquimicas. Ejemplos de éstos son el mercurio, el cadmio, ¢ plomo v el aluminio.
Otros como el cobre y el zinc son micronutrimentos que pueden llegar a ser tOxicos en
concentraciones aun pequefias (mayores a 1 000 mg por kilogramo de peso del organismo),
sausandoe distintos grados de estrés fisiclégico v hasta la muerte. Por otro lado, son muchos v
nuy complejos los mecanismos de abscrcidn, acumulacién, toxicidad, almacenamiento-
iesintoxificacidn y con esto la induccién de tolerancia, etc., que los distintos organismos
oresentan ante elevadas concentraciones de metales. Concerniente al papel en estos procesos
ie las simbiosis MA, la principal preocupacidn consiste en establecer como estas pueden
articipan en la transferencia ({bioacumulacién) y con eilo en la translocacién vegetal de estos
zlementos de los suelos a las plantas. Cuando las concentraciones de metales esenciales (Mg,
Cu, Zn, Fe) estdn dentro de intervalos adecuados de los micronutrimentos, los hongos MA
avorecen la absorcion v con ello la translocacion de los mismos (Manjunath and Habte, 1988;
{aselwandter et al., 1994; Smith and Read, 1997). Sin embargo, cuando las concentraciones en
0s suelos son elevadas, no es claro ain si la formacién de estas simbiosis contmbuyen a una
nayor transferencia y si tienen un efecto protector reteniendo a los metales en los tejidos
adicales {bioacumulacion). Esto se debe a gue no son comparables las condiciones
>xpenimentaies v de campo en las que se han realizado los estudics. A la luz de dichas
nvestigaciones se puede (nicamente conchuir gue los efectos antes mencionades dependen de
a especie de honge y de planta, del tipo de metal y de sustrato y del ambiente fisicoquimico

Languerai-Leman 1999),
X - 7
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Aunade 2 esto esta el hecho de que el fosforo es el principal elemento que regula el
stablecimiento de estas simbiosis. Elevadas concentraciones de fosforo ejercen un efecto
ntagénico, completamente comprobade, en su desarrolle (Menge et al., 1578; Cooper, 1984;
/alenting et al, 2001). En el caso de este elemento, estudics en condiciones muy diversas
anto de especies de hongos como de plantas, han permitido gemeralizar que las
oncentraciones de fosforo disponible regulan diversos aspectos de las simbicsis {germinacion
ie las esporas, inicio de la colonizacion y abundancia en las raices, esporulatcion, etc) y con
o de todo el ciclo de vida de los hengos MA. Cuando ias concentraciones de fosforo inhiben
a formacion de las simbiosis MA, se ha visto que esio puede tener repercusiones en el
netabolismo del fosforo en la nutricién vegetal. Adicionalmente, estos efectos pueden ser
1stos desde un punto de vista ecoldgico, como la alteracion del balance costo-beneficic que
nvolucra sostener el metabolismo “extra” del hongo mediante los fotosintatos (Marschner y
Dell, 1994) cuando la planta no requiere del hongo para la absorcion de este elemento. Desde

] punto de vista fisioldgico, =l balance interno de carbohidratos en las plantas se modific
=l » I

o

uando los requerimientos de fosforo son los adecuados v esto involucra cambics en la
ranslocacidn de los fotosintatos a las raices, en la permeabilidad de las membranas y la
sceptividad celular (Graham et al, 1981). Desde el punto de wvista bioguimico, existen
ambios a nivel de transcripeion v traduccion de proteinas especificas en las planias, asi como
ambios en las afinidades de las enzimas por los complejos (Km}. Tal es el caso de la
oncentracion de los lones polifosfato (P04 que también repercuten en la activacidn o
lesactivacion de genes involucrados en las simbiosis {Maldonade-Mendoza et al., en prensa).
i1 embargo, existen poblaciones de hongos MA que son tolerantes o resistentes a los metales
esados v a las concentraciones de fosoforo elevadas {Cooper, 1978; Gildon y Tinxer, 1981}
31 bien es clerto que, en muchas ocasiones, éstas se consideran come resistentes por el sdio
echo Je gue se encuemiran presentes en dichas condiciones, sin gue se tenga informacidn
cerca de los mecanismos por los que estan siendo resistentes {pueden ser fisioldgicos v/o
renéticos). En este sentido, la resistencia o tolerancia implica en e primer caso, mecanismos
le defensa en contra de la absorcion de elementos toxicos v en ¢l segundo, mecanismos

imicamente de desintoxificacion de los mismos. Ambos procsses pueden existir en cualguier

-9 -
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organisimo, pero en los hongos MA estos procesos pueden ser adquirides a través del
exhabitant u hospederos (como la compartamentalizacién en las paredes cefulares, la
formacion de fitoquelatinas, etc.) protegiendo a los mismos de posibles efectos tdxicos al no
ser incorporados en su metabolismo. O bien sean los hongos los que confieran esta resistencia
. ias plantas al incorporarios en sus paredes celulares y citoplasma e impidiendo su
ransferencia directa hacia las plantas (Dueck et al, 1986; Tomsett et Thurman, 1988). En
cualquiera de estos casos, son varios los niveles en los que se pueden estudiar los mecanismos
especificos de estos procesos. Los primeros estudios cldsicos consideraron que la abundancia,
jiversidad y porcentajes de colonizacién eran buenos indicadores de resistencia. Otras
nvestigaciones han abarcado la adaptacion fisiolégica, probando sl efecto de concentraciones
levadas de metales y fosforo en la germinacion de las esporas, inicio de la colonizacién, en la
bsorcion de dichos elementos y en la esporulacion (Weissenhorn y Leyval, 1996; Joner vy
Leyval, 1997). Recientemente, los estudios se dirigen a analizar las caracteristicas genéticas
jue puedan evidenciar los mecanismos mediante los cuales los hongos MA estin en camino de
a adaptacion a este tipo de estrés. Sin embargo, en el estudio de la adaptacidn de los hongos,
10 s¢ pueden considerar diferencias en donde la apariencia de las distintas estructuras no
efleja su fisiologia. Otros esiudios argumentan que la tolerancia de los hongos MA observada
>n algunos cultivos es facultativa v puede activarse o desactivarse de un cultivo a otro cuando
10 son mantenidas las condiciones de estrés (Weissenhorn y Leyval, 1996; Joner v Leyval,
1997). Del mismo modo, estudios genéticos que no demuestren el aislamiento de genes
esponsables de dicha tolerancia, tampoco demuesiran que las diferencias enire aislados
nvolucren por 8i mismas, los mecanismos de la rolerancia. Lo que hace falta entonces es ilevar
L cabo un estudio completo gue aportara informacién acerca de cada unc de estos aspectos v
Jjue permitiera que se comprendiera mejor el complejo procese de la posible adaptacidn de las

1

species a los cada vez mds cambiantes scosistemas, producto del desarroiio humane.

En este contexio se enmarca esta tesis docioral. Fi estudio se leva a cabo en of Distrito de
iego 03, Hidalgo, Meéxico, que es ¢l més grande v antiguo del pais (Siebe v Cifiemes, 1993)

s del mundo (Siebe v Cifuentes, 1995; Sieve v Fischer, 1996; BGS, 1998; Naranjo v Biswas,
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1997). En sste Distrito encontramos diferentes unidades de suele que han sido regadas durame

distintos lapsos de tiempo con aguas residuales no tratadas. Esto permite estudiar ¢l impacto

oroducido en el tipo de suelo tanto como por el tiempo bajo riego. El propésito de la tesis fue

=studiar los efectos producidos por un siglo de contaminacién de estos edafoecosistemas en la

iindmica de las simbiosis micorrizicas arbusculares. Fueron tres los objetivos generales que

dieron lugar a la estructura del trabajo:

1

)
et

{Objetives generales

Se evalud si las poblaciones autdctonas de hongos micorrizicos arbusculares de los
suelos agricolas del Valle del Mezquital, han sido afectadas por la aplicacion a los
suelos de agua residual, en especial por el aporte de fosforo v la acumulacion de

metales pesados totales.

Se determind si las micorrizas arbusculares contribuyen a la transferencia y con
elio a la translocacidn de fosioro y algunos metales pesados (Cd, Cu, Pb y Zn) en

z

uno de los tipos de suelo mas susceptibles de este edafoecosistema.

Se analizé & través de distintos parametros micorrizicos v molecuiares, st ias
poblaciones de hongos MA del Distrito Riego 03 desarroilan caracteristicas que

1

pueden implicar posibies cambios para su adaptacion al riego con agua residual.

-11-
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

Los objetivos planteados anteriormente condujeron a estructurar la tesis en tres capitulos,

ada uno de ellos se basd en los resuitados del capitulo precedente. Se describen los objetives

specificos de cada uno.

Capitule 1. Estudios de campe.

) De manera exploratoria, se cuantificd el impacto debido al tiempo de riego con aguas

=

residuales en un corto y largo plazo (5 y més de 90 afios) en la abundancia de esporas de

hongos micorrizicos arbusculares en dos unidades de suelo (Vertisoles vy Leptosoles) del

Distrito de Riego.

) Se anatizod el efecto que producen distintos pericdos de riego con agua residual (5, 35, 65 v
mas de 9C afios} en el potencial colonizador del suelo (abundancia de esporas y porcentaje
de colomizacidn) v en la diversidad de especies de hongos micorrizicos arbusculares en

Vertisoles vy Leptosoles del Distrito de Riego.

Capitulo 1L Tstudios de invernaders,

Se determind la participacidn de los hongos micorrizicos arbuscuiares en absorcidn de

et
he)

fosforo v algunos metales pesados {Cd, Cu, Pb v Zn) v en su translocacién en un cuitivo de

maiz, en Vertiscles regados durante 5 v 95 afios.

J
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2} Se estudio si las diferencias en la abundancia y diversidad de esporas de hongos MA al ser
sometidos a condiciones de mayor, menor o igual contaminacion con el riego con agua

residual no tratada implicaban grados de tolerancia a estas condiciones.

Capitule 111 Estudios de laboratoris.

1) Se aplicd una prueba molecular sensible z la deteccién de variabilidad intraespecifica
p P P

(regicnes minisatélite) para saber si los distintos cultives de una especie de hongo MA

representativa de los suelos del Distrite de riege (Glomus mosseae) pueden ser

diferenciados genotipicamente a través de este analisis.
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Resumen

Se presentan los primercs trabajos de campo existentes en los que se estudio el efecto del riego con
13 residual en las simbiosis micorrizicas arbusculares, en uno de los Distritos de Riego mas grandes v
iguos del mundo. Se analizaron las concentraciones de fdsforo disponible v metales pesados totales
no los principales factores que pudieran gjercer un impacto negativo en ias poblaciones nativas de
0s hongos. Se encontrd que el tipo de suelo (Leptosal vs. Vertisol), es el factor determinante en la
ulacion del impacto por el dego Esto se observé en la abundancia de esporas en campo v después de
cicio de propagacion en invernadero, en el porencial colonizador de los suelos v en la diversidad de
ecies. El tiempo de irrigacidn tiene efectos negativos en la abundarncia de ssporas, inclusive en la
macién de vesiculas y esporas intraradicales, lo cual se evidencid claramente a los 95 afios bajo dego
los Vertisoles. Por el contrario, la cclonizacidn de las raices no se ve alterada por &l tiempo de
gacion sino por el tpo de suelo, por io que ¢ porencial colonizador de los suslos no se ha visto
ctado Del misme modo, se observd un decremento en la diversidad de esporotipos en los susios
ados durante ¢ mayor tiempe.

Palabras clave: micorriza arbuscular, agua residual, fésforo, merales pesados, contaminacidn
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Abstract

For first time, the impact of wastewater irrigation on arbuscular mycorrhizal fungi in the Mezquital
lley, one of the biggest croplands in the world, is documented. Two factors that may affect the
igenous mycorrhizal soil populations, available phosphorous and total heavy metal concentrations,
re the analyzed. Soil type was the main factor affecting the irrigation impact. This was determinate by
> abundance of arbuscular mycorrhizal fungal spores in field and culture propagation samples, and in
1 colonization potential and morphotype {roughly equated to AMF species) diversity. Length of time
der irmgation negatively affected the abundance of AM spores, including intraradical spores and
sicles. This effect was evident in the 95 years irrigated Vertisols. Colonization potential of neither soil

s affected by the irrigation period but it was influenced by soil type (or some factor or factors
rein).

Key words: arbuscular mycorrhiza, wastewater, phosphorous, heavy metals, scil contamination.

Introduccidn.

El uso de aguas v lodos residuales en la irrigacién de terrenos agrico
ndiaimente a diferente escala v con distinto grado de impacto ambiental {British Geological Survey,
7S, 1998). Reutilizar el agua residual en el riege es menos costoso que trataria v con ello se evita
aminar a [os cuerpos acuéricos superficiales quienes son los receptores de los desechos en caso de
> no se pueda solventar su tratamiento. El uso de aguas residuales contribuye al reciclaje de los
rimentos, reduce la aplicacion de fertilizantes costosos y aumenta considerablemente la productividad
las tierras 4ridas (Kefley et al, 1984; Bond, 1998). Este hecho es particularmente ventajoso México
donde méas de la mitad de las tierras agricolas son de temporal- de los 270 mil km2, sélo 58 mil son
gados v 1 365 son regados con agua residual {Siebe v Cifuentes, 1995). Sin embargo, se reconocen ya
chos efectos causados por el uso de lodos v aguas residuales en la produccién de alimentos. Entre
0s se encuentrz ia eutreficacidn de sueios y cuerpos de agua superficiales, la liberacion de amoniaco vy
dos nitrosos a la atmosfers, la percolacion de nitratos a los mantos fredticos, la contaminacion de ‘os

l0s con sustancias potencialmente t0xicas, la disminucién de la calidad e los productos agricolas por
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absorcicn de elementos toxicos para la salud humana, amimal v del scosistema v en la diseminacion de

rasitos v enfermedades.

La mayor parte de los estudios han sido dirigidos a evaluar la presencia, persistencia v
nsferencia de contaminantes. El enfoque actual estd encaminando al implemento de practicas
icolas convenientes para que la aplicacion de aguas residuales cause e menor deterioro ambiental

sible y permita un uso sustentable del suelo v de los agroecositemas (Bond, 1998).

Las propiedades de los suelos afectan directamente el crecimiento de las plantas v de los
croorganismos (Johnson y Pfleger, 1992} v el papel de ésios en su fertilidad es uno de los
damentos dentro de esta sustentabilidad (Dahlin et al, 1997). La gran cantidad de materia organica
cionada a los suelos con el agua residual es transformada y reciclada a través de procesos
crobiancs. Es por esto que si las poblaciones microbianas se ven reducidas en cantidad y/o actividad,
productividad del suelo puede verse muy disminuida (Domsch, 1984; Tiller, 1989, Giller et al., 1998).
s hongos micorrizicos del tipo arbuscular (WA) forman parte de estas poblaciones microbianas. Ellos
man simbiosis con las raices de casi todos los cultivos agricolas. Estos hongos incrementan la
sorcion y ransferencia de nutrimentos a las plantas y las protegen contra patogenocs del suelo L
bicsis MA mejora el rendimiento de las plantas principalmente porque incrementan la absorcién de
foro. Del mismo modo, los hongos MA permiten que haya una mayor absorcion de elementos poco
viles en e suele por el rapido crecimiente del micelio que incrementa el gran volumen v superficie
absorcion del suelo de maners mas eficiente que las raices de las plantas. Esto permite considerarlos
mo Organismos clave en los procesos de restauracién de terrenos sobreexplotados, sobrefertilizados o
ntarninados (Stahi et al, 1988; Rethlenfalvay v Linderman, 1592; Robson et al, 1994; Atkinson,
00).

S¢ han lievado a cabo algunos intentos en la manipulacion de esios hongos micorrizicos sin un
encimiento del comportamiemo de las plamas v los hongos incluyendo su fisiclogla v ecologia. Es
cesario gemerar conocimiento acerca del modo en que las poblacicnes han sido afectadas {quizés
fadas) por <l uso de aguas residuales. Es importame conocer si y ¢omo han sido afectados los hongos

1 el papel que ¢stos desempefian continda siendo el mismo o han imroducido uno nuevo £n asociacidn

L0
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nun cultivo en particular. Por ejemplo, estos hongos permiten disminuir ef estrés en las plantas
rmitiéndoles una mayor aclimatacion a la contaminacién? o contribuyen activamente en la tolerancia

teniendo ¢ acumulando los contaminantes?.

Los suelos agricolas regades con agua residual reciben aportes excesivos de nutrimentos,
rticularmente de fosforo proveniente de los detergentes. El fosforo se considera inhibitorio para la
nbiosis, jurto con el efecto adicional que pudieran tener otras fuentes de contaminacién como lo son
s metales pesados. A pesar de que se sabe mucho acerca de los efectos del fésforo en las micorrizas
susculares, comparativamente se ha descubierto muy poco acerca de la influencia que los metales
sados puedan tener en estas simbiosis. Se sabe que a concentraciones traza de estos elementos, los
ngos MA participan positivamente en su absorcidn como micronutrimentos para desarrolio vegetal.
1 embargo, cuando los metales pesados se encuentran en concentraciones mayores, en ocasiones a
reles toxicos, pueden ser transferidos y en consecuencia translocados en mayor cantidad en las plantas
nbidticas que en las no simbidticas. Alternativamente, es posible que los hongos MA también

sarrollen un papel protector en contra de su absorcion,

La zona de esindio: el Disirito de Riego 03 en o} Valle del Mezquital.

El estudic se llevé a cabo en el Distrito de Riege 03, Hidalgo, México, considerado el méas
ande y antiguo del pals (Siebe and Cifuentes, 1995) v del mundo (Siebe v Cifuemes, 1593; Sigbe v
scher, 1996; Naranjo v Biswas, 1997, BGS, 1998; Campbell, 2000). Lz heterogeneidad que presentan
s unidades de suslo v tierpos de irrigacion, o hace un escenaric potencial para estudiar e impacto
e ha tenido la apicacion de agua regra en las poblaciones nativas de hongos MA v =n la dinamica de

 simbiosis que ellos forman.

El Disirizo 03 esta sruado entre 3C v 110 km al N de la Cludad de México, a una LN entre 19°

- 20° 30" y una LO entrs 98° 59°- 95° 38 El clima en &l Mezquitel es templiado seco considerado
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mo el mas himedo dentro de los aridos. La temperatura anual promedio oscila entre 12 y 20 °C y la
ecipitacion s de 530 mm en una altitud de 1 300 a 2 100 msnm. Frosopis lgevigata (Willd.) M. C
hnst. (Leguminosae), ¢l Mezquite, es la especie que da nombre al lugar ya que domina Ia fisionomia
| matorral xerdfilo o bosque espincso. Actualmente, debido a que una gran parte de la superficie ha
do asignada a la produccién agricols, la vegetacién natural se limita a los cerros circundan &l Valle
Varanjo y Biswas, 1997). Los suelos se han caracterizade taxondmicamente como Vertisoles ettricos,
2ozems calcreos y héaplicos v Leptosoles rendzinicos y mélicos. Presentan ranges de pH desde 6.9
ista ligeramente alcalinos entre 7.6 a 8.2, Como consecuencia de la irrigacion estos valores se han
crementado cerca de diez veces ¢ mas (Siebe v Cifuentes, 1995; Flores et al., 1997). La conductividad
cctrica varia entre 0.8 mS/cm para suelos de temporal v de ! a 3.4 para los irrigados (Siebe v
fuentes, 1995). Los contenidos de carbonato de calcio (CaCO3) son muy variables y dependen de las
idades de suelo, pero pueden ser menores al 2 % en Vertisoles, entre 1 v 3 % en Feozems, yde 32 6
y hasta 18 % en el horizonte superficial de Leptosoles rendzinicos (Carrillo v Cajuste, 1992; Siebe v
fuentes, 1395). Los contenidos de materia orgénica en suelos de temporal son de 1.4 al 2 % (Siebe y
scher, 1996). A mediados de los 70's, los principales cultivos sembrados fueron trige {12-3C %), maiz
3-45 %), alfalfa {25-40 %) y jitomate (14 %). Los cultivos de temporal (25 %) eran fHjol, avena,
bada, chile verde, hortalizas como papa v frutales (Terén, 1956; Mendoza, 1581). Para 1997, el déficit
1 la produccién de maiz en el Estado desplazd los otros cultivos, por lo gue el 41 % de la superficie
mbrada correspondi¢ Gnicamente a la produccidn de este cultive v 41 % de aifalfa, produciéndose
ile, frijol v trigo en la restante. La siembra se ha basado en un sistema de rotacién cuya base es la

falfa y se alterna con maiz, fiijol v trigo (Teran, 1956).

La irrigacion con agua residual en el Mezquital fue anterior a 19453, fecha en la que se decrstd el

iStTte por la emtonces Secretaria de Agriculturs v Recursos Hidraulicos (SARH) (Mendoza, 1931).
ste decreto se hizo oficial por acuerdo presidencial en el afio de 1633 (Teran, 1938) Sin embargo,
bido al propic crecimiento de la zona metropolitana del Valle de México, desde iz épcca de la Colonia
asuid la necesidad de desalojar vollimenes cada vez mayorss de ias aguas usadas. Asi se comenzd en

71, la comstruceidn del Tajo de Nochistongo que duré hasta 1789 y sirvid para encauzar el agua
sidual hacia el rio Tula {0 Dren Lagunilla) a través del ric Cuauhnitian. De este modo, la irrigacidn

ricola data desde 1886 (Sanchez, 15835) v es paralela & la constraccidn del Gran Canal de Desagus v ¢

-
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]

3]

b3
1



tega-Larrocea M. P. Hfecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I. Introduccion.

el de Tequisquiac hasta 1504. En este afio se hace la consecion del uso del agua al Distrito de Riego,
e va existia de manera no oficial y que en 1912 se tiene ya formalizada (Siebe y Cifuentes, 1993).
ra los afios 70's, el encauzamiento y almacenamiento cel agua negra de la capital hizo posible su
licacién a gran escala en los suelos del Mezquital, productivamente inexplotados debido 2 1a aridez de
zona. Sin embargo, €sta no fue la Gnica razén para la creacion del Distrito ya que ef déficit de
oductos basicos y la necesidad de autcabastecimiento de la demanda nacicnal, obligaron a explotar
evos territorios. En los afios 1925-1938, la mayoria de los rerrenos de siembra fueron asignados al
g0 (Flores-Delgadillo et al, 1992) v para 1983, se cubrid entre el 80 v 94 % del area cultivada
anchez, 1985). Esta superficie aumenta conforme se incrementa ¢l voliimen de agua de desecho: entre
141926 se regaban 14 000 Ha, duplicindose para 1950 v va en 1953, la superficie oficial se delimito
32 000 Ha (12 municipios). En 1965 eran irrigadas entre 42 500 y 50 100 Ha, 83 000 para 1983 vy
roximadamente 100 000 en 1997 (Siebe y Cifuentes, 1995; Flores et al, 1997). Estas cifras
nifiestan que la planeacidn del Distrito no fue lo que se calculd para el afio 2000, en el que el nimero
hectareas irrigadas serfa cercano a 13 000 {Cuadra, 1981). Por otro lado, no todos los terrencs
yados reciben la misma calidad de agua: en 1995 de 85 000 Ha, 10 000 eran regadas con agua negra
1da, 35 000 con una mezcla entre agua cruds {80%) y agua pluvial {20 %) almacenada en presas, 235

1hid { y ndhA T masta At
0 Ha con agua que recibid un tratamiento primarioc al ser almacenada en la press Endhd. Fi resto que

rresponde a tervenos situados 2 altitudes menores & 1 900 msnm, reciben el agua recuperada de los

nales que tiegan a suelos de mavor aititud v agues de drenaje (Siebe v Cifuentes, 1995).

Impacio ambiental,

Ela

Foved

aporte de nutrimentos con el riego {especialmente N v P) ha contribuide al enriguecimiento de
- suelos (aunque naturalmente rices en Ca, X v otras bases) lo que ha aumentado la productividad de
zena comparada con la de temporal {Siebe v Cifuentes, 19935). Palacio et al. {1994} v Palacic v Siebe
794} muestran un enriquecimiento en ef Valle en C orgénico, N, P, K v Mn debido al rego. A través
la apiicacion de agua cruda, se sstima una adicion anual de hasta 580 kg/ha de N, 250 de Py 780 de

13-
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(Siebe y Cifuentes, 1595; Siebe, 1998). Sin embargo, la calided de! agua, el tiempo y volumen de
igacion que varian dependiendo de la unidad de suelo, estacién del afio v tipo de cultive, son
terminantes en la acumulacién de contaminantes. La calidad del agua ha cambiado con el tiempo
sando de inicialmente doméstica, a doméstica e industrial desde los 507s. En 1989, de 71 m3 anuales
e s¢ generaban en la Ciudad de México, un 55-67 % eran de origen doméstico, 11-17% industrial y
-34 % de servicios y comercios {Naranjo v Biswas, 1997). A esto se suma ¢l usc indiscriminado de
s detergentes, cuya produccién comercial comienza en México a mediados del siglo pasado v en diez
os reemplazé a ios jabones hasta en un 80 %. Aun asi, en los 70's, la calidad del agua cruda se
nsideraba aceptable para su utilizacién agricela ya que la mayoria era de uso municipal. En 1990 se
leuld un aporte de 470 kg/ha de metales pesados, 712 de B y 2 340 de detergentes (Naranjo y Biswas,
97). Come ejemplo, en 1993 los lodos residuales se calculaban aproximadamente en 12 000 toneladas
arias (48 % industriales v 52 % domésticas) (Mazari y Mackay, 1993) que no sobrepasaron los limites
- metales pesados segun la Norma Oficial Mexicana (Siebe y Fischer, 1996). A pesar de esto, la
umulacion de fosfatos no ha provocado todavia problemas de toxicidad (al menos a concentraciones
70 mg/kg o mayores de P disponible} gracias a que la mayoria de los cultivos son resistentes a los
mponentes de los detergentes como las substancias activas de azul de metilenc y los alguil-bencil-
lfonatos (ABS). Acerca de la acumulaciéon de MP en los suelos, Carrillo v Cajuste {1992) observan
ncentraciones de Cu y Zn de 8 a 20 veces mayores en suelos regados con agua ¢ruda en comparacion
1m sitio regado con agua de pozo. Sin embarge v & pesar de gue en alguncs casos hasta el 99 % de los
tales pesados puedan estar adsorbidos, fijados y/o retenidos, su disponibilidad en la solucién del suelo
menta proporcionalmente conforme aumentan los afios bajo riego v la cantidad de agua aplicada
ajuste et al., 1991; Siebe, 1995; Siebe, 1998). Siebe {1994) calcul6 una adicién anual hasta de 0,28
m2 de Pb, 0.11 de Cd, 0.4 de Cu v hasta de 1.13 de Zn. Su transferencia en la cadena rdfica se na
esto en evidencia en el caso del Pb encontrado en todos los niveles v del Cd en ef estiéreel de bovino
Pl y Arthié, 1981}, El constante monitoreo de los suelos ha confirmado que a pesar de que se
ance un equilibrio dindmico con los contaminantes incorperados {Sanchez, 1983), éste puede superar

capacidad amortiguadora. Dade que la acumulacidn de metales estd directamente relacionada con la
xturz y congenido de CaCO3, gs por lo que los suelos calcdrecs permiten recibir un mavor volimen de
g0. Esto implica ademas que & tavés de un adecuado manejo del suelo que permitiera comservar su

tructurs, se limitaria también ol aumento de la salinidad (Sénchez, 1983} Ctras propiedades asociadas

224 .
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la acumulacién de metales pesados son el conterido de materia orgénica v de arcillas que contribuyen
incipalmente a la retencién de Cu, Cr, Pb, Mn vy Zn (Cajuste et al., 1991; Flores-Delgadillo et al,
92; Flores et al., 1997). Esto es importante porque el incremento de la materia organica en suelos

gados por mas de 80 afios ha sido incrementado cerca de lo doble (6.4 %) (Siebe y Cifuentes, 1995).

3. Efecto del tiempo bajo riege.

Flores-Delgadillo et al. (1992) encuentran diferencias significativas relacionadas con el tiempo
- aplicacion de agua residual para Cd y Cu en todos los perfiles de los suelos estudiados en el Valle. En
 periodo de 15 afios, el Cd, Cr, Pb y Zn se acumularon en cantidades 10 veces mayores (Carrillo et al |
92). Siebe (1594, 1995} encuentra que todos estos metales se acurulan en los horizontes superficiales
p) conforme aumenta ef tiempo bajo riego. En suelos regados por 80 afios, el Cu, Pby Zn estin hasta
’s veces mas concentrados y el Cd hasta nueve. Se mostrd una correspondencia positiva entre los afios
jo riego v la adsorcidn de metales {Sicbe y Fischer, 1996). Se observd que su disponibilidad aumenta
nforme incrementa el carbono organico disuelto en suelos regados por periodos cortos asi como el
rbono total aumenta la adsorcidn en suelos regados por periodos prolongados {(aunque esto no
vercuta en su trasfocacién directa a los cultivos). Alin cuando la acumulacidon es proporcional a los
0s bajo riego, ésta no es siempre una condicion (Carrillo v Cajuste, 19953; Flores et al., 1597) ni ocurre
todos los casos en las capas superficiales (Carrillo et al | 1992). Esto se podria atribuir & diferencias
tos sitios de alimentacién de Ios canales, a Ja ubicacion de los terrenos y a que la calidad del agua

licada en un sitio no ha sido la misma lo que influye en los contenidos locales de mareria orgénica.

Impacto en las simbiosis micorrizicas: estudios de campe,

i

[
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Son pocos los trabajos a nivel mundial acerca de los efectos causados en las simbiosis MA por ef

o agricola del agua residual. Esto se debe a que existe una prioridad en evaluar la magnitud antes que
duracion del impacto que causan fuentes de contaminacién mas poderosas e inmediatas como los
sechos industriales o los lodos residuales (Domsch, 1984; Giller et. al, 1998; Campbell 2000).
lemas de que la biofertilidad del suelo es prioritariamente atribuida a otros microorganismos y
nbiosis como las bacterianas {Giller et al. 1998; Hoflich et al., 1999, Fridel, 2000). Por otro lado, esté
hecho de que en el caso de la MA, la mayor parte de los estudios se dirigen a los suelos con
ficiencias en fosforo y muy pocos a estudiar el impacto en las poblaciones sometidas a elevadas
ncentraciones de este elemento disponibie (Khaliq v Sanders, 2000). Dado el hecho de gue las
icticas agricolas de cualquier tipo influencian v determinan el establecimiento de las simbiosis MA
ohnson y Pfleger, 1992; Gavito y Miller, 1998; Hoflich et al., 1999), los estudios en campo han tratado
cuantificar de qué manera éstas se ven afectadas a través de medidas de abundancia del hengo

sporulacion v/o produccidn de biomasa), de la diversidad de especies, de la colonizacién radical. de
 efectos en las plantas (volimen y/o biomasa radical, aérea) v de la produccién de los cultivos. Estos
rametros estan siendo complementados con nuevas metedologias con téenicas moleculares (Clapp et
, 1995; Jacquot er al., 2000}, pero sirven como punto de partida para establecer indicadores de

pacto y como base de posteriores estudios ecotoxicolégicos (Giller et al | 1998),

En este trabajo se consideraron como indicadores para cuantificar el efscto del tiempo de
gacién con agua residual (3, 35, 65 y 95 afios) a la abundancia v diversidad de esporas y al potencial
lcnizador de los suelos, referido como la capacidad de los propéagulos en ¢l mismo para formar de

vo las simbiosis. Los métodos de estudio se encuentran referidos en Ortega-Larrocea et al. (2001a vy

Pers poder atribuir &l riego cualquiera de los cambios en la dindmica de las simbicsis, fie
cesario considerar los efectos producidos por ¢ manejo de los cultivos y de los suefos que los
dierzn enmascarar Estos factores se resumen en la rotacidn de cultivos, el manejo de la siembra v

secha v la aplicacion de pesticidas que fueron constanias bajo las siguientes condiciones:

)

[

O
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a. Come se indicd, la rotacion de cultivos se practica continuamente alternandose de maners
rmanente el maiz, fiijol v alfalfa, todas especies altamente micotrofas. El maiz (Zea mays L) fue
leccionado como el cultive en el que se muestrearon después de la cosecha, las rizosferas de todos los
sestreos, debido a su importancia como cuitivo nacional y local y también porque es una especie
munmente utilizada en la propagacion de hongos MA. Atn cuando las précticas agricolas reducen la
versidad de estos hongos en ¢l suele (Feldmann y Boyle, 1999), la ininterrumpida rotacion de cultivos
rmite suponer que las poblaciones se han mantenido representadas de una manera equilibrada y ésta es
a constante para todos los suelos estudiados. El monocultivo o el cultivo de especies no micdtrofas
mo la col que pudieran causar una depresion en la abundancia v diversidad de iz MA (Giller v

cGrath, 1988, Jackobsen, 1994) no son pricticas agricolas que se leven a cabo en este Distritc.

b. étodos de siembra, cosecha y manejo del suelo en los terrenos son similares debido a que

mbra tradicional.

¢. El control de plagas se lleva a cabo principalmente por la rotacidn y la propagacién de éstas
diante el riego y tiene la misma probabilidad de ocurrir en todos los terrenos que son irrigados. Adn
, no se tiene evidencia de que en las parcelas muestreadas hubiera la aplicacion previa de pesticidas

T problemas de plagas.

Otros factores que permitieron disminuir atin maés el efecto de variables no asociadas al riego
eron ¢l tipe de suelo (que como se ha visto, es determinante en &l poder amortiguador de la
ntaminacién), la época de colecta v el monitoreo de los terrenos en estudios previos {Siebe, 1994). Per
o los muestreos se hicieron separadamente para cada tipo de suelo y tiempo de irrigacidn que fueron
1bos las variables independientes. Por todo lo anterior v con lo gue se conoce de la simbiosis, los

2ctos predecivles de la aplicacion del fego en las simbiosis MA fueron:

a. La raduccidn, v hasta posible mhibicion, en fa formacién ce la micorriza debido 2 las elevadas

nceniraciones de fOsforo disponible en los suelos v en el agua de riego (Sainz ef al, 1998; Khaliq v
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nders, 2000). Esto podria ser una consecuencia de la disminucién de la micotrofia de las plantas por el

cesivo aporte de nutrimentos.

b. El efecto toxico de contaminantes como MP que actiian como una presion de seleccién sobre
s poblaciones sometidas al riego, permitiendo la tolerancia y/o adaptacion de ciertas especies (Del Val
al., 1999).

Bajo condiciones de riego contrastantes {5 y 95 afios), se estudié unicamente a la abundancia
tal de esporas en los dos tipos de suelos (Leptosoles y Vertisoles) para poder determinar si ésta podia
r utilizada como un indicador para evaluar la simbiosis en muestreos de campo (Ortega-Larrocea et
, 2001a). Las abundancias fueron relacionadas con las respectivas concentraciones de fdsforo

sponible v metales pesados totales.

En este primer estudio se encontrd que ¢l tipo de suelo pondera la abundancia de esporas tanto
mG la amortiguacién del impacto provocado por e riego, siendo los Leptosoles un mejor sustrato para
esporulacién de los hongos MA. En los suelos regades por los mismos periodos de tiempo, las
=nores densidades se encontraron en los Vertisoles, asi como poblaciones numéricaments mas
mogeneas, lo que fue atribuible a2 las caracteristicas intrinsecas de estos suelos como su textura
cillosa, mayor acumulacion de materia organica v contaminantes. Por otro lado, las abundancias de los
porccarpos encontrados (Glomus mosseae v Sclerocystis sinuosa) no presentaron ninguna relacion
arente ¢on el riege, debido posiblemente a la naturaleza de resistencia de estas estructuras. Se
nchuiy6 entonces Gue habia un efecto significativo atribuible al riego y a Ias concentraciones de fosforo
sponible v metales pesados totales en la disminucidn de esporas libres en el suelo y que fue mucho

13 ¢laro en los Vertiscles.

En un segundo estudio, se procedid a investigar si habia un efecto gradual entre el tiempo de
igacion v la abundancia, potencial colonizador v diversidad de especies de estos suelos (Ortega-
rrocea ot al, 2001b). La abundancia v diversidad de esporas se cuantificaron directamente en
iestreos de campo v despues de un ciclo de propagacion en ‘nvernadero en el que se analizd el

tancial colonizador.
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Nuevamente se encontraron diferencias en estos pardmetros atribufbles al tipo de suelo. En
mpo, las abundancias de esporas libre presentaron una clara disminucién conforme aumentaba el
mpo bajo riege en los Vertisoles, mientras que en Leptosoles este efecto no se hace evidente hasta los
' afios. En macetas de propagacion, la dindmica de la colonizacidn estd influenciada completamente
7 el tipo de suelo, confirmandose que los Leptosoles son un mejor habitat para las simbiosis MA va
e permitieron desarrollar una elevada colonizacion radical (hasta un 85 %), independiente del tiempo
jo riego. El potencial micorrizico de ambos suelos no se relacioné con las abundancias de esporas en
mpo i tampoco con los tiempos bajo riego, por lo que se atribuyé a la influencia de otros propégulos
que pueda estar determinando la colonizacién de las raices en el suelo. Sin embargo, la posterior
porulacion en macetas.de propagacién mosiré nuevamente una disminucién detectable hasta los 95
os bajo riego en ambos suelos.

En relacion a la diversidad, las especies dominantes fueron en todos los casos similares (antes v
spués de la propagacion). Glomus mosseae en forma libre v esporocarpica v Sclerocystis sinuosa
eron siempre abundanies y se observaron también en la vegeracion natural Esporccarpos laxos de
omus intraradices fueron comunes en suelos regados por 63 afios. Los demas morfotipos encomrados
rienecieron también al mismo género y fueron separados en aproximadamente 8 diferentes que fueron

s comunes en los suelos regados por menor Hempo.
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Abstract -

Phosphorus {P) and heavy metals introduced into soil by imigating with sewage effiuent can affect the soil’s microflora and.
in particular, the abundance of rrbuscular mycorrhizal fungt. We have studied the effect in the Mezguital Valley of Mexico,
on two kinds of soil (Leptosol an.. Vertisol) after both short-term (3 vears) and long-term {90 years) irigation. We did so by
repiicated sampling of all four combinations of soil type and length of irriganon and then estimating the main effects and
mteractions by analysis of variance.

Both kinds of soil appear to have accumulated large quantities of P and heavy metals as a result of the iigatien so that
concentrations have approximately doubled and now approach the thresholds for healthy soil The differences between
types were comparatively small. Phosphorus was the only element for which there was an interaction between soil type and
time under immgation. The Leptosol contained more spores than the Vertisol, irrespective of the length of the irfigation. and
both types contained significantly fewer spores after 90 years of irrigation than after only 5 vears. The effect was more evident
in Vertisols. In contrast, the sporocarpic morphotypes seemed unaifected by the accumulated phosphorus and metals, The
sporocarps of Glomus mosseae were twice as abundant in the Leptoscl as in the Vertisol, but these of Sclerocysris were equally

prevalent in the two types of soil. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwords: Arbuscalar mycorrhiza, Verusol; Leptosol, Phosphorus: Heavy metals; Sewage effjuent

1. Iniroduction agriculturally productive. The wastewater has pro-
vided the farm crops with numents and the soil with

Trrigation in Distict 03 in the Mezguital Valley organic matier. [t has also zdded pollutants, notably
in Central Mexico was planned at the beginning of phosphorus (P} and heavy metals, which have ac-

this century to dispose of Mexsco City’s wastewarer cumtlated in the soil through the years, mainly in
and, at the same time, @0 make this semiarid region the plough laver (Siebe. 1694). The general charac-
teristics of the District. iis soils. urigation regime.

the sccumulation of the heavy memnals. and the misks
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and Cifuentes, 1993; Siebe and Fischer, 1996; Siebe,
16923,

There has been no investigation of the effects of the
wastewater on the arbuscular mycorrhizal (AM) fungi.
an important biotic component of agriculural soils.
The AM fungi can significantly improve the mineral
nutrition of crops by effectively enlarging the rhizo-
sphere of the plants that they colonise. They enhance
the uptake of phosphorus in particuiar and that of sev-
eral micronutrients, but they also may increase the
uptake of pollutants such as heavy metals {Lambert
etal, 1979; Leyval et al., 1997). However, mycorrhizal
colonisation can also confer on plants greater tolerance
to toxic metals and other adverse conditions in the soil.

Modern agriculture with its large inputs of nutri-
ent (including P) has tended to depress mycorrhizal
populations, though fungal populations tolerant to
phosphorus have been noted (Bagyaraj, 1993; Olsen
et al.. 1999). Heavy metals can be strongly selective,
and thev could also be responsible for the devel-
opment of resistant strains of AM fungi {Grifficen,
1994; Leyval et al., 1993; Kaldorf et al., 199%). Thus,
mveorrhizal fungy might serve as bioindicators of
poitution. Nevertheless, more data and evidence from
the field are reguired before we can use them in this
role, as Caimey and Meharg {1999) point out,

Leyval et al. (1997) and Del Val et al. {1999) have
reported a decline in the density of AM propagules in
soll poiluted with heavy metals, whereas Weissenhormn
et al. (1995b) found no correlation berween the con-
centrations of heavy metal in the soi and the distbu-
tion of propagules. In fact, it seems that the impact of
the metals is controiled by the soil's buffering proper-
ues (Rathore and Singh, 1992). The time during which
the fung! are exposed to poliutanis is also important;
the longer they have the more they can adapi and
thereby alleviate anv stress {(Grifficen. 15%4). Most

Tabie 1
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studies on the subject have been done on acid soils over
short times afier adding sludge or on scil subject to
concentrated pollutants from sources such as smelters
and factories {(Miller er al., 1955; Weissenhorm ¢t al..
1995a) and by radioactive wastes (Eniry et al.
1999).

We know much less about the impact of long-term
irmigation with sewage effluent and the soil’s buffering
properties regulating this impact, especially in even
mildly alkaline conditions. Yet we ought to know what
irrigation with sewage does to the soil fungi, and. in
particular, how it affects the populations of AM fungi,
because they are essential to plant health and soil qual-
ity (Haselwandter et al., 1994).

With the foregoing i mind, we set out to inves-
tigate what effect, if any, the accumulated phospho-
rus and heavy metals introduced 1nto the soils of the
Mezquital by >90 years of irrigation have had on the
indigenous population of AM fungi. By using a rig-
orous fleld sampling design, we analysed the variance
and correlation between the abundances of free spores
and sporocarps with the contents of heavy metals and
phosphorus in the soil.

2. Materials and methods

2.1. Soil sampling

There are two principal types of soil in the
Mezquital Valley: Eutric Verusols (V) as defined by
FAQ (1988) {Typic Pellustert in the US Soil Taxon-
omy, USDA, 1993) and Mollic Leptoscls (L) (FAC.
1988), or Perrocalcic Calciustoll (USDA, 15933 Typ-
ical values of the pH and organic carbon and the
particle-size disuibution of the topsoil {0-20cmj) in

the flelds sampled are listed n Table 1.

General charactensucs of the soils; mean values of pH, orgame carbon. and partcle size distnbution

Soil hpe Years under wangauon pH Organic C (%) Parnciz-nize disinbution

Sand (%) Stit 1%) Clay (%)
Legtosod 3 736 176 52 32 14
Leptosol 20 573 238 4 30 24
Yerusol 3 T8 103 25 37 37
Verisol 50 Tad 252 26 28 2
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In order to assess the degres to which irrigarion
vith wastewater had affected these soils we sampled
s follows. We chose at random eight fields of each
ombination of seil type and time under irrigation
90 years, long-term, and 5 years, short-term), giv-
ng a total of 32 fields. Thus, our design was & com-
sletely randomised 2 x 2 factorial with eight replicates.
wWe had found by estimating variances in a prelimi-
ary survey that eight-fold replication should enable
15 to compare treatments and soils reasonably sensi-
ively. We denote the combinations by VO3, V90, LOS,
_90.

All the fields had recently grown maize, one of the
nain crops in the region. By resiricting our cheice in
his way, we hoped to minimise the effects of cropping.
At the end of autumn 1997. a 3-kg composite sam-
ole of 10 cores from the topscil (0-20 cm) distributed
venly along a central zigzag line across the fleld was
aken in each field. The soil samples were air-dried at
oom temperature (23°C) and siored at 4°C unul we
counted the spores of AM in them and analysed them
chemicaliy.

2.2, Spore and sporocarp abundance

Free spores and sporecarps of the AM rungi were
separated from the soil by wet sieving and decant-
ng from 300 ¢ of mixed soil sample per field (100 ¢
of soil aggregates >10mm; 100g of 10-2.38-mm
aggregates, 100g of aggregates <2.38 mm, which
were shaken m water; no deflocculating agent was
necessary). Spores and sporocarps were counted
under a steregscopic microscepe. Permanent siides
in polyvinyl alcohol (PVLG) and PVL.G-Meltzer's
reagents were made for taxonomic determinations. as
described by Schenck and Pérez (1990) and at the
INVAM Web site, http:/finvam.cal.wvu.edu.

2.3. Cnemical analyses

Heavy metals were extracted with Aqua Regia
(HCLHNO; in the proportion 2:1 by volume) and
determined by alomic absorpicn spectrophoiome-
ry (Perkin—Elmer) o give total soll CONCeniranions.
‘Available’ phosphorus was exiracted with 0.3M

NaEC0; and determined colorimetricaily as biue

2.4, Statistical anafysis

The counts of spores and sporccarps, both trans-
formed to their square roots to stabilise their vari-
ances, were analysed by two-way analysis of variance
(ANOVA) according to the design. This provided esti-
mates and tests of the effects of reatment (years under
irrigation), soil type, and their interactions. The con-
centrations of available phosphorus and heavy metals
were analvsed similarly. We also examined the rela-
tions berween the contents of heavy metals and phos-
phorus in the soils on the abundance of the arbuscular
morphotypes (spores and sporocarps) graphicaily
and by simple correlation analysis. All analyses
were done using Genstat (Genstat 5 Committes,
1993).

3. Resuliis

Table 2 lists the means and standard errors of the
concentrations of available ph
als and the counts of the fungal sporotypes. It does
so for each combination of scil tvpe and time under
irrigation. It also gives the marginal means, ie. umes
poocled for the two soil types and soil types pooled
over times beczuse the analysis of variance (see be-
low) showed that with only one exception the main
effects were significant.

Table 3 presents the analyses for ail the variables in
terms of the ratios (F statistics) of the mean squares
for main effects and interactions to the residual mean
squares.

The abundance of intact free spores (SA) ranged
from 2 1o 482 spores per 100g of scil. The counts
were similar for the two soil types and mainly of the
species Glomus mosseae and G. intraradices. Other
species, including G. geosporum and few Acaulospora
spp. were alsy present. The SPOTGCarpic species wers
G. mosseae {GS). with counts mainly in ihe range

-48 sporocarps per 100 g of scil, but with one ex-
ceptional count of 144, and Sclerocysiis sinuosa (SS).
with 020 sporocarps per 100 g. For each soit ope,
the mean abundance of Tree spores was least in 1h

soil that had been irrigated for 0 vears. i.2. the mor

oras aﬁd tha mat
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i -
s and standard efrors (s.e.} of elements (ia mgkg™') and mycorrtuzal sporotypes {as counts per 100 g saii) for the combinations of
ype and years under irrigation and margina] means for years and soil type

rype annd years Elements AM Fungl
b Cr Cu Ni Zn Pb Free spores  Sporocarps
Glomus  Sclerocysus

5ol

mean 211 200 115 221 453 18.3 2200 13.42 438

S.e. 22 08 07 12 28 3.3 450 0.86 1.13

mean 546 434 444 357 160.2 521 173.7 1171 3.63

s.e. 23 2.4 3.0 1.7 17 0 30 66.6 3.37 1.19
504

mean 385 231 16.0 239 782 249 170.5 75G 630

5.8, 45 04 .2 0.2 32 30 233 133 2.19

mean 839 453 437 41.9 1911 263 738 5.62 X

se. 138 43 22 17.0 46 15.8 .77 1.13
soils

mean 30 216 13.3 23.0 61.9 218 1932 10,46 3.69

5.2. 33 06 0.7 0.6 47 32 5.8 1.15 121

mean 642 443 421 386 174.6 49.3 1237 9.17 501

5.2 24 21 25 i 123 27 353 281 038
npe
501 mean 429 317 300 28.9 102.8 352 196.8 12.56 425

5.2, 39 33 4.3 20 170 54 359 2.63 0.81
sol mean 312 333 288 32.3 130.9 330 1222 7.06 6.46

s, 44 34 4.1 RS 16.9 3.5 18.5 i.is 120
e values Eurcpean Union? 100-130  30-140 30-75 15030 50-300

Switzerland® 73 30 30 200 30
The European Union’s guidelines for maxamum concentrations of heavy metals in soil (from MeGrath, 1986).
The Swiss guide maxima (FOEFL, 1987).
1e Leptosol than in the Vertisol, 2 difference that irrigation. No significant interactions {soil x irrigation
analysis showed to be significant {(p<0.03). The period) were found among the morphotypes.
ndance of sporocarps of S. sinwosa was infiu- Irrigation appears to have substantially increased
»d significantly neither by soil nor by time under the amounts of P and metals in the soil; mean concen-

> 3
nce Tating (F statiste) im two-way analysis of variance of phosphorus, heavy metals, and sbundances of spores and spOrOCarps
sformed 1o square root) as response variables

ce Elements AM Fung:
P Cr Cu N Zn Ph Fres sporss Sporocarps
Glomus Sclerocysas
3.36%* 1.3t 0.38 783 748" ity 24 2317 231
* 9338 110.30 13132 121 53 9372 2561 3.22= 1.35 013
X VEES £.38* £.06 116 239 0.01 0.03 (.20 0.25 081

,,)
5
1
fD-
t
[
&

The =¥ect of vears 15 sigmfcant 2t p<0 001 for 4l
Sigmfeant 2t p==0.05: *7, sigmficant at =001
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trations were larger in the soil irrigated for 80 years
than in that irrigated for only 5 years, typically by a
factor of 2 or more (Table Z). Differences berween
soil types were generally small, and only for Ni
(34mgkg™), Zz (28.1mgkg ) and P (8.3 mgkg™!)
were the differences significant The only interaction
between soil type and tdme under irrigation was for
phosphorus (Table 3).

Leptosol

The resuils are perhaps best displayed in graphs
such as the examples in Fig. 1 for the contents of
phospherus, copper, and zinc. and for the fungal
sporotypes in Fig. 2.

Fig. 1 shows clearly that in the Vertisol the abun-
dance of speres dirninishes as the concentrations of
phesphorus, copper, and zinc increase. The abun-
dances vary more in the Leptosol than in the Vertisol.
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ertheless, in five of the eight fields irfgated for 50
s the spore abundance diminished with increasing
centrations of P and metals.

ig. 2 shows that there was no decrease in the
rdance of sporocarps, ether of Glomus or of Scle-
stis. with the increasing concentranon of phos-
rus, and this was true for all the other elements.
he heavy metals in the soil are strongly associ-
with time under irrigation; the association ranked
1 strongest 1o weakest 1n the f
Ni>Cr>Zn>P>Ph.

he correlations between fungal morphotypes and
contents of the metals and phesphorus were deter-
=d separately for the individual combinations of
type and ume under imigation. Most of the cor-
ion ceefficients (r} lay in the range —0.5 to 0.3,
> imsignificant and with no common pattern, and
tribute them fo sampling fluciation. The correla-
s among the various metals were sirong, as might
xpected, with coefficients, r, typically in the range
.93,

Howing sequenc
g

e ar
Shyiat =~

Mscussion

he increases in the concentrations of the metais ac-
with those reported by Siebe (1995). She recorded
T INCTeases in COnceniralions over dmes, so that
- 90 years of rrigation the concentrations in the

soii of individual fields were 3—6 times those of the
background. Nevertheless, the averages we report in
Table 2 have not yet reached the limits set in policy
regulations for total metal content as listed in McGrath
(1986), FOEFL {1987) and Martheus {1996).

The relative abundances of mycorrhizal spores in
the polluted soils of the Mezqutal Valley are similar
to those reported by other authors for soils polluted
with heavy metals (Weissenhorn et al., 1993a; Cuenca
et al., 1998, Glomus mosseae dominates in the free
spores in both types of soil, and it seams likely that it
is better adapted or less sensitive than cther species to
irrigation with sewage. This accords with the findings
of Raman and Sambandan (1998) for other species
in this genus. Nevertheless, its sporocarps also seem
more sensitive to pollution than those of Sclerocystis
sinuosa.

Free spores were more abundant in the Leptosol
than in the Vertisol {both irrigation pericds). Although
the Leptosol is the shallower, it is better drained and
asrated, and roots in it suffer less damage as a result
of swelling and shrinking, which ars sc characteris-
tic of Vertisais. The Vertisol. being both deeper and
richer in clay. can hold mors water than the Leptosol.
and therefore it 1S given more irrigation waler. As a re-
sualt. i aiso receives more P and metals (Siebe, 19940

Moreover, its larger contents of ¢lay and organic mar-

ter {afrer 90 vears of Irrigation) enabie it 0 adsorb
contarminanis more readilv {Siene and Fischer, 19660
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Ninety vears of irrigation with wastewater clearly
have added large amounts of metal to the soils
(Table 2). During the same time, the abundance of
spores in the soils seems to have decreased (also
evident in Table 2). Effectively there are negative
correlations between the contents of heavy metals
and those of the spores. We do not know precisely
to what extent the metals added to the soil of the
Mezquital Valley are available to plants, though we
do know (Siebe, 1993} that the amounts that are eas-
ily extractable are very small indeed. At the alkaline
pH their solubility products are small, and the large
cation exchange capacity of the soil means that the
metals are strongly sorbed.

Leyval et al. (1993) also found negative correlations
(r < —0.7) between spore abundance and Pb. Ni, Cu
and Zn contents in the soil. Excess of nutrients in the
5011, however, can diminish both the colonisation po-
tential of AM fungi and the dependence of the plants
on the mycorthizal symbiosis for nutrient uptake
(H&fich and Metz, 1997). Rathore and Singh {1993)
reported correlation coefficients between several
physical and chemical properties of the soil; in partic-
ular, they obtained a positive correlation coefficient,
r = (.59, ber+sen available P and AM propagules.

Sporocarpic morphotypes were well represented:
Glomus mosseae occurred as free spores as well as
in the form of sporocarps, and many Sclerocysris sin-
uosa sporocarps were also present. probably due t0
the great affinity of this species to maize (I. Morton,
personal communication}. In general. the sporocarps

rere less sensitive to the poilution and eutrophication
than free spores, and Sclerocystis Sporocarps sgemed
be the morphotypes least sensitive to pollution.

Friedel et al. (2000) studied the effect of imge-
ton with wastewater on the organic matter. microbial
biomass and microbial activities in the Mezquital
Valley recently. They found that the orgamic matier
had increased in the Vertisol, whersas in the Leptosol
it had not. This seemed to be because it is protecied
from microbial attack in the finer pores of the Vertisol
aad not in the Leptosol in which it is therefore more
casily degraded. The authors reporied an increased
capacity of the microfiora to deninfy. and 2 recuced
_adenyvlate energy charge ratio, and they conciuded that
despite more than 90 vears of irngaton with wasiew-
aser, the so1l microbial biomass and activity remained
remarkably resilient; they could dnd mo other seri-

LA
U

ous deleterious effect. They attribute this to the great
buffer capacities of the soils at the alkaline pH (=8).
It seerns that the AM fungi, like microflora in gen-
eral, adapt constantly to the slow increase in poliution,
and to the available phosphorus in particular, and that
they maintain their symbiosis with their hosts. So, if
pollution affects AM fungi in these soils then it could
be more important physiclogically (e.g. on the sym-
biotic efficiency) than in the sporulation of the fungl.
Sambandan et al. (1992), for example, found that in
soil contaminated with copper AM fungi propagated
via mycelia rather than by soil-borne spores, but ir-
rigation with sewage could also aifect sporulation
more than the growth of mycelium, whether inside or
outside the roots (Weissenhorn et al., 1955a, b).

5. Conclusions

The two tvpes of soil, Leptosol and Vertisol. clearly
harbour different sizes of spore population. They pro-
y1de distinct physical and chemical environments for
the arbuscular mycorrhizal fungl, and these can be
more important than the irrigation treatment. How-
ever, the abundance of free spores decreased in both
soils as a result of 90 years of irigation, with waste-
water, and this effect was most marked in the Vertisol.
Our datz suggest that the increases in the amounts of
phosphorus and heavy metals are the cause. The ac-
cumulation and availability of phospherus may have
cansed a diminution in the numbers of free spores in
the Vertisol. but not of the sporocarps. In like manner,
the heavy metals seemed to have suppressed sporula-
tion of the AM fungi, but not the sporocarps.

The concentrations of most of the pollutants do
not vet exceed those set down in policy regulations
(Gutiérrez-Ruiz et al,, 1995; McGrath, 1986). Never-
theless, 1f present practice of irrigating with waste-
water continues then they soon will, and damage to the
arbuscular mycorrhizal fungl. especially in the Veri-
sols. is likely to ensue. Already there were only rwo
spores per 100 g soil at the most soiluted samping
noint. Irrigaton with unireated wastewater should be
rialed 25 a matter of urgency to preveni serious
iamage 0 the microbial population. Hewever, more
rasearch is needad to sstablish the impact of heavy
merais on AM Singi and to discriminate betwesn e

potential to poison the fungl and suppression caused

£
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. €
™
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cess phosphorus. Our resulis suggest that this re-
h should be done on Vertisols because they seem
sensitive. We also need more information on the
ct of pollution on the AM symbiosis and on the
of this symbiosis in the transfer of heavy metals
the soil into plant tissue and from there into the
n diet,
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RESUMEN

Se analizo ef efecto causado por el riego con aguas residuales a través del tiempo, en el
potencial colonizador vy en la abundancia de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
en dos tipos de suelo. El estudio se llevd a cabo en ¢l Valle del Mezquital, Hidalgo,
Méico, que es una de las zonas agricolas regadas con aguas residuales més grandes y
antiguas en el mundo. Se muestrearcn Leptoscles y Vertisoles irrigados durante 5, 35,
65 y 95 afios respectivamente. Se cuantificd la abundancia de esporotipos en campo {in
situ) v después de uvn ciclo de propagacidon en invernadero. El porceniaje de las
distintas estructuras micorrizicas fue analizado en raices de plantas propagadas en estos
suelos (Allium cepa L.). Se relaciond la abundancia de las esporas en campo con los
porcentajes de colonizacion, asi comoe la diversidad cualitativa de morfoespecies antes
v después de la propagacion. En los sitios regados por mavor t;e'npo d1svmm.ye la
abundancia y diversidad de esporas y €3pOroCarpos mieniras que la colonizacion de las
raices no es afectada por el tiempo de riego. Es por este que las raices micorrizadas
pueden tener mayvores posibilidades de dispersar }a celonizacion que otros propaguios
de HMA en &l suelo. Se encontrd que el impacto producido por el fiego es disunto en
tas unidades de suelo estudiadas, habiendo un mayor porcentaje de colonizacion en los
Leptosoles. Se confirman resultados de sstudios prevics en ios qus se observe que el
impacto negativo en estas simbiosis €8 mayor €n los Vertisoles.
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Palabras clave: Micorriza arbuscular, Leptosol, Vertisol, colonizacidn, aguas residuales,

contaminacion.

INTRODUCCION

El Distrito de Riego 03 en el Valle del Mezquital, Hidalgo, México, es una vasta area
utilizada para la irrigacién agricola con aguas residuales. Esti considerado dentro de los
campos mas grandes y antiguos del mundo (Siebe y Cifuentes 1995, Naranjo vy Biswas
1997, British Geological Survey 1998) en los que se utilizan las aguas de desecho para la
produccion agricola desde hace mas de un siglo (desde 1886) (Sanchez, 1985). El Distrito
se ubica entre los 19° 53~ 20° 30" de LN v los 98° 59'- 99° 38" de LO v tiene un clima
arido con una precipitacion media anual entre 400 v 700 mm. La vegetacidén natural s el
matorral xer6filo con Prosopis laevigata (Mezquite) como especie dominante. Los suelos
que predominan segiin la FAQ ({1988) son Vertisoles éutricos (suelos profundos de textura
arciliosa) y Leptosoles rendzinicos {suelos menos consoiidados de textura franca). lLa
incorporacidn de los terrenos de cultivo a este sistema de riego ha sido gradual v e$ una

2.1z

consecuencia del meremento en el volumen de las aguas de desecho provemiontos dol arca

[

metropoiitana de la Ciudad de México. Actualmente, la superficie irrigada es superior a las
85 000 Ha vy esta conformada por terrencs con diferentes afios bajo riego y por tanto, con
distinto grado de acumulacidn de contaminantes como derergentes y metales pesados
(Siebe y Fischer, 1996) (Tabla 1). La bio-disponibilidad de estos contaminantes es
proporcional al tiempo de irrigacion v difiere segin ef tipo de suelo {Siebe 15595, Sicbe v
Fischer 1996).

El ‘mpacto que ha tenido ei uso de aguas residuales en diferentes procesos bioldgicos
est2 convirtiéndose £n una problematica & mvel mundial. Denire de estos procesos exan la

transferencia de nutrimentos a las plantas, en donde las micorrizas arbusculares juegan un
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Tabla 1. Algunas caracteristicas de los suelos regados con aguas
residuales en &l Valle del \ﬁezmm i, ﬂu%n?cn México.

Tipo suelc Leptoso! Vertisol
Aflos bajo
riego 5 33 65 85 5 35 65 95
oH 73 78 77 738 7.5 7% 8.1 7.6
Arena (%y 52 48 58 46 26 2 21 46
Limo (%) 34 24 24 30 37 32 26 286
Arcilla (%) 14 28 18 24 37 56 54 28
P {Olsen) 18 77 95 122 16 88 %6 89
Cd{mgkgy €3 07 08 1.0 62 07 05 195
Cu{mgkgy 9 200 26 35 il 26 34 40
Pb (mg/kg) 17 24 37 48 17 39 30 36
Zn(mg/kg) 68 101 146 159 62 129 157 276

papel fundamental. Sin embargo, scn pocos los estudios gue han cuantificado cudl es el

impacto de la implementacion de estas practicas agricolas en las relaciones de los hongos

MA con las plantas. En 1986, Angle v Heckman, estudian el efecto de la aplicacién de
lodos residuales en las simbiosis micorrizicas de la sova ¥ sucusmitin JUS a0 xsie un
efecto significativo en el porcentaje de colonizacion de las raices atribuible a la aplicacién
de lodos, exceptuando los casos en los que el pH de los suelos permitia la sclubilidad 4= los
metales pesados. Amold y Kapustka (1987} tampoco observan ningin efecto en la
colonizacién radical en suelos contaminados por ledos residuales después de un periodo de
abandono de cinco afios. Weissenhorn et al. (1995) hallan en suzics de ‘exture griesz
mejorados con lodos residuales, que la abundancia de micormizas arbusculares v la
colonizacidn de las raices estan mas relacionadas con las concentracicnes de S0sioro e las
raices, que con e grado de contaminacion por metales pesados en los suelos Sainz et al

1

(1998} observan una reduccitn significativa, € inclusive la completa inhibicidn, de i

o

1

§H

coiomizacidn radical de piantas de trebol v pepiro,

by

j]
s
5

desechos urbanos. Otras investgaciones demuestran aun un efecie positive

g1
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colonizacion radical en suelos contaminados por lodes residuales y deposiciones
atmosfericas (Koomen et al., 199C; Turnau, 1996). Sin embargo, es claro que un
incremento gradual en la fertilizacién de los suelos causado por la adicidn excesiva de
nutrimentos aportados con el agua de residual, pueden causar una disminucidn en los
niveles de colonizacién de las raices y en consecuencia, en ¢l potencial colonizador de los
suelos. Esto puede también reflejarse en la abundancia y diversidad de especies de hongos

MA (Sanders y Sheikh, 1983).

Es por esto que ¢l impacto causado por el uso de aguas residuales en diferentes
procesos biclogicos en los edafoecosisternas del Valle del Mezquital, comienza a ser
estudiade (Friedel gt al, 1999 v 2000; Ortega-Larrocea et al, 2001). Recientemente
analizamos el mmpacto del uso de aguas restudales a corto (5 aftos) v largo plazo (95 afios)

en estas simbiosis {Ortega-Larrocea gf_al. 2001). Al respecto, encontramos una

dismuinucion en la abundancia de esporas conforme se incrementaron las concentraciones de
fosforo disponible y de algunos metales pesados iotales, lo que nos permitié atribuir al
riego este impacto. Por tanto, se considerd importante analizar los efectos del rego a traveés

del uempo, en la abundancia y el potencial colonizador de los distintos tipos de suelos.

MATERIALES Y METODGS

LCelecta de suelos

La colecta se llevé a cabo en dos unidades de suelo (1eptosoles v Vertisoles) irrigadas
con agua residual aproximadamente 5, 33, 65 v 95 afios, todos terrenos recién cosechados
con maiz {Zga mays L.). Cada muestra mixta consisué en suelo rizosférico {0-30 cm de
profundidad} de 10 puntos colectados en zg-zag a lo largo de cada parcela, con dos
repeuciones por unidad de suelo vy tiempo de riego {= 3 parcelas. x 2 sueios x 4 tiempos).
Las muestras fueron secadas al aire libre a temperatura ambiente y almacenadas a 4 °C

hasta su analsis.
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Propagacicn de los hongos micorrizicos arbuscuiares

Los suelos secos se tamizaron {2 mm) y se separaron los agregados que contivieran
raicillas. Se colocaron 20 g de suelo tamizado v 280 g de los agregados en macetas de
polipropileno {15 cm de alto x 5 cm de didmeiro). Se plantaron cebellines variedad
Cambray (4ilium cepa L.} a los que se les podo la zona radical para estimular el rapido
crecimiento de las raices. Los cultivos se mantuvieron en invernadero y se regaron
regularmente con agua corriente durante seis meses. Después de este tiempo, se dejo secar
el sustrato v se cortd la parte aérea de las plantas, almacenando el suelo a 4°C hasta su

analisis,

Conteo de esporas y porcentajes de colonizacion

Se hizo el conteo de esporas intactas en los suelos colectados en campo antes y después

500 g del suelo de campo v de la totalidad dei suelc de ias macetas de propagacion {300 g).
La totalidad de las raices conienidas en las macetas de propagacion se tifieron con azil de
trivén 0.05 % en lactoglicerol. Se cortaron v homogeneizaron segmentos queé se montaron
en glicerol v se observaron en el microscopio optico (200 x). Se cuantificaron las diferentes
estructuras de colonizacion {esporas v vesiculas, arbusculos, mucelio} en 100 campos de

interseccion observados segin Jakobsen y INietsen {1983).

Determinaciones taxonomicas y abundancias relativas

Se determinaron cuantitivamente las abundancias de los morfotipos observados en los

suelos de campo v en los de propagacidn. Los diferentes ssporotipos reconocibies se
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montaron en preparaciones permanentes en alcoho! polivinilico (PVLG) y PVLG-reactivo
de Meltzer. Los morfotipos no determinados al nivel de especie se identificaron

numericamente v se registraron fotograficamente.

Andlisis estadistico

Los conteos de esporas v esporocarpos se transformaron 2 logaritmos {log (x +1)) v se
sometieron a un analisis de varianza de dos vias (tlempo de irrigacién v unidad de suelo).
Los porcentajes de colonizacion totales y de las diferentes estructuras se transformaron a su
arco-senc y se¢ sometieron al mismo analisis. Las medias se evaluaron bajo la minima

diferencia significativa (LSD). Se hicieron correlaciones de Spearman para relacionar la

o

variables micorrizicas con el tiempo de irrigacién y 1a unidad de suelo

RESULTADQOS

Las abundancias totales de esporas en campo y en macetas de propagacion se grafican
en la Fig. {. Atn cuando las abundancias en campo no fireron diferentes estadisticamente,
se observa un efecto estimulatorio en los Leptosoles regades durante 35 y 63 que decrece a
los 95 afios. En los Vertisoles, las abundancias son significativamente menores en los
suelos regados durante 65 y 90 afios, que en suelos regados durante 5 v 33 afios.

Por otre lado, las abundancias de esporas que fzeron propagadas en los mismos suelos
después de un ciclo de cultivo en invernadero, disminuveron casi en un 50 % en
comparacion a las de campo (Fig. 1). La produccidn de estas esporas muestra un patron
idéntico para ambos suelos: aumenta ligeramente en los suelos regados por 33 afios,

significativamente e los regados por 65 y decrece a un nivel intermedio en los regados por

5 aflos. En este caso las mayores abundancias se dieron en los Vertsoles,
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Mezquital regados con aguas residuaies.
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La abundancia de esporas en campo v el porcentaje total de colonizacién de las raices
después de la propagacion no estén relacionadas (r = -0.009). La colonizacion de las rajces
de novo (como una medida del potencial colonizador del suelo) se observé de manera ligera
(6%) & muy intensa (87%) (Fig. 1) en todas las raices analizadas. Los mayores valores de
colonizacion total fueron cbservados en los Leptosoles, independientemente dei tiempo de
irrigacion. Las diferencias entre los porcentajes de colonizacién se deben, sin embargo, al

tipo de suelo y ne a los afios bajo riego {r = 0.454, p<0.001).

Las proporciones de las diferentes estructuras observadas (micelio, arbusculos, esporas
y vesiculas), se ilustran en la Fig. 2. Debido a su abundancia, el micelio intramatrical es el
que determina el valor del porcentaje de colonizacidn total (r = 0.76, p<0.001) v en menor
proporeidn, la abundancia de esporas y vesiculas (r = 0.50, p<0.01) v de los arbusculos (r=
0.44, p<0.01). A su vez los porcentajes de esporas y vesiculas intramatricales v los de los
arbusculos, estan relacionados con los de micelio intramatrical (r = 0.062, p<0.00i yr=
037, p<0.01, respectivamente). La abundancia de arbtsculos también se asocié con la de
las vesiculas y esporas intraradicales {r = 0.41, p<0.01). Sin embargo, la esporulacidn
extramatrical {abundancia de esporas en el suele después de la propagacién) no esta
relacionada con la colonizacion total de las raices ni con la de las diferentes estructuras.
Aln asi, se puede observar una tendencia a la disminucion de la abundancia de arbusculos
conforme incrementa la de esporas intra vy extramatricales. Esto se aprecia mejor en los
Vertisoles regados por 65 afios en los que ocurrié la mayor esporulacidon v la menor
formacion de arbisculos (Fig. 2). Igualmente se observa un ligero aumento en el porcentaje
de arbisculos en los mismos suelos regados por 35 y 95 afios cuando ocurre una
disminucién en la produccion de esporas {principalmente las intramatricales) Por oiro lado,
la produccién de vesiculas y esporas intraradicales siguid un patrdn similar al de
esporulacion extramatrical y de campo La abundancia en conjunto de todas las estructuras
de almacenamiento, vesiculas, esporas (imira v extraradicales) y esporocarpos, tamto en
campo como después de su propagacidn, estdn correlacionadas entre si positivaments

{p<G 03) y tienen un comportamieno similar en ambos suelos



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacién arbuscuiar: Potencial colonizador .

YVERTISOLES

100
= 80-
e :
5
= 40
L=l
-
& 20

0

5 35 65 95

Z

33 63 93

(9]

Afos bajo riego con aguas residuales

‘Clhifas farbusculos Wvesiculas v esporas mtraradicales

Figura 2. Porcemiaje de colonizacion de diferentes estructuras de hongos
micortizicos arbusculares en raices de cebollas (4llium cepa L.) cultivadas en invernadero
durante seis meses, en suelos regados con aguas residuales.

]

LA

Janey
&



Ortega-Larracea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Potencial colonizador

Las abundancias de las especies de esporocarpos encontradas, Glomus mosseae v
Sclerocystis sinuosa, estan influenciadas por el tiempo de irrigacion, reguladas por el tipo
de suelo v relacionadas directamente entre ambas (r = 0.723, p<C.001) (Fig. 3). Para estos
propagulos, se observa un efecto estimulatorio en los Vertisoles regados durante 335 v 65

afios mientras que en los Leptosoles la estimulacitn se da Gnicamente en aguelles regados

durante 35 afios.

Las abundancias relativas de los morfotipos caracterizados se presentan en la Tabla 2.

En general, ambos suelos presentan un nfimero similar de morfotipos in situ o después de la

propagacion. En campo, la riqueza de éstos v su abundancia relativa es mayor conforme
aumenta ¢ tlempo de riego, nuevamente hasta los 65 afics, después de los cuales ambas
decrecen. Algunos morfotipos se encontraron con mayor frecuencia en alguno de los dos

suelos como Glomus aggregatum en los Leptosoles v Glomus sp.” en los Vertisoles.

Solamente un morfotipo (Glomus sp.”) se encontrd fnicamente en los Leptosoles regados
por el mayor tiempo. Es dificil establecer en forma definitiva la total ausencia de alguno de
estos morfotipos en los suelos, dada la dificultad de identificar los ejemplares en campo.
Después de la propagacion en un hospedero diferente al cultivo de campo, se observa una

drastica disminucion en la diversidad de morfotipos observados (de ocho a tres).

DISCUSION

Los valores absclutos de abundancias en campo fueron similares a los encontrados
anteriormente para os mismos tupos de suelos regados con agua residual durante 5 v 93
afles (Ortega-Larroces et al 2001). Sin embargo, en este estudio, las menores abundancias
no corresponden a los Vertiscles como se habiz observado anteriormente. Sin embargo,
conuniia en los Verisoles la tendencia al decremento en el nimero de esporas conforme
incrementa el tiempo de irrigacidon. En suelos contaminados por lodos residuales, la
dismmucion en la densidad de esporas se relaciona Com una mayer concentracion de

mezales pesados (Leyval et al. 1993, Del Val gt al. 1999). A pesar de que no cuantificamos
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directarnente las concentraciones de metales en este estudio, éstos se incrementan
proporcionalmente conforme aumentan los afios bajo riego principalmente en los Vertisoles
(Tabla 1). Por otro lado, el efecto estimulatorio causade por el tiempo de riego que se
manifiesta in sifty Gnicamente en los Leptosoles {a los 65 afics) (Fig. 13, muestra la
importancia def tipo de suelo cuande son regados con agua residual por los mismos
periodes. Algo similar se observd anteriormente en la abundancia de esporocarpos a
concentraciones intermedias de fosforo y metales pesados, en suelos regados durante 5 y 95
afios {Ortega-Larrocea et al., 199%). S embargo cuando la abundancia no se asocia con las
concentraciones de contaminantes, este efecto no puede ser apreciado significativamente en
estos dos tiempos de riego debido a la sumilitud en las abundancias {Fig. 2) {Ortega-
Larrocea et al 2001). Cuando se analizan tiempos de riego intermedios (35 y 65 afios)
notamos claramente este efecto estimulatorio también en la abundancia de esporocarpos en

campo. Con relacion a Glomus mosseae, este fendmeno solo se observd en la formacién de

esporocarpos y no en la de esporas libres. Esto puede adjudicarse a un ambiente nutrimental
dptimo, en el que el balance adecuade de carbohidratos en la raiz permitiera al hongo
invertir una mayor energia en la formacidn de estas estructuras complejas. A esto se afiade
la estrecha relacién que existe entre la abundancia de los esporocarpos de esta especie v el

N

p<0.01) encontrados Unicamente para esta especie

Py

porcentaje de micelio intramatnc
{datos no mostrados). En ¢l caso de S._sinucsa v con base en o observade en estudios
antericres, continuamos pensando que su abundancia en el suelo estd mas ascciada al
cuitivo del hospederc adecuado para esta especie, va que la formacion de esporocarpos

vizbles de novo 1o es del todo comuin de observar en cultivos en maceta,

El decremento en la abundancia de esporas después de un ciclo de propagacion tanto
como el mismo pairdn de esporulacidén que se presenta en amibes suelos, nos permite
atribuir esia baja densidad al estado nutrimental de las plamas cultivadas. Durante el tiempo
en ¢l que se maniuvieron los hospederos en cultivo, no se les adiciond alguna solucidn
nutriiiva. La esporuiacicn es un proceso relacionado directamente con ef estatus nutrimental
de la planta {Gaur v Adholeva 2000}, por lo que se favorecid en los suelos mas ricos en
nutminentos, Tales suelos corresponden a los Vertisoles regades por mavor tiempe, v

seguidos en 2ste orden, los Lepsoles. Aln en sstas condiciones se did nuevamente un
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decremento de esporas en ambos casos a los 95 afios, tal y como se observo in situ. Esto
nos indica que el efecto del riego persiste atn después de un ciclo de propagacién sin
aplicacién de aguas residuales y nos permite corroborar nuevamente que la disminucién de
gsporas en los suelos irrigados por mayor tiempo es una consecuencia de la acumulacién de

utrimentos como el fosforo (Ortega-Larrocea gt al. 2001}

Por otro lado, la falta de relacion entre la abundancia de esporas en campo v la
posterior coionizacion de las raices, ha sido ya descrita anteriormente. Leyval et al. (1995)
observan que ¢l ntimero de esporas en ¢l suelo no siempre corresponde a la abundancia de
la micormiza y estd poco relacionado con el porcentaje de colonizacion de las raices. Es
probable que se deba a que la estimacion del potencial colonizador de los suelos mediante
conteos de esporas o de porcentajes de colonizacién en muestras de campo, no estén
evaluando el estado de viabilidad de dichos propaguios (Franson vy Bethlenfalvay, 1989).
De igual manera significa que el potencial colenizador en estos suelos esta dado por la
abundancia de otros propagulos como las raices previamente colonizadas. Se ha visto que la
dismimicion en la abundancia de esporas debida al incremento de las concentraciones de
fosforo en el suelo, no esté igualmente relacionada con la disminucidn en la abundancia de
otros propagulos (Leyval gt al. 1995}, Gaur y Adholeya {2000) atribuyen la colonizacién de

las raices al nimero de propagulos totales en e suelo, mas que a la abundancia de esporas

En mnguno de los suelos se observé un impacto causado por el riego en la
colonizacion de las raices. Esto puede ser una consecuencia del prolongado tiempr de
cultivo que permite a esta simbiosis alcanzar un nivel maximo de colonizacidén en las
raices Sin embargo los cultivos que se desarrollan en estos suelos, principalmente maiz v
alfalfa, son cultivados durante més de tres meses en los mismos. Es por esto que
consideramos imporiante el evaluar i potencial colonizador del suelo después de un tiempo
de cultivo prolongado. De medo que el estatus micorrizico de las raices después de este
tiempe de cultivo fuera maés cercano al que se pudiera enconirar en Campe cuando las raices
en ol suelo colonizan nuevaments las plantas en la siguients cosecha, Boucher (1999)
encuentra que ios percentajes de colonizacién en maiz son muy variables segiin las esvecies

gue 10 colonicen. Sin embargoe, las diferencias an este eswudio fzeron debidas Unicamente al

- 36 -
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tipo de suelo, lo que confirma nuevamente que los que tienen una textura m4s favorable
para el crecimiento v desarroilo radical favorecen el desarrollo de la micorriza (Wilson y
Trinick 1983, Ortega-Larrocea et al. 2001}, Saif {1981, 1983} estableci¢ que los enddfitos
de MA responden a la atmoésfera del suelo: a una mayor oxigenacidn, se incrementa la

longitud v los porcentajes de los segmentos radicales colonizados, asi como la produccién
de vesiculas y arbusculos. Gaur v Adholeya (2000) enconiraron que la habilidad de la MA
para recolonizar, estd directamente relacionada con las propiedades del suelo como la
compactacion v la retencidn de agua. En suelos contaminados por lodos residuales, Leyval
et al. (1595) observaron que las diferencias en la abundancia de esporas propagadas se
debian mas a la textura de los suelos, que a ia concentracion de metales pesados. Los suelcs
de textura pesada afectan la colonizacidon por la restriccion del crecimiente radical

asionado por el contenide de arcillas. Estos resultados apovan nuestras observaciones
anteriores en los Vertisoles de textura arcillosa, en los que la simbiosis se vuelve mas

suceptible a sufrir el impacto prevocado por el riego.

Teoricamente, el prncipal efecto causado por el tiempo de irrigacidn en la
colonizacion radical, seria atribuible al aumento en las concentraciones de fosforo de los
suelos {Tabla 1) Adicional a este estudio, tampoco se ha observade algin impacto
determinante debido al fosforo en la colomizacidon. Hetrick et al, (1984) argumentan que su
aumento no sdlo limita el crecimiento de la MA, sino gue también regula su efectividad,
pudiendo transformar esta relacidn en parésita. Esto lo atribuyen a que las plantas no crecen
lo adecuado por el gasto que representa el mantenimiento del hongo en las raices al ne
disminuir su abundancia {Bethlenfalvay et al. 1983). Gaviio y Varela (1995) obtienen una
mayor 1asa de colonizacion en suelos fertilizados con fésforo mineral. Olsen gt al. (1999)
observan que la aplicacién de fosforo como fertilizente no produce cambios en la
colonizacién siempre v cuando el indculo en los suelos sea elevado. Thorne st al. {1598)

cmposta de lodos residueles disminuye Iz colomizacion

..
encueniran que la adicidn de

O

arbuscular pero no e poreeniaje de micelio mtramatrical.

En nuesirs estudio, 103 porcentajes de las diferentes estructuras deniro de ia ralz, nos

by

permitieron obiener mayor informacion acerca de la dindmica de esia colonizacion. Durante
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la fase activa de la simbiosis se presentd una mayor cantidad de estructuras de intercambio
que disminuyen cuando el hongo empled su energia en la produccién de esporas. Esta etapa
se prolongd en los suelos regades por mayor y menor tiempo. Estas observaciones
coinciden en gran parte con lo reportado por Koomen et al. {1990) v Angle v Heckman
(1986) quienes indican que ol efecto de los metales pesados retrasa la colonizacidon mas que
suprimiria. Ellos encontraron una intensa colonizacion en poro (Allium porrum L) después
de cuatro meses de crecimiento en suelos contaminados por metales provenientes de lodes
residuales. Nosotros obtuvimos igualmente una intensa colonizacion en una especie similar

{Allium cepa L.) en suelos regados con aguas residuales,

Nesotrog atribuimos esta disminucidon a una consecuencia de la mayor disponibilidad
del fosforo que provoca que los hospederos tengan a su vez una mayor demanda de
carbohidratos (Olsen gt al. 1999). No hay una evidencia directa de que el contemdo de
metales pesados en los suclos afecte directamente la esporulacion como en el caso del
fosforo. Por otro lado, estd el hecho de que las concentraciones de metales pesados
disponibles en estos suelos ne son tan elevadas como las de fosforo. Atn cuando ne fuerc
cuantificadas las concentraciones de fosforc en las raices, se conoce que a clevadas
concentracicnes de éste, se altera el balance de carbohidratos traslocados a la raiz con la
subsecuente inhibicién del hongo para formar estructuras de reserva (Olsson et al. 1997). El
fosforo no afecta directamente la viabilidad de los propagulos, existiendo especies
tolerantes que colonizan y estimulan el crectmiento vegetal & elevados niveles del mismo
{Gianinazzi-Pearson v Gianinazzi, 1983). Cuando se absorbe el {osforo, el contenido de
carbohidratos en la ralz se incrementa rapidamente la biomasa de micelio extramatrical y la
formacién de esporas se ve favorecida (Olsson et al 1997, Mollier y Pellerin 1999). Por
tanto, a concentraciones elevadas de fosforo disponible en el suelo, la colonizacién se debe
desarrollar rapidamente antes de que la concentracion del mismo en las raices impida la
penetracion det honge. También se han comprobade cambics en ia calidad y/o canudad de
‘os exudados radicales debidos al estatus de mutricién fosiorada de las raices que repercuten
en una innibicidn de la ramificacidn de las hifas generadas por el micelic de esporas
germinadas (Béecard and Forin 1988, Nagahashi gr al. 1996, Buée gt al, 2000) Esto reduce

la superficie de contacto disminuye las probabilidades del bomgo de colonizar las raices
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{adicional al tilempo en que las esporas invierten en germinar si las condiciones son
adecuadas). Como upa consecuencia, las raices en el suelo alcanzan répidamente
concentraciones internas de fosforo que pudieran impedir la colonizacidn. Podemos pensar
que es mas rapido colonizar nuevas raices a través del recrecimiento de las hifas
preexistentes que mediante la germinacidn de las esporas. La disminucion en la sbundancia
total de esporas junto con los elevados niveles de colonizacidén en los suelos regados por
mayor tiempo, pueden ser la razdn por la que las raices colonizadas puedan ser los
principales propagulos tal y como lo observan Gaur y Adholeya (2000). A esto se suma el
que exista una dominancia de las especies del género Glomus cuyo micelio intramatrical es

altamente regenerativo en contraste con el de las especies del género Gigaspora.

A largo plazo, la disminucién de la cantidad de esporas podria tener un impacto
negativo que se reflejaria en el potencial colonizador de los suelos cuando no fueran
cultivados continuamente. Aunque se ha demostrade la sobrevivencia del micelio bajo
condiciones adversas {McGonigle y Miller 1999), su viabilidad puede disminuir v la
densidad de esporas en ios suelos pueden ser entonces los rpopagulos efectivos en el suelo
(Sanders and Sheikh 1983, Kabir et al. 1999). Por todo esto, se considera importante
determinar la viabilidad inicial de los propaguios al imcio del cutivo en el campo {Nehl &t
al. 1998).

La reduccion en la rigueza de especies en los suelos agricolas v en suelos
contaminados se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios (Ietswaart at al,, 1992;
Johnson y Pileger 1592; Weissenhom, 1595; Hotlich et al. 1999). Feldmann y Boyle (1999}
encontraron una menor diversidad de morfotipos como consecuencia del cultive de maiz.
Efectivamente nosoiros encontrames una importante disminucion en 2l nimeroe de
moriotipos en los Veriisoles regados por 95 afios que podria deberse a una mavor
continuidad en las cosechas debida al riege. Sin embargo, asociamos el impacto del riego
en los BMA segin los modelos de diversidad de Ciller et all {1998). Ellos establecen dos
comportamientos posibies de las poolaciones nativas ante cuaiquier tipo de estrés. Il

rimere en el que bgjo condiciones intermedias del mismo, se ircremente la diversidad v/o

"o

abundancia conforme aumenta la presidon de seleccidn a la que estdn sujetas; pasando
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ciertos niveles de tolerancia ambas comienzan a decrecer progresivamente. En el segundo
caso, la diversidad y/o abundancia decrecen directamente conforme aumenta la situacién de
estrés. En los Leptosoles, la micorriza se comporta de acuerdo al primer modelo v en los
Vertiscles al segundo. Del mismo modo, Leyval v Vandenkoorhuyse (1596) observan una
disminucién en la abundancia y diversidad de HMA en suelos agricolas cuyas
concentraciones de metales estuvieron por debajo de las Normas Europeas. Del Val et al.
{1999) encuentran un incremento en fa rigueza y diversidad de especies de MA en suelos
que recibieron concentraciones intermedias de lodos residuales v con niveles de metales

pesados inferiores a los limites.

CONCLUSIONES

En los sueles regados con aguas negras en el Valle del Mezquital, la sbundancia de
esporas de hongos MA esta siendo afectada. Esto fue demostrado en suelos de campo (in
situ) y en macetas de propagacion. Las principales diferencias se encontraron en los suelos
regados duranie 95 afios (p<0.01) y postericrmente en los irrigados durante 35 v 65 afios.
Sin embargo, el potencial colonizader de los suelos no disminuye como consecuencia del
riego, v la colomzacion radical vy su dindmica (abundancia de micelio intraradical,
arbsculos, vesiculas y esporas) es tan intensa como en los suelos regados por el menor
tiempo {5 afios). La colonizacion esta influenciada completamente por el tipo de suelo
siendc elevada en los Leptosoles v media en los Vertisoles regados por los mismos
periodos de tiempo (p<0.0001). Un efecto estimulaterio en lz abundanciz y diversidad de
esporas se observa en los Leptosoles regados por 35 y 63 v en ambos suelos en los

S3p0rocarpcs.

Nuestras observacicnes nos permiten concluir que el riego con agus residual debe ser
adaptado & cada tipe de suelo para evitar la disminucion de la MA. La elevada colonizacién

observada ain en l0s sueios mas conraminados plantes la imterrogante de cuales son las
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especies adaptadas v que esporulan menos. Esto nos permitirfa seleccionar a las especies

adaptadas al riego con agua residual para futuros programas de manejo.
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Conclusiones dei capituio 1.

Un muestreo intenso en campo v estudios posteriores en invernadero de los suelos del Valle det

.. =

ezquital regados con aguas residuales, nos permitieron establecer las siguientes observaciones en

anto a ia dinamica de las simbiosis micorrizicas arbusculares.

1) El tipo de suelo, es un factor que independiente del riego con agua residual, determina ia

productividad de los hongos MA, siendo el Leptosol el que mas favorece la colonizacion radical

v 1a esporulacion.

Z) Elimpacto por el riego con aguas negras a través del tempo estd siendo regulados también por el

tipo de sueio vy causa una disminucién en la esporulacion del hongo en los suelos més

contaminados o regados por el mayor tiempo, lo que se aprecia claramente en los Vertisoles.

re

sto se debe a que sus caracteristicas son mas homogeneas porque son suelos mas arcilloses, con

menor oxigenacién v retienen mis los contaminantes, lo gque los hace ser més susceptibles al

riego v a la regulacion de las simbicosis MA.
= fon)

(¥¥)
e

A pesar de que no se observa una Inhibicidon ni tampoco una disminucién del potencial

colonizador de los suelos con elevadas concentraciones de fosforo, éste junto con los metales

pesados, estan correlaciona

o8 directamente con la disminucion en la abundancia v diversidad de

esporas, inclusive de las esporas y vesiculas intraradicales en Lepiesoles v Vertisoles regados

por mas de 90 afics.

1
(Wi
Ln

1
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%

3)

El potencial colonizador de los suelos no esté influenciade por la abundancia de e
otros propagulos del suelo como las raices colonizadas. Estas garantizan la continuidad ce las
simbiosis en los suelos mas contaminados. Sin embargo, la disminucién en la abundancia de
esporas puede tener importantes repercusiones en su manejo ya gue se podria ver afectada la
diversidad v abundancia de estos hongos en periodos de descanso en los que el suelo se

encuentre sin hospederos.

Junto con los estudios edafolégicos que se tienen bien caracterizados para la zona, se infiere que
es necesario llevar a cabo un manejo diferencial de los suelos regados por los mismos periodos
de tiempo. El incremento en el tiempo de riego pedria hasta cierto limite estimular a las
simbiosis en Leptosoles y dismimuirla paulatinamente en Vertisoles. Las pricticas agricolas
recomendables serian las que impidieran alcanzar los niveles de contaminacion de los suelos
regados por mayor tiempo vy reducir o suspender el elevado aporte de mutrimentos en los suelos
regados por un siglo, de modo que la abundancia de esporas no disminuyera en los primeros y las

poblaciones se pudieran restablecer en los segundos.
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Resumen

Se estudio bajo condiciones de mvernadero, el efecto de la contaminacion del suelo
por ¢l riego con aguas residuales a coric v largo plazo, en el crecimiento v absorcion de
fosforo y metales pesados (Cd, Cu, Pb y Zn) en plantas de maiz con y sin micorrizas
arbusculares. El estudio se llevo a cabo en suelos de tipo Vertisol irrigados durante 5
{(V05; v mas de S0 afios (V90} con agua residual. Se probaron diferentes indculos de
hongos provenientes de estes suelos regados durante largo (M90) y corto tiempo (MO5) v
de Vertisoles nunca regados con aguas resiudales (MT), a los que se les aplico agua

residual o destilada durante el experimento.

Se observd un efecto dominante del tiempo de irrigacion en el crecimienio de las
plantas y ¢n las concentraciones (mayores del doble) de Cd, Cu, Zn y P en los tejidos v en
los suelos de los tratamientos V90. Aungue los niveles de Pb en el suelo también se
atribuyeron al tiempo de irrigacidn, su concentracién en los tejidos de las plantas no se
relaciond con la dei suelo. No se observo ningtin efecto significativo debide al riego con
agua tesidual o destilada en la absorcion de metales v fosforo durante el crecimiento del

cultivo alin en los tratamientos VO5.

La formacion de la simbiosis micorrizica se llevé a cabo Unicamente en los suelos
V05 debido a un efecto inhibitorio causado por el aumento en la dispenibilidad del
Fosforo debido a la radiacién gamma en los V90. En las plantas micorrizadas se observd
una disminucion en los pesos secos de los iejidos en comparacidon a las plantas gue no

recibieron indculo. Esta disminucion fue proporcional a la colonizacién de las raices v 2
la esporulacion de los hongos. Se aprecio un efecto clare de la micorriza en la absorcion
de fosforo, independientemente del origen de los distintos ndculos probados. Sin
embargo, solo se observd un incremento significative en la absorcidn v transiocacion de
los metales estudiades en todos los tefidos (raiz, tallo v hoja) causado por ef aislado MST,
principalmente a mivel de ralz. Esia mavor absorcion en las raices debida 2 la
JIcoTTiZacion, no correspondié & una mayor transiocacion por parte de la planta de estos

elementos versus ios talios v las hojas, por lo que se interpreta como una bioacumulacion

- 68 -
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en las raices. Esto provecod que la transiocacion de los metales hacia las partes aéreas

o )

tera ligeramente menor en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas. La
absorcidn de los metales no se correlaciond con la abundancia de los hongos dentro de las
raices {colonizacion radical). Es probable que el indculo MOS0 tenga una mayor habilidad
en la absorcion de estos metales debido probablemente a que ha estado sometido durante
mayor tiempo al riego com agua residual Cuando este cultivo fue propagado en
condiciones de menor contaminacidn como lo son los suelos V03, su esporulacion se ve
estimulada. Esto no se observo en el aislado MOS propagado en las mismas condiciones

(V05;

Todos los morfotipos encontrades fueron muy similares en los tres tipos de indculo
(OS5, MOS0 y MT), predominando en todos los cultivos propagados en condiciones d
wernadere G. mosseqe, . aggregatuim y . clarum La presencia de G. mosseae se
encontrd en todos los casos de este estudio y en investigaciones previas de campo por io
que se considera que es una especie altamente aclimatizada a las condiciones de riego con

agua residual y posiblemente en vias de adaptacion.
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INTRODUCCION

Contribucion de los hongos YA en la absorcién de metales pesados 3 las
plantas.

La reutilizacion de aguas residuales en la agricultura enriguece a los suelos con
materia organica y diversos macronutrimentos y contribuye a los procesos de reciclaje de
éstos uitimos (Moore, 1988; Campbell, 2000). Tal es el caso del fosforo que es un
elemento de muy baja disponibilidad natural (Raghothama, 1999) v limitante en &l
crecimiento de los cultivos (Schachtman et al, 1998). La aplicaciéon de las aguas
residuales ha permitido ademas, la explotacion de los suelos de las zomas aridas y
semiaridas. También se ha observado un mayor rendimiento de las cosechas a nivel de
biomasa en cultivos regados con lodos o aguas residuales (Kelley et al, 1984). Sin
embargo, la calidad de los productos generados puede verse afectada por la incorporacién
al suelo y a los cultivos de parésitos de las plantas y patdgenos del hombre, asi como de
distintos elementos potencialmente tdxicos (Giller v McGrath, 1988; US-EPA, 1992;
Siebe y Cifuentes, 1995). Dentro de éstos, los mas estudiados han sido los metales
pesados debido a su acumulacién y transferencia a distintos niveles de la cadena trédfica
{Wilbams et al, 1984; Miller et al, 1995b; Tsadilas et al, 1995; Smith et al, 1996).
Muchos son los factores bidticos y abidticos gue intervienen en la absorcion de estos
elementos por las plantas y su acumulacion en los tejidos (Sadiq, 1983, Das et al., 1997).
Dentro de los primeros, podemos destacar el papel de los microorganismos del suelo
mvolucrados en la adquisicidn de contaminantes por las plantas, va sea porque favorscen
la mineralizacidon de compuestos que los contengan (Domsch, 1984, Juwarkar et al.,
1988} o porgue comtribuyen z una absorcion directa, como las simbiosis micorrizicas
{(Morel, 1985, Giller er al, 1998). En los suelos agricolas, los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) son simbiontes de la mayoria de los cultivos, cuya funcidén es
aumentar ia absorcidn ¥ por ende la translocacidn de fosforo v diversos nutrimentos del

sueio hacia las plantas (Munvanziza ot al,| 1997},

-0 -
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A pesar de que la contribucion de los hongos micerrizicos arbuscuiares en la
absorcién de metales pesados se ha puesto en evidencia (Birkert v Robson, 1994;
Weissenhorn et al., 1995a), el papel de esta simbiosis en la biocacumulacién o bio-
proteccion de las plantas ne se ha podido establecer claramente para la mayoria de los
metales estudiados (Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn). Esto se debe a que 1a absorcidn de
estos elementos esta determinada por diversos factores como la concentracién v el tipe
del metal, su solubilidad y las condicicnes fisico-quimicas del suelo, v finalmente de la
especie vegetal y de hongo micorrizico (Suzuki et al, 2001). Por lo general, cuando los
metales en los suelos se encuentran en concentraciones muy bajas (trazas) y son
requeridos como micronutrimentos para el crecimiento vegetal, la micorriza arbuscular
favorece su absorcion (Manjunath v Habte, 1988; Raju et al., 1990; Marschner and Dell,
1994, Liu et al, 2000). Sin embargo, cuando las concentraciones en los suelos son
elevadas, se ha observado un efecto bicacumulativo en las plantas micorrizadas. Algunos
de estos metales se concentran a nivel de las raices y la transiocacion por las plantas a las
partes acreas €5 menor que en 1as plantas no micorrizadas (Languerau-Leman, 1993%). Por
tanto, las simbiosis micorrizicas pueden ser ambivalentes y funcionar como
bicacumuladoras en las raices y a su vez, bio-protectoras de la traslocacion a las partes
agreas (Shetty et al,, 1995). Quizé esto se deba Gnicamente al hecho de que los metales
quedan retemudos en la biornasa fingica (Gonzalez-Chavez, 2000) v no a una regulacion

especifica por parte del endofito.

La mayor parte de los estudios dedicados a dilucidar la contribucion de los HV{A en
la transferencia v por ende en la translocacidn de metales, se han realizado con
concentraciones v especies metadlicas conocidas, gue son afiadidas al suelo © a sustratos
artificiales de manera controlada {(Gildon v Tinker, 1983a; Diaz et al., 1996, Guo et al,
1996; Liu et al, 2000). Poco se sabe de la contnbucidn de los hongos en sueles con
concentraciones variables y menos atn, en suelos alcalinos regadoes con aguas residuales.
Desde ef punto de vista del hongo, ¢ independieniemente de la contammacion por mesales
pesados, ia probleméiica de estos suelos es ia elevada incorporacidn de osforo que se
adiciona lenta, pero constantemente con ef agua de rlego (Sharpley v Rekolainen, 1998,

Sibbesen v Sharpley, 1998). Esto significa que las poblaciones de hongos MA en &l suelo
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estan siendo sometidas a concentraciones cads vez mayores de este elemento, lo que
podria repercutir negativamente en la efectividad de la simbiosis. Por tanto, es posible
que con el tiempo, el fego promueva a una seleccidn de las especies de hongos. Esta
seleccion puede ser fisiologica, como la regulacidn en la expresion de genes
rranspertadores de fosfatos y por tanto genética, como la sobrevivencia de hongos con &l
genoma adecuado para llevar a cabo esta regulacion (Gildon y Tinker, 1983a; Maldonado

et al., en prensa).

En los suelos ligeramente alcalinos del Valle del Mezquital ¢n el estado de Hidalgo,
México, se pueden encontrar poblaciones de hongos micorrizicos arbusculares que han
estado expuestas al riego con aguas residuales no tratadas durante diferentes periodos de
tiempo {desde cinco hasta cerca de cien afios) (Siebe y Cifuentes, 1995). Con el tiempo,
el volimen generado vy utilizado de estas aguas ba aumentado y como consecuencia, su
incorporacion a los terrenos de siembra. De este modo en el Valle del Mezquital existen
rerrenos regados ininterrumpidamente y otros de reciente incorporacion al riego, que
anteriormente eran cultivados bajo el sistema de temporal. En estudios previos {Ortega-
Larrocea et al.,, 2001; parte 3 del capitulo 1) se ha visto que la elevada dispombilidad de
fostoro en los suelos regados por largo tiempo, no ha causado una disminucidén en el
potencial colonizador de los hongos MA en los suelos. Si bien se observa que hay una
disrminucion en la abundancia de esporas, esporocarpos y vesiculas, la colonizacidn total

de las raices es elevada y se mantiene nalterada.

El hecho de que no exista una mhibicidon de la colonizacién micorrizica arbuscular en

las plantas de los suelos mas contarminados pueds tener implicaciones importantes como:

ay Que sxgstz una adaptacion en la dindmica de la colonizacidén de los honges
MA debida a una posible disminucién de la necesidad de lag plantas de esta
simbiosis (micotrofiz) como consecuencia de una mayor disponibilidad de

fosoforo en los suelos,

o
e

Que el endofito pudiera tenmer alguna participacién en ia absorcion de

coniaminantes como metales pesados.
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Para corroborar la primera hipdtesis, se seleccicnaron distintos inécuios de hongos
MA provenientes de suelos irrigades por distintos periodos con agua residual (5 v mas de
90 afios y nunca antes regados) y fieron inoculados en plantas de maiz que crecieron en
estos suelos. Estos aislados se sometieron a condiciones de mayor, menor o igual grado
de contaminacion {en relacidn a las concentraciones de fosforo y metales pesados
totales). A su vez, se estudio del efecto inmediato del riego con tratamientos regados con
aguas residuales y regados con agua destilada. La tolerancia de los hongos MA al riego
con aguas residuales se estudié Unicamente a iravés de la abundancia de las esporas v de

la diversidad de sus morfotipos.

En el segundo caso se considerd que los hongos MA pudieran contribuir z ia
transferencia {que es la absorcién de nutrimentes del suelo a las raices) v como
consecuencia en la translocacion (que es la distribucion de estos elementos en los teprdos
de las plantas de las raices a las partes aéreas) de contaminantes a las plantas en estos
suelos. Para esto se cuantificaron las concentraciones de metales pesados v de fosoforo en
las aguas de riego, en los suelos v en los tejidos de las plantas micorrizadas con los

in6eulos anteriormente descritos y fueron comparadas con las plantas no micorrizadas,

E
o

0

&
13
3

h

etive principal de este estudio fue le de conocer los efectos del rego con
agua residual a corto v largo plaze en la absorcion de metales pesados v fosforo en
plantas de malz micorrizadas, asi como el de cuantificar si a traveés de la abundancia y
civersidad de esporotipos es posibie notar algiin proceso de aclimatacién de estos hongos

a estas condiciones.

MATERIALES Y METCDOS

Disefio Experimental

£l experimento se levd 2 cabo en Vertisoles del Disttio de Riego 03, del Vaile

Mezguital, Hidaige. En los estudios de campo previos {capitule anterior), el impacto del

riego con agua residuai en las simbiosis MA se 2precid de manera mas clara en ssios

suelns. Lo§ tratamuentos micorrizices feeron disefia ados en un EXD grimento de indculos

-3 -
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cruzados en los que los indculos provimieron de los Vertisoles regados por distintos
periodos con agua residual. El mayor de elflos fue de 90 afios {indculo denominado MS0)
y el menor periodo fue de 5 afios {indculo M03). E! control positivo provino de Vertisoles
nunca irrigados ni cultivados agricolamente (indculo MT). El control negativo fiieron las

plantas sin indcule micorrizico (M-).

En el mismo disefio experimental, estudiamos el efecto de la acumulacion de fsforo
y metales pesados totales en los suelos deif efecto directo de la aplicacién con agua
residual durante e crecimiento del cultivo. Para esto, se disefiaron tratamientos regados
con agua residual (AR) v/ o destilada (AD).

La reparticién de los tratamientos fiie completamente aleatorizada y ei disefio fue
multifactorial con 2 suelos (V)5 v V90) x 4 aislados (M-, MT, M05, M90) x 2 riegos (AD

y AR) = 16 fratamientos con ocho replicados cada uno {un total de 128 unidades

experimentales). Los tratamientos se idemtificaron con las siguientes nomenclaturas:

2 2 2 =

0] Q ] L

2 = 2 = = = i =
z 2 & : 7 g s 2 g s 2§
g = g S = g 3 0z -

- 2 — @ — o an -

2 = = =

Fo = f— g
MSO V05 AR MO5 VO35 AR MT V05 AR M- V03 AR
MGG V05 AD MO3 VO3 AD MT V05 AD M- V05 AD
MO0 VS0 AR MO3 VOO AR MT Vo0 AR M- Vo0 AR
MSO VOO AD MGS5 VS0 AD MT Va0 AD M-VO0 AD

Colecta y esterilizacion de sueios

Los Vertisoles se colectaron en el Distrito de Riego 03 en ¢l Valle det Mezquital,
Hidaigo, México. Las parcelas de cada tipo de suelo (V03 v VG0) con &l menor y mayor
contenidd de metales pesados toales y fosforo disponible, respectivamente, fueron

P



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de lus aguas residucles en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.

seleccionadas con base en un estudio previo {(Ortega-Larrocea ef al., 2001). De cada una
de estas parcelas se colectaron 10 muestras de suelo de aproximadamente 22 kg cada una.
Las muestras se tomaron en una linea paralela al canal de riego de cada parcela. De cada
tipo de suelo se separaron 5 kg de macroagregados con raicillas. Todas las muestras
fueron secadas al aire a temperatura ambiente. Los suelos fieron molides, tamizados (2
mm) ¥ homogeneizados en una revolvedora. Las repeticiones consistieron en 2 kg de
cada tipo de suelo que fueron repartidos en bolsas de polietilenc esterilizadas por
radiacion gamma a 30 kgrays. Esta dosis fue seleccionada con base en un estudio previo
de recrecimiento de microorganismos de los suelos sometidos a distintas dosis de

radiacion y que fueron sembrados en medios de cultivo.

Elinéculo que correspondid al aislado MT fue colectado de la rizosfera de plantas de
mezquite {Frosopis laevigata)y y maguey (Agave arrovirens) de Vertisoles circundantes a

los campos agricolas.

Inoculacion de plantas

£l inéeulo micorrizico vy bacterianc de cada suelo fue aislado 2 partir de 4.8 kg de los
macroagregados separados inicialmente (calculados con base en el 10 % del peso seco
del suelo de cada unidad experimental). La extraccion se hizo el dia de la inoculacién por
tamizado en bimedo (238, 0.96, 0.23 v 0037 mm) v decantacién. El primer litro
exiraido de esie lavado fue recuperado v conservado en frio hasta la siembra. Por otro
lado, el contentdo de cada tamiz fue dispersado en 2 L de agua y decantado después de 15
s recuperando cada Taccidn en el tamiz més fino. La muesira final fue homogeneizada,
pesada en humedo y repartida con el mismo peso entre el no. de repericiones. 24 horas
amies, s& regd cada maceta con agua destilada hasia la capacidad de campe. A cada una se
le afiadic el peso correspondiente del indculo en un orificic cemtral de 2 cm de

-

protundidad v sobre =i indculo se colocd una semillz de maiz (Zeq mays L.). Las semillas

1.

de todos los ratamuientos provinieron de una sola mazorca de una variedad sembrada en

el Vaile vy colectaca dos afios antes en Verusoles regados por 93 afies. Cadz macsta

.

wn
'
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recibid 10 ml del extracto microbiano correspondiente v se cubrid con una malla

mosquitera que fue agujerada en su centro cuando emergi6 la planta (Fig. 1, Anexo 2).

Cultive y riego de las plantas

Las plantas se mantuvieron en un invernadero templado (23=7°C, 61 #37% H R,
fotoperiodo natural) durante 16 semanas y flieron regadas quincenalmente {debido a Ia
gran retencién de agua de estos suelos) con agua destilada (AD) v/o residual (AR). Los
riegos con agua residual feron alternados con agua destilada considerando las dosis de
aplicacion en campo (4 riegos para este cultivo). El agua residual se colectéd en el Distrito
un dia ames de su aplicacion en uno de los canales principales cercanos a los suelos
colectados v se conservd a 4 °C. En cada riego se homogeneizaron los sedimentos dei
agua revolviéndola y se rotaron los biogues una posicién para evitar efectos de orilla v

diferencias en Iz iluminacion.

Cosecha

Una semana desples del Gliimo riego se realizd la cosecha de las plantas. Estas se
fraccionarcn en su parte aérea en tallos y hojas v se pesaron en fresco. Las hojas secas no
fueron consideradas. Se separaron casi la totalidad de las raices del suelo manualmente,
se lavaron con agua corriente y se registrd su peso. Otras variables como altura, nimero
de nudos, de hojas y didmetro de los iallos fueron registradas. Los tejidos de las plantas
fueron lavados en HNO: (1 N), enjuagados tres veces con agua destilada v secados a 60
°C 2 pesc constante. 10 g del suelo de cada maceta fueron secados a 110 °C hasia peso
constante. El resto del sueic fue secado a temperatura ambiente v almacenado a 4° C

hasta su analisis.

Pardmetros micorrizicos
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Las raicillas de los suelos de cada maceta que quedaron después de la colecta de las
raices principales fueron lavadas, aclaradas con KOH 10 % y rtefiidas con azul de tripan
0.05 % en lactoglicerol. Se hizo una mezcla homogénea v se montaron 10 segmentos ai
azar en portacbjetos en preparaciones permanentes con alcohol polivinilico (PVLG). Los
porcentajes de colonizacion radical fueron determinados en 100 puntos de interseccion a
200 X Por otro lado, se extrajeron las esporas por tamizado en humedo v decantacidn en
25 g de suslo de cada muestra. Se montaron ejemplares permanentes de las mismas en

PVLG, PVLG-reactivo de Meltzer para las determinaciones taxonémicas.

Cuantificacion de fésfore y metales pesados en aguas, suelos y plantas

Los tejidos de las plantas fueron molidos hasta pasar por un tamiz de 2 mm.
Unicamente se cuantificaron los elementos de la mitad de las repeticiones de ios
tratamientos {n=4) a partir de 0.2 g de cada tejido (que fize el peso minimo registrado para
algunas raices). Las digestiones de todos los tejidos y suelos se hicieron en horno de
microondas {método EPA-3041 H). Los tejidos fueron digeridos con 10 mi de &cido
aitrico (HNGs) v 3 de agua, aforadas a 50 mL y resolubilizadas con 500 pi de acido
fluorhidrico {(HE}). A su vez, 0.3 g de suelo fueron digeridos con 10 mL de HNGO; v los
extractos fueron aforados a 50 mL. 40 mL de las muestras de agua residual se digirieron
con 10 mL de HNQO;. Para la determinacion de los metales solubies en el agua residual,
¢sta se filtrd por 2 um {Millipore) v se acidificd con 2 mL de HNGs. Todos los extractos
se almacenaron a 4° C hasta su lectura. La determinacidn de metales pesados totales en
suelos {Cd, Cu, Pb v Zn), se realizd con espectofotometria de absorcion atdomica {AAS).
Las lecturas de metales totales para las plantas vy totales v sclublies en las aguas
residuales, se hicieron bajo induccidn acoplada de plasma-masas (ICP-MS) La
determinacion de fosforo total en los extractos digeridos se lievs a cabo mediante
determinacidn colorimétrica por melibdato, presvio ajuste de pH con hidrdxido de amonio

4N (Jackson, 1938).
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Andlisis estadisticos

Cada una de las variables cuantificadas fue sometida 2 la prueba de Kolmogorov-
Smirnov de distribucidn normal. En los casos en los que no hubo un ajuste a la
normelidad, se procedié a la transformacién logaritmica (x +1) de las variables. Algunos
de estos datos transformados (Cu, Pb, Zn y P en los suelos y Zn en las hojas) se
agruparon en dos curvas independientes {ver figura 2 del Anexo 2) que correspondieron a
los suelos regados por mayor y menor ttempo Por este motivo, la prueba de normaiidad
se aplicé de manera individual para cada uno de estos grupos alcanzando con esto la
normalidad de la prueba. Para probar el efecto del riege y tiempo bajo riego, se aplicd un
ANGOVA de 2 vias y las medias de los tratamientos se sometieron a pruebas de minima
diferencia significativa (LSD). Debido a que no hubo micorrizacidn en ios sueios regados
por mas de 90 afios, el efecto de los indculos se sometio a una ANOVA de 2 vias (riego

vs. tipo de indculo) tnicamente para los Vertisoles regados por 5 afios. Todas las pruebas

fueron hechas en Statistica 98 (StatSoft Inc.).

i. Efecto del tiempo de irrigacién en el crecimiento y absorcién de
metales pesados en el maiz, en Vertisoles regados con aguas
residuales.

En la Tabla 1 se presentan las medias de las variables de crecimiento vegetal a las
16 semanas de desarrolle. Las variables que estuvieron influenciadas por el tiempo de

iego con aguas residuales fueron la altura, el ndmero de nudos, el diametro de los tallos,

jou)

los pesos iTesco v seco de las hojas v su refacion con el peso seco. Se observa gue la

‘ Debido a que en las plantas que crecieron en los suelos més contaminados (V90) o hubo micorrizacion,
el andlisis de los resuftados v 1a discusion del efecto del tempo bajo rego en el cuitivo de maiz, se hizo de
maners ndependienie en la seccidn b pam los tramouentos gue presentarcn micorriza (VO3

LS.
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Ortega-Larrocea M. P, Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.

Tabla 2. Valores promedio de metales pesados totales { £ d. e) en el agus de rlego aplicada en &l
experirnento. El valor entre paréntesis corresponde a los de metales schubles.

Elemento Agua
{mg / kg) residual (mg/L)
Cd 3.0033 £ 6.0015 {n. 4.}
Cu 013 A73 0.036 (0.016 = 0.011)
Ph 0.08 = 0.06 (0.01 = 0.008)
Zn 037=0.16 (003 =0.017)
p 43 (11
21 (23)* 83 (145)%*

* Concerttraciones antes y despues () de su esterilizactén por radiacidn garmmaen Vertisoles regados durante 3 afios con agua residual.

Tabla 3. Probabilidad (p) (3 way ANOVA) para diferencias en la absorcidn de metales pesados y fésforo
en los distintos tratamientaos.

Flemento RIEGO SUELOC MICORRIZA
Cd <0077 n. 4 <0.496
Cu < 0.951 < 0.060 <{0.448
Ph < {821 < §.680 <. 142
Za <{.913 < 8,040 <(Q.,645

P <0.074 < 6.4068 < {.066

1. ¢.= no determinado

Tabla 4. Valor de significancia de la translocacton de metales pesados v fosforo en plantas de maiz.

Metal R:T rH TH
Ca suelio sueiy 3.
Cu n s snelo suelo
Pb o s IS . s
Zn suglo n. 3. . 8.
P inéculo infculo S

s = no significativo; R = raiz, T= tallo, H = hoja



Ortega-Lartocea M. P. Efécto de ias aguas residuales en ia micorrizacién arbuscular: Cap. 1.

Las conceniraciones iniciales de los metales totales y fésforo disponible en los suelos
antes del cultivo v en las aguas de riego se muestran en ta Tabla 2. Las concentraciones
de metales totales fueron las mismas después de la esterilizacién (datos no mostrados),
aunqgue la disponibilidad del fosforo en los suelos regados por 90 afios se incrementd en
un 75 %. Gildon y Tinker (1983b) encontraron que la radiacién gamma aumentaba
ligeramenie la disponibilidad de fésforo, perc la solubilidad del cobre era duplicada. Es
posible también que la disponibilidad de metales pesados se haya iguaimente visto
incrementada. Las concentraciones iniciales de metales y fosforo en los dos tipos de suelo
son marcadamente diferentes, siendo mayores del doble en aquelios regados por mas de
S0 afios. La concentracion de metales totales en el agua de riego fie simiiar a la indicada
por Siebe y Cifuentes en 1995. Después del cultivo, los contenidos de metales y fosforo
continuaron siendo mayores del doble en los suelos regados por 90 afios,
independientemente del tipo de riego con agua destilada ¢ residual. Unicamente en el

caso del Cd, los limites de deteccidn (< 1.94 mg'kg) fueron inferiores para los suelos

irrigados por 5 afios, aun cuando se regaron con agua residual (Figura 1)

PO + o

analizados (raiz, talio y hoja) fue también aproximadamente del doble para ia

%]
i
iy
o
=
=
f
[£4]

que crecieron en los suelos regados durante mas tiempo En el caso del Pb (Figura 4), si
bien su acumulacién en los suelos regados por mas de S0 afios cast se ha triplicado, su
tragiocacion por los tejidos de las piantas no fue significativamente mayor que en los

suelos regados por 5 afios, ni siquiera cuando éstos fueron regados con aguea destilada.

que recibieron el agua residual, fueron similares independientemente del tipo de suelo
Para el Cd, se encontraron en los suelos mas contaminados, conrenidos superiores en las
paries aéreas de las plantas, que en las raices v un efecto conirario en aquellas que
crecieron en los suelos regados por un menor tiempo (con micomrizay Para el Cu v Pb se
presenid una mayor acumulacion en ias raices que en partes aéreas. El Zn y P ose
acumularon en mayer cantidad en los tallos. Las conceniraciones de Cu en los tgjidos
fleron similares a las que quedaron en ¢l suelo despugs def cultivo v para las de Pb, las
concentraciones de las plantas fueron mucho menores que las encontradas en el suel

-8



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.

1as concentraciones de Zn en los tejidos fiueron aproximadas a las que quedaron en ios
suelos. Debido a que el P es considerado un macronuirimento, la cantidad total en los

T

tejidos fue de varios ordenes de magnitud mayores que la del P disponible de los suelos.

El resultado del ANOVA para la mayoria de los metales (Tabla 3), mostré que las
diferencias entre los tratamientos se debieron princivaimente al tipo de suelo {o sea al
tiempo bajo irrigacion) v no al efecto del riego o del tipo de indculo micomizico {cuando
lo hubo en V05), excepto para el fosforo, en el que las diferencias también estuvieron

determinadas por el indculo micorrizico (M+ vs. M-).

Por oftro lado, se hicieron correlaciones generales entre la absorcion de los elementos
por los tejidos v su concentracidn en el suelo, mostrando nuevamente altos valores entre
todos ellos (Cd 2 0.9, Cu=08,Pb>03, Zn>0.75 y P = 0.65). Este analisis confirmd lo
observado para el Pb, en el que se optuvo el mas bajo valor de r (< 0.3) en los distintos
teidos. En relacion con el riego, los valores para todos los metales también fueron
débiles (r < 0.3), lo que nos permitid corroborar que el riego inmediato con agua residual
no contribuye significativamente a una mayor absorcion de estos elementos por 1os

tejidos.

Las correlaciones entre el tipo de suelo v 1a translocacion del Cd en los talios v en las
hoias guardaron una preporcidn directa con las concentraciones de los suelos en ambos
cazos. Una correlacion positiva se did enire e contenide de Cu por las hojas y los talios v
su concentracion en los suelos regados por mas tempo. En el caso del Zn en los suelos
mas contaminados, el contenido en el tallo v las hojas se correlacionan posirivamente con
el del suelo, pero no asi los contenidos ern la raiz en donde la correlacion fue
inversamente proporcional a su concentracion en el suelo. La transiocacion de Cd, Cu y
Zn en los tejidos de las plantas fue diferenie significativamente Gnicamente para el tipo
de suelo v en general entre los tejidos de raiz y los de talle, asi como entre fos de rafz v
lcs de hoia {Tabla 4). Una vez mas se observa que la translocacidén del Pb no fue
sigmificativamente distinta entre ningin tejide ni mingun iratamiento. Esfo €5 curioso
aunque su conceniracion on los suelos también se relaciona con ¢l tiempo de irrigacion,
st absorcidn por las plantas de maiz no estéd relacionada 11 con ef tiempo de riego ni con

ef tipo de riego. Las correlaciones encontradas para esie meral también indican gue su
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Ortega-Larrocea M. P. Ffecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.

comportamienio es completamente diferente a la de los otros elementos como lo

obsers f&’! por Beu.uﬁL et &i 84").

Es claro que el contenido de los contaminantes en los suelos aumenta por el riego
con agua residual; el Cd, se encuentran debajo del Hmite de deteccion (1.94 mg kg™') en
los sueles regados por un periodo de tiempo muy corto pero su concentracidn aumenta
hasta 3.3 mg kg™ después de 90 afios bajo riego. Los incrementos en metales pesados
totales y fosforo de los suelos asi como Jos de los tejidos en los tratamienios
correspondientes a los V90, demuestran que su acumulacién se debe al tiempo de
irrigacion y no a la aplicacion directa e inmediata del riego con agua residual durante un
cultivo. Esto se puede apreciar més claramente después de haber aplicado cuatro riegos
con agua residual en condiciones de invernadero. En contraste con 1os suelos que reciben
lodos residuales, los suelos regados con agua residual no tratada necesitan de un largo
periodo de tiempo para que los metales se acumulen en el (Berthet et al, 1984b). Sin
embargo, a la vez se confirma nuevamente que la biodisponibilidad de estos
contaminantes aumenta con relacion a su acumulacién en los suelos por el tiempo que
han sido regados, asi come el equilibrio que estos guarden con el suelo (Schirado et al,,
1986; Siebe, 1995; Probert v Moody, 1998). Esto lo describic Siebe (1998) 2n los
mismos suelos del Vaile del Mezquital en donde encontrd una relacién proporcional entre

la concentracion de metales totales y los bio-disponibles.

2. Transferencia via hongos micorrizicos arbusculares, de algunos
metales pesados {Cd, Cu, Pb y Zn) provenientes del riego con agua
residual v su translocacidn, en nn cultive de maiz

Los rratamientos en los que se pudo apreciar el efecto de la micorrizacion
correspondieron Unicamenie a los suelos regados durante 5 afios (VO3). En esios
iratamientos no se observaron diferencias significativas debidas al riego nf al tipo de
inoculo que estuvieran relacionadas con las variables de numero de hojas, nimerc de
nudos v didmetro de los aiios {Fig. 6a). Se observa gque 2! riego con agua residual en

invernadsro produio un ligero ncremenio en los pesos secos de ias hojas, lo que también
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Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.
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a) Algunas varizbies de respuestz en plantas inoculadas con hongas MA
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Figura 6. Varisbies de respuesta ep pianias de maiz micornzadas con distintos indcuios de hongos

con agua residual. MO0 = indculo de Vertisoles regados duranie mas de 90 afies. MT = imdcuio de
vegeracidn natural nunca regada m cuitivada agricolamente.

MA (p= 4} M- = plantas sin micorriza. M03 = indcule provemernie de Vernisoles regados durante 35 afios
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Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. II.

se refleja en los pesos secos totales (Fig. 6b). Para cada una de las estructuras (hoja, tailo
y raiz) se observé que los mayores pesos correspondieron a las plantas no micorrizadas.
Esta disminucion fue diferente segiin ¢l origen del indculo: el proveniente de vegetacidn
natural (MT) fue el que produjo una mayor reduccion (p<0.05). Este decremento en los
pesos secos en las plantas micorrizadas puede deberse a un efecto costo-beneficio de la
simbiosis que puede no verse reflejado en la altura, el diametro de ios falios ¢ el nimero
de hojas. Esto se ha observado a menudo en otros cultives e inclusive en plantas
sometidas a deposiciones 4cidas (Killham y Firestone, 1983). Es interesante que el
indeulo MT que nunca estuvo sometido a la influencia del cultivo, fuera el que hiciera
més notorio este efecto. Factores como el cambio de hospedero v su estacionalidad o el
riego constante, podrian estar estimuiando el desarrolio de los hongos de este indculo, en
comparacion a las condiciones fisiologicas perennes en las que se desarrcllan sus
hospederos naturales, va que fueron aislados de plantas de mezquite y maguey. Esto
también se adjudica al aumenic en la esporulacidn y en la colonizacién de las raices en
comparacién al indculo inicial de campo {datos no mosirados). Algo similar ocurre con el
aisiado M90, en el que igualmente se observé un aumento en su esporulacién debido

quizas a una disminucién de las condiciones de contaminacidn dei suelo {ver capitulo I).

Por otro lade, se encontrd una relacidén positiva directamente proporcional entre ef
porcentaje de colonizacidon en las raices y la abundancia de esporas producidas en los
suelos {Figura 7a). Aln con esia concordancia, el peso seco de las raices no presenta
ninguna relacion con el porceniaje de colonizacién (Fig. 7b). Tanto la abundancia de
esporas, como 1os porcentajes de colonizacién estan mas relacionados con ia procedencia

de! indeculo que con el riego con agua residual (Figs. 8 a y b).

Las diferencias significativas en la transferencia de metales v f0sforo, se preseniaron
Unicarnente para la absorcién de Cu v de P {Tabla 3). Gildon y Tinker concluyeron desde
1983 que la dinamica de absorcién del Cu es muy semejanie 2 la del fGsioro Esie
zlemeno tiende a formar complejos muy estables con la materia organica dei suelo y es
muy poco disponible, al igual que el fosforo. Come lo observado anteriormente parg las
planias no micorrizadas, tampoco hubo diferencias arribuibles al riego para ningunc de

los elementos. La concentracién de fosforo fue mayor en las raices de las plamas
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Tabla 3. Valor de probabilidad (2 way ANOVA) para
diferencias entre los tipos de indeulo (M-, M03, M90 y
MT) y el riego con agna destilada o residual.

Elemento MICORRIZA RIEGOD
Cd <(.870 <0.5376
Cu < §.048 <{$.486
Pb < (0.163 < 0.800
Zn <{.235 <0.767

P < (.613 <0157

Tabla 6. Prueba de diferencias minimas significativas (LSD) entre los aislados
micerrizicos y la absorcidn de metales v fsforo.

Elemento Tejido Indculo

Cd Raiz M- vs MO0 *
Cu Raiz M- vs, MOO #*
MOS vs. MOQ *+*
MBQ vs. MT #*

Pb Raiz M- vs. MO0 *
MO3 vs, MO0 =*

Zn Raiz M- vs, MOO #
MO3 vs. M990 *#

Hoja M- ws, MG *

P Raiz M- vs, M5

M-vs, MOQ *=*
M- vs. MT **
Tallo M-vs. MOS3 *
*p<0,03, ¥ 5<0.01

Tabla 7. Valores medios de colonizacién (%) v no. de
esporas {100 g) de los diferentes inbeulos de HMA
después de su propagacion en plantas de malz (n=8=

g 5.)
Aislado £5poras colonzzacidn
% 0=0 60
MG3 318=72 30=7
M90 310 =171 Sl 3
MT 1907 =316 57411
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micorrizadas, sirviendo éstas como un érganc de reserva de este elemento. Debido a esto,
hubo una mayor translocacion en los tejidos raiz-tallo y raiz-hoja en las plantas no
micorrizadas {Fig. 10), por lo que fueron diferentes significativamente del resto de los

aislados al mivel de la raiz, principalmente para €l inéculo MOS, La transiccacion tallo-

destilada, estas diferencias se hicieron mucho mas evidentes, lo que confirma una vez
mas, la contribucién de los hongos MA en la absorcion del fosforo del reservorio del

suelo {Cui y Caldwell, 1996).

Las pruebas de minimas diferencias significativas (Tabla ) muestran que aun
cuando no hubo diferencias en los contenidos de Cd 2 mivel de la raiz, las plantas no
micorrizadas absorbieron mas de este elemento en este tejide (Fig. $) En el caso del Cu,
fas diferencias se presentaron entre el indculo MO0 y el resto de los indculos (p < 0.05).
En el caso del Pb, se dié la mayor absorcion en las plantas micorrizadas con esie mismo
indculo (M90) a nivel de suelo (p < 0.03) {datos no mostrados) vy entre ias plantas no
micorrizadas v el indculo M0O5 a nivel de la raiz (p < 0.05). La absorcion de Zn
nicamente present6 diferencias a nivel de la raiz entre el indculo M90 y el MO3 {p <
0.05). Finalmente para el P, las diferencias se presentaron entre los indculos MO0 y MT a
nivel de raiz {p < 0.01} y en el tallo entre las no micorrizadas y el moculo MOS {p < 0.01)

y entre los inéculos MO5 v MO0 (p < 0.05).

Finalmente, se analizaron las correlaciones entre los porcentajes de colomzacién de
las plantas v su correspondiente absorcidn de metales v fosforo en las rajces (Fig. 11).
Esto nos permitié confirmar que hay una tendencia negativa en la absorcidn de Cd y el
porcentaje de colonizacion mientras que para la absercion de Zn y P esta tendencia fue
positiva. Gildon vy Tinker (1983b) encuentran también una relacidn negativa enire el
porcentaje de colonizacidn v la concentracion de Cd y Zn en ol suelo. Para e caso gel Ca
v del Pb, no se pudo detectar ninguna relacion con la colonizacidn radical en este estudio
a pesar que de la absorcidn del primero se incrememd por las simbiosis MA. Este
confirma iz eficiencia en la absorcién de! inoculo MO0, 2f cual sin tener & mavor
colonizacidon transfitié la mavor cantidad de este metal (algunas ilustracionss de iz
colonizacidn en este aislado se muesiran en la Figura 3 del Anexo 2). Weissenhorn ot al.

- G4 -
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(1995 b y c) tampoco observaron un efecto de las simbiosis en la acumulacidén y

transferencia del piomo en plantas de maiz en dosis bajas ¢ elevadas.

Las plantas que mas transfirieron fosforo (Fig. 9) fueron efectivamente las que
mayor colonizacidn tuvieron (Fig. 8b) y que comespondieren al indculo MT. Esto
concuerda con lo observado por Hernandez et al. (2000), quienes encuentran una relacion
directa entre la absorcidn de P v la cantidad de arbisculos en las raices. Sin embargo, esto
no fue asi en el caso del Zn en donde las plantas que mayor colonizacién tuvieron fueron
las que absorbieron cantidades intermedias de este metal (Fig. 10) v que corresponden a
las micorrizadas con el indculo MT. Guo et al. (1596) v Fidelibus et al. (2001) observan
gue el origen geografico de los indculos puede estar relacionado con su efectividad.
Heijden v Kuyper (2001) argumentan que esta capacidad de translocar los nutrimentos
por los hongos MA se debe atibuir mas al propio metabolismo de las plantas que a un
efecto de los indculos micorrizicos. Por tanto, seria interesante demostrar la capacidad de

estos indculos en otros cultivos.

Las pruebas de significancia para las concentraciones de los distintos metales en los
tejidos (Tabla 6) indican que as plantas micorrizadas con el indculo MO0 a nivel de la
raiz fueron diferentes significativamente a las plantas no micorrizadas. Esto fue evidente
para la absorcién del Cu. En relacion con los oires tejidos, (nicamente se observa una
diferencia en la transferencia del Zn por este indculo. También se presentaron diferencias
significativas entre este indculo y el de los suelos regados por 5 afios en la transferencia
de Cu, Pb y Zn. Weissenhorn et al. {1995¢) y Guo et al. (1996) enconiraron de igual
manera, una mayor acumuiacién de Cu v Zn en plantas de maiz micorrizadas. Brune et al.

RO PR
1 OS11 183

{1995) encontraron en Hordeusm vulgare una mayor translocacion de Cd y Z
partes aéreas. La composicion de las especies de los diferentes indculos puede ser la
causa de estas diferencias. Reciememente {2001) Purakayastha v Chhonkar observaron
que plantas de arroz inoculadas con Glomus etunicarum fueron mucho més efectivas en la

captecion de Zn que las no micomizadas.

¥s necesario precisar gue las concentraciones de metales pesados en los sueles de
este estudio en los que ocurrio la micorrizacion, no fueron lo suficientemente elevadas

vara (ue fueran consideradas como tOxicas. Las concenmiraciones de Zn y Cu se

_58 -
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encuentraron dentro del intervalo considerade como sufciente para la nutricidn de los
cultivos (Kabata-Pendias v Pendias, 1$92). Liz et al. (2000) encontraron que la
contribucién de la micerriza arbuscular en laz absorcién de micronutrimenios era
altamente significativa para el Zn, Cu, Fe vy Mn en plantas de maiz. Tal es el caso del
inoculo MS0 en este estudio, que pudo estar favoreciendo la absorcion de
micronutrimentos, pero a su vez, ejerciendo un efecto protector en ia traslocacién del Cd
(Rickner y Hofner, 1996; Grant et al, 1998). El hecho de que no haya diferencias
significativas a nivel de los indculos en relacidon a la adquisicidn de fosforo, pero si en
relacién a la absorcion de metales, indica que la transferencia de estos Gltimos no esta
relacionada al estatus nutricional de la planta, como lo argumentaron Haselwandter et al.
{1994). Esto se confirma ademas, con el hecho de que el efecto de este i inéculo nc es
significativo en ningin otro parémetro de crecimiento como peso fresco, seco, altura, etc.

ni siquiera en el porcentaje de colonizacion como Enkhtuya et al. (2000) argumentan.

3. Efecto de 1a contaminacién por agua residual en la aclimatacion de
hongos mzcorrizices arbusculares provenientes de Vertisoles irrigadeos
durante 5y mas de 50 afos.

Debido a que no se pudo observar el comportamiento de los diferentes inéculos en
los suelos mas contaminados, resuita dificil diagnosticar si existe o no una clara
adaptacion fisiclogica de los hongos MA a un tempo prolongado de riego con aguas
residuales. Los valores promedic de abundancia de esporas analizados en estudios de
campo fueron similares a los encontrados para ¢l indculo V05 pero mucho mayores para
los de los suelos VS0 (Tabla 7). El impacto directo producido por el riego en los suelos
recientemente irrigados con agua residual no es significativo v pudiera estar causando,
inclusive, un sfecto estimulatoric. Esto se observd en el potencial colonizador del suele
en tiempos intermedios de irrigacidn (seccion 3 del capitulo I). En este estudio se observd
principalmente en ol inéculo MT que nunca habia side expuesto al riego (Figs. 8 a v b},
en donde se encontrd una abundancia cercana a las 2 000 esporas por 100 g de suelo Esia

carzidad no tiene ninguna relacidn con ia abundancia original de campo {menos de 100
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esporas por 100 g de suelo). Es probable que esta esporulacion masiva se deba al hecho
de que el indculo provino de piantas perennes, en donde la densidad esporal de los suelos
es naturalmente muy baja, aurado al efecto confinatorio observado en la propagacion en
maceta de los hongos MA. El cambio de hospedero y de estacionalidad v de manejo y del
régimen nutrimental proporcionado por el riego, pudieron ser las causas de esta
estimulacion (Collins et al, 1992). Algo similar ocurrié para el indculo MO0 gue fue
propagado bajo condiciones de menor disponibilidad de P de las que provenia. Como se
discutié anteriormente, el contenido de carbohidratos de las raices de las plantas cuando

crecen en condiciones de poca disponibilidad de este elemento, estimula la esporuiacion.

Por otro lado, los morfotipos que se encontraron fueron muy similares para todos los
indculos, predominando las especies Glomus mosseae, Glomus claroideum y Glomus
aggregatum (iniraradices). La presencia universal de estas especies en suelos cultivados,
ast como en suelos contaminados, nos permite confirmar que son especies altamente
resistentes a las condiciones de disturbio y comunes & la mayoria de los suelos cultivados
en el mundo (Pawlowska et al., 2000). Otras morfoespecies también se presentaron con
mucha menor abundancia o no se encontraron de manera uniforme, por lo que no fueron

consideradas para los estudios de adaptacion {ver Anexo 3).
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de las raices correspondi¢ del misme modo 2 un
aumento en la esporulacion (Fig. 7 a} y los distintos morfotipos encontrados estuvieron
casi igualmente representados en todos los aislados y tratamientos. Es por esto que las
diferencias en la esporulacion puedieran atribuirse mas a un efecto de los tratamientos
que de las especies que colonizan estas ralces. Algunas de las posibles respuestas en la
adaptacion de los hongos al riego con agua residual se esquematizan en la figura 12, Tres
son las posibles respuestas que se representan en esta figura, entre muchas otras, como
resultado de la expesicion de los hongos MA a esta contaminacion: la disminucidn de la
abundancia v / o de la diversidad de las especies de ios suelos menos contaminacos
cuando se han expuesto a condiciones de mayor contaminacion v viceversa {casos 4 v ¢,
respectivamente). El tercer caso {caso 2) es que no se presenien cambios mi en la
abundancia o en la diversidad cuando unc de los indculos son propagados en las mismas
condiciones de comaminacion. De este modo, 2l caso ¢ correspende al inéculo MS0 en &f
que se cuantificd un incremento en su abundancia cuande se prepagt ea los suslos VOS5

- 100 -



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Cap. I1.

de menor contaminacién. El caso b corresponde al indculo MOS que se mantuvo sin
cambios significativos en su abundancia después de haber sido propagado en las mismas
condiciones de contaminacién. El case ¢ corresponderia a una disminucion en la
abundancia de los hongo al ser propagados en condiciones de mayor contaminacion. Este
corresponderia al aislado MT en el que este efecto no pudo ser apreciado debido 2 que las
concentraciones de contaminantes en los sueios VO3 no son lo suficientemente elevadas
para causar este efecto, sino contrarlamente, se ha discutido que causan un efecto

estimulatoric en estos suelos (Waaland y Allen, 1987).

e
i

a) Aislado de suelos regados con
aguas residuales durante largos
periodos (MSQ)

by Aislade de suelos
regados con aguas
residuales  durante o

Nivel de contaminacion
wr

¢} Austado de suelos nunca regados
con aguas residuaies (viT)

=1
Abundancia y diversidad de hongos AM

Figura 12. Aleunas posibles respuestas de ia adaptacion de
los hongos AM al riego con aguas residuales en el Valle del

Mezguital en México
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Conclusiones

La transferencia de fésforo v metales pesados en el maiz cultivado en Vertisoles
irrigados durante 5 y més de 90 afios con agua residual en el Distrito de Riego 03 fue
mayor en ias plantas que crecieron en los mas regados por el mayor tiempo debido a su
acumulacién en los mismos. Como una consecuencia, las plantas que crecieron en estos

suelos presentaron un menor desarrollo.

Sin embargo, después de cuatro aplicaciones, &l aporte de fosforo v de metales por &l
riego con agua residual, no causa efectos significativos para el desarrolio del cultive, ni
un aumento en la concentracion de estos elementos en los tejidos o algin efecto en la

abundancia esporal v colonizacién de la micorrizacion arbuscular.

El aumento en la disponibilidad del fosforo (en un 75 %) debido a ia radiacion gama
en los suelos regados por més de 90 afios pudo ser la causa mas probable de la inhibicion
de la micorrizacion en todos los tratamientos que recibieron indculo en este suelo.
Existen otras posibilidades como que la radiacion cause otras modificaciones quimicas

gue tengan un impacto negativo en la estas simbiosis.

En los suelos regados durante aproximadamente 5 afios con aguas residuales, los
hongos MA contribuyen a una mayor transferencia {(absorcion) de algunos elementos
como el Cu, Pb, Zn y fdsforo en este cuitivo. Ademés, se observd que las plantas

micorrizadas presentan una menor biomasa en Su Peso $eco.

Los distintos inéculos de hongos MA tienen una capacidad diferente de transferir
estos elementos, siendo el originario de los sueios regados por mayor tiempo (indculo
VS0, el mas eficaz en la transferencia de todos estso elementos. Los aislados munca
sometidos al riego con agua residual, o sometidos durante poco tiempo (3 afios
aproximadamenie) presemtaron capacidades similares de transiocacion.

Es posible que una disminucién o mantenimisnio de las condiciones de esure
producidas por los niveles de contaminacién 2 los que fueron expmstos los distintos

ingouios en este diseric experimental, ejerzan un efecto esimulatorio 2n la abundancia de
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esporas cuando hay una disminucion v ningtn efecto aparente cuando éstas condiciones

se marntienen.

En este estudio se confirma que Glomus mosseae y (lomus aggregatum, son
especies altamente resistentes a las condiciones de contaminacién que prevalecen en
estos suelos, particularmente a las elevadas concentraciones de fosforo. La ubicuidad de
(3. mosseae en todes los estudios realizados hasta ahora {ver Lamina I y figura 3 del
Anexo 3) muestra que ésta es una especie ideal para estudiar los mecanismos fisiologicos
y genéticos por los que los hongos MA son resistentes ¢ posiblemente se adaptan a la

contaminacién per ¢l riego con agua residual.
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1. Téenicas moleculares en el estudio de ia variabilidad de HMA.

La taxonomia de los hongos micorrizicos arbusculares ha sido una
controversia (Glomomycota Schuessler et al., 2001). Su clasificacidn hasta el afio 2000 se
ha basado en caracteres morfoidgicos de las estructuras de resistencia como las esporas
{Zigornicetes). Estas estructuras pueden presentarse dentro de una especie, en una amplia
gama de variedades ¢ inclusive ser dimorficas bajo circunstancias aun inespecificas, por
gjemaplo dos esporas maduras de la misma especie de tamafio y aspecto muy distintos
{Walker vy Trappe, 1993). Dentro de los principales problemas por los que no se ha
togrado desarrollar una filogeniz natural para la taxonomia de este grupe estan el que se
desconoce su fase sexual si es cue la presentan y, su cultivo axénico no ha pedide ser
logrado.

Las técnicas de genética molecular actualmente se han podido utilizar para
conocer mas de la biclogia, evolucidn v ecologia de este complicado grupo {Simon et al.,
1993; Zezé et al., 1998; Requena et al., 1999; Schuessler et al,, 2001). Las esporas de los
hongos MA son de las mas grandes del Reino Fung, al igual su genoma es de 50 a 100
veces mavor que en los otros grupos (10° nucledtidos) (Franken, 1999). Los estudios
genéiicos recienmies han confirmado que la reproduccion de los hongos MA ha sido
asexual desde su aparicidn hace 400 millones de afios. Aun asi, esia simbicsis s la mas
represeniada en todos los edafoecosistemas del planera. Algunas posibles explicaciones
se basan en la teorfa de que las esporas pueden ser vistas como una peblacion de nucleos
y no como un individuo como tal. Una espora de un hongo MA puede contener rules de
micleos probablemente haploides que pueden tener diferentes genotipos (Becard v
Pieffer, 1993; Franken, 1999; Harrison, 1999; (laninazzi-Pearson et al., 2001). Esto
permite imaginar la dificultad de definir el concepro de especie en est¢ grupe de
organmismos cuando la variabilidad genética intra-esporal puede ser mayor que ia que se

sncusnirz entre esporas de la misma especie (Franke, 1999; Harrison, 1999, Schwarzot:

Existen varios mérccos de PCR que han sido unlizados para expierar el

solimerfismo de los hongos MA como los analisis RFLP,
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regiones repetidas del genoma (genomic fingerpring), cada uno con muitiples variantes.
(Clapp et al., 1995) {Fig. 1). Todas estas variantes implican la amplificacidn de regiones

muy especificas del genoma a través de la manipulacion de distintos primers y distintos
protocolos de amplificacion. Los primers han sido diseflados con una alta especificidad
para obtener productos amplificados aln de una sola espora. Estos pueden usarse en la
identificacidn o cuantificacién de los hongos MA a partir de una espora o de un aislado
dentro de las raices (Harney et al., 1997; Bago et al, 1998; Lanfranco et al, 1998,
Chelius et al., 1999; Redecker, 2000). Uno de estos primers considerado como universal
para esta simbiosis fue el VANSI, disefiado a partir de secuencias homologas de la
pequefia sub- unidad ribosomal 18 S (Simon et al,, 1992). Sin embargo, el disefio de este
primer que se creyo universal para estos hongos, se ha enconirade que no siempre se ha
comservado lo suficiente dentro de este grupo de hongos para ser tan especifico, teniendo
cOmO consecuencid, la no exclusion de organismos relacionados {Redecker, 2000).
Independientemente del disefic del primer se tiene el problema de la gran
variabilidad intra-especifica antes mencionada en los hongos MA (Clapp er al, 1999,
Lanfranco et al., 1999). Sanders et al. {1995) observan que la region ITS en estos hongos
puede estar representada por mas de una secuencia dentro de la misma espora (Hijri ¢t al.
1099). Por esta razdn las esporas de la misma especie podrian variar significativamente
en esta regidn. Los estudios al nivel de campo pueden entonces resultar en un complicade
proceso RAPD v RFLP han side empleados en estos estudios pero métodos mas simples
como la amplificacion de las regiones repetitivas del genoma como los minisatélites, han
sido preferibles (Dumas-Gaudot et al., 1998, Martin et al,, 1998). El DNA minisatelite se
le nombra a regiones cortas repetidas del genoma de los eucariotes que estan arregladas
en segmentos simples hipervariables de bases no mayores de tres nucledtidos. Estos
segmentos estan contenidos en loci cuya seleccidén namral es neutra {es decir no es
deletérea en el caso de la aparicidn de mutaciones) y su herencia es directa (no se segrega
en la duplicacion del DNA) (Sanders et al., 1996). Se ha comprobade que la tasa de
muracion de estas regiones del DNA &3 muy alta {Longaio v Bonfame, 1997} y es por
estc que exhiben une encrme variabilidad. Esta caracteristica es la que ha permitide que
sean usados para detectar varizclones muy pequefias con una cantidad minimo d

Stendlid er al, 1594
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Figura 1. Técnicas de biologia molecular que ntilizan =i PCR en ¢l estudio de regions conservadas del genoma pars
isis de Slogenia {principalmente andlisis RFLP), de identificacidn de especies (principalmente RAPD) y/o diversidad en
aciones por hueilas del genoma (secencias repetitivas ). &). Reaccién en cadena de la pelimerasa (tomado de Vizquez ¢t al.,
7). b). Los genes ribosomicos estdn ordenados en unidades formadas por gropos reperitivos separvados por espacics de me
scripeién (NTS or IG8). Cada wma de astas unidades contiene tres subumidades de 1.8, 5.8 ¥ 28 § separadas por espacios
mos de transcripcion (ITS) {imdgen de Mitchel et al., 1995). El andlisis de los fragmenios polimérficos de reswiccidn (RFLP)
73 el ADN de los genes ribososmales porgue Henen sitics especifices de reswriccidn comservados para cualgueir organismo
) con. ciertas secuencias variablss que pueden generar patrones polimérficos com &l disefio de primers especificos que se
idizan con marcadores de prueba (Redecker et al., 1997). A diferencia del analisis de Amplificacién del ADN polimérfico al
- (RAPD) que se basa en primers pequefios gl azer v que permiten observar patrones de bandeo especificos despues de la
iificacién com vamos primers disefiados. ¢. Amplificacién de secuencias repetitivas d¢ organismes scucariuicos {regions
isatélite) que usan difersmies primers pars estas secuencias particulares (tomado de Martin e al, 1598),
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Figura 2. Amplificaciones de regiones minisaiélite de hongos micorrizicos
arbusculares. Las imdgenes provienen de Longato vy Bonfante (19973, Izquierda: se observan
diferentes patrones en las bandas con la amphificacion con el primer (GT{G); de tres especies de
Glomales. La linea | corresponde a dcaulospora laevis: linea 2, la misma especie después de
tres afios de propagacion en maceata; linea 3. Scutellospora sp.; linea 4, (lomus versiforme
Imagen derecha: bandas obtenidas con la amplificacion con el primer (TGTC), a partir de tres
distintos aislados de Glomus mosseqe del mismo cultivo pero propagados durante 12 afios en
distintos laboratorios. M = Lambca ADN digeride con el £COR [-Hind {11

)
sl
b
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reproducibilidad en la posterior identificacion de aislados, este tipo de analisis reduce ia
creacion de artificios producto de la amplificacién (Martin et al., 1998). Problemas como
este se han encontrado usando técnicas como RALP. Otra de las ventajas de esta técnica
es que no se reguiere la secuenciacién del matenial amplificado y de que un solo primer
es necesario para la amplificacion de estas regicones.

Sanders et al. (1993) predijeron la posibilidad de uillizar el analisis
minisatélite para los hongos MA. Lanfranco et al. {1995) realizaron los estudios pionercs
e ideniificaron bandas particulares para cacda especle de hongo MA que probaron.
Posteriormente Gadkar et al. {1997) llevarcn a cabo estudios con et primer lamado M13
{encomtrado originalmente en ei fago M13, Riscar et al., 1988} para amplificar segmentos
minisatéllite de especies del género (igaspora. El mismo afio, 7Zéz€ v col. observaron
una mayor vanabilidad entre esporas hermanas de Gigaspora margarifa producidas a
partir de una sola espora madre.

En el presente estudic quisumos probar la hipOtesis de que los factores de estrés a
los que han estado siendc sometidas las poblaciones de hongos MA por largos pericdos
como ¢l tiego con aguas residuales, han permitido la posibilidad de seleccionar algunos
aisiados con capacidades adaptativas. En estudios previes mostrames come los hongos

. ..

que han estado sometidos a largos periodos al riego han han tenido

4]

strategias de
reproduccion a iravés del micelio intraradical preferentemente que sobre la esporulacidn
(capitulo 1). Ademas se mostrd que los indculos de los suelos con distintos niveles de
contaminacién, tenen capacidades distintas de absorber metales pesados {capitulo dos).
Es posible que estas diferencias en los comportanientos sean diferencias fenotipicas que
han seleccionado ciertos genets.

Por otro lade, la especie de hongo MA més respresentative y que se encontrd en
estudios previos {capitulos 1 y 2) the Giomus mosseqe Este morfotipo se encontré en
todos ios muesirecs de campo £ invernadero, antes y después de la propagacion de ias
plantas. Por otro lado, esta es una de las especies mas ubicuas v de las cuales se tiene
mayor informacién acerca de su biologia molecular (Lanfranco et al, 1995; Dodd et al,
1666, Tahiri-Aloul and Antomw, 1999, Edwards 2t al. 1997, Longato and Bonfante,

16G7; Miliner et al, 1998; Vandenkoornhuyse and Leyval, 1698, entre otros).
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Fl principal objetivo de este estudio fue reconocer cuitivos de origen geografico
diferente de una misma especie de hongo MA en suelos regades con aguas residuales.
Estos indculos provinieron de cultives propagados en invernadero en suelos regados con
aguas residuales durante 5 v 90 afios. Si las diferencias en los indculos se correlacionan
con diferencias en sus origenes esto pueda ser atribuido posiblemente a adaptaciones

genéticas al riego con agua residual.

¥iateriales v Métodas

Aislamiento de esporas de G. mosseae

Se utilizaron los mismos Vertisoles regados durante cinco afios con aguas
residuales de los experimentos en invernaderc del capitule dos que fueron
conservados a 4 °C (ver Materiales y métodos del capitulo 2). El aislamiemo de las

con un maxime de tiempo de una hora previo al analisis molecular

-
Lind
o
[y
Q. o
-

por e e tamizado himedo y decantacion. Las esporas aisladas fueron
resuspendidas en agua esténl v limpiadas durante 15 segundos en ultrasenido para
facilitar la separacién de las esporas de los clusters y al mismo fiempo, limpiar su
esporosfera de la méaxima cantidad de particulas. Debide a que los suelos contenian
un cuitive mixto de esporotipos & nivel de especie, se levd a cabo el aislamiento en
frip, Gnicamente de las esporas de G. mosseqe bajo el microscopio estereoscopice. Se
selecionaron esporas de apariencia saludable {con un comenido citoplasmatico
abundante en lipidos) v que fueron desinfestadas en una solucidn de cloramina T 2 %
durante 13 minutos, lavadas con agua desulada esiéril v resuspendidas en wbos
Eppendorf estériles con antibidtico (sireptomicina-gentamicing 0.2 %). El vial fue

agitado durante un minute v las esporas se colocaron con unz pipeta esteril en un

)

,

{0 com agua destilada esterl g 4° C

1
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Condiciones del PCR

Extraccion del ADN
Cada muestra consistid en una espora intacta de G. mosseae colocada en 5
ul de agua MiliQ estéril en el fondo de tubos Eppendorf de 100 ul. La extraccion del
DINA se realizé bajo el microscopio estereoscdpico con ayuda de un micro-mortero
dentro del tubo.
La matnz del PCR se estandariz6 con el siguiente protocole:
5 ul DNA
S5ul TpTaq iOx

5 uk dNTP {0 25 mg de cada uno)

5 }.LL MgClz
1 ul Tag (1 U/ L)
1 uL blotto
Hy0 hasta los 50 ul.
Este mix fue homogeneizado con una centrifiga manual. A cada tubo se le

afiadid una gota de aceite mineral para evitar ia evaporacion.

Amplificacion
Se Hevaron a cabo 4% cicios de amplificacion en un termociclador con &l
siguienie programa: 4 min de denaturacidén a 92 °C, 45 ciclos de alineacidn a 53 °C
durante 1 min, 2 min de sintesis 2 72 °C, 1 min de denaturacion a 92 °C, v una etapa

final de sintesis de 10 min a 72 °C, conservandose asta solucidn a 4 °C

Elecrroforesis
La electroforesis consistio en un gel de agarosa 1.8 g/ 130 mL de buffer

M ph 8) vy 15 ul de BET (bromuro de

Ln

: “ e hhren TTVTA =
TBE \{THS base- Acido borico EDTA =

».

eudio}. 5 ul del producto PCR con 3 pl del tampdn de carga (Promega) se
colocaren en cada pozo. La migracidn se levd a cabe 2 100 'V durante 20 minuros.

Despugs de la electroforesis, se tomaron registros fotograficos taje luz UV,
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Banding pattern analysis

En cada microfotografia, se midi¢ la distancia de las bandas observadas y se
referenciaron con la banda de 1500 pares de bases del marcader de peso molecular
(considerandc este pumto como distancia cero). Se graficarcn las distancias en
centimetros de cada banda del marcador de peso, contra las de las bandas de los
individuos que fueron leidas para cada gel Se ajustd una regresidén exponencial a traveés
de la cual se obtuve el peso molecular aproximado de cada banda con la que se calculd el
valor del PM de las bandas de cada individuo. La matriz de estos perfiles se representa en
la Tabla 3 del apéndice 2.

Los perfiles obtenidos en el analisis interr-minisatélite fueron procesados
calculando la fraccidn (F) de los fragmentos de cada banda que co-migraron {bandas con
las mismas caracteisticas de migracién): F =2 nxy / {ox + ny) donde nxy es el mimero de
bandas co-migradas y nx y ny es el nimero de bandas de un perfil x y de un perfil y. El
indice de similitud (S) se calculd en relacidn a S = 1 — F (Lynch, 1990C). Las distancias
genéticas {D} fueren computaﬁzadas usando el meétodo UPGMA en el software Neighbor
de Phylip (version 3 opyright 1991-1593 por Joseph Felsenstein}. El dendograma se

contruyd con software NJPlot disponible en Phylio.

2. Agalisis de la variabilidad de la regién M13 de diferentes indculos de

Glomus mosseae (HMA) de Vertisoles regados con aguas residuales.

Se obtuvieron perfiles de un total de 114 individuos de los des cultivos de G.
mosseqe (55 de MOC v 39 de MOSY La represeniacitn de cada perfil se presents en la
Tabla 3 del apéndice 2 Las distintas letras mavUsculas indican un perfil diferente,
obteniéndose un total de 70 de elios. Bi tamafio del peso molecular de las bandas fue
obtenido mediante un ajusie gréfico en relacidn al marcador de pese moiecular calculado
para cada gel. Es por esto que se presenta un rango an el cual se consideraron los iimites

de las bandas observadas v su promedio La Sgurz 3 muesira la forografia de algunos de

1
s
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los perfiles obtenidos. Cabe aclarar que los perfiles de estas imégenes no iueron
consideradas para e analisis sinc dnicamente para su ilustracion. La Tabla 1 muestra los
valores de S calculados entre los individuos dentro de cada cultivo y entre los cultives. El
valor de S entre ambos cultivos (M05-M90) fuze del 80 %.

El analisis UPGMA se llevo a cabo con 70 perfiles diferentes v su representacidn
se presenta en la figura 4. Se distingue la formacion de dos grupos grincipales (I v ). A
su vez, ¢l grupo I se subdivide en los grupes HA y IIB. Un grupo més pequefio se puede
encontrar en el [IBi y IIBil que no se considera en la Tabla 2 en la que se representan los

porceniajes de los individuos que forman cada uno de estos grupos.
Discusién

Se encontré una gran varedad en los perfiles: 70 tfipos distinfos que
correspondieron a un 61.4 % del total de los caracterizados. Muy pocos de estos perfiles
fueron idénticos, destacando siete de elios en el aislado MO0 (Perfil W, Tabla 3, apéndice
2). Esto habla de la gran variabilidad intra-especifica que poedemos encomnirar con este
tipo de andlisis, en adicidon 2 la que naturalmente presentan estos organisimos. Se
pudieron distinguir hasta un total de 21 bandas de distinto peso molecular. La presencia
de ciertas bandas fie constante en la mayor parte de los individuos analizados. Las
bandas que fueron comunes ambos cultivos fueron las de 651, 613, 43Z, 340 y 245 pares
de bases {pb). Otras bandas fueron comunes Znicamenie al tino de cultive como la 1294,
1148 v 696 para el M90 y las 1300, 220 v 193 para el MOS. Sin embargo, la presencia de
estas bandas no significa que caracterizaran al cuitivo dade que se presentaron en menocs
del 10 % de los individuos. De este modo, surgio el interés de analizar la similitud de los
cultivos entre si {Tabla 1) v se observo gue entre los cultives M05-MS0 se presentaron
los menores valores de este indice {38 %) pero también ios mavores {92 % entre la
muestra 116 de M90 v la 102 de MO5) Los individuos del cultive MO5 theron mas
similares entre las muestras que los conformaron con & valor més pequefic encontrado
del 54 % en relacion al 40 % del valor menor encontrade en los M50, A pesar de est0
zisiado MOS muestra una mayor diversidad de perfiles encontrandose repartido en més
grupos {rig. 4}, La mayoria de los individuos de este aislado se encuentran en el grupo

-114-
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Tabla 1. Indice de similitud (3) entre

diferentes cultivos y dentro del mmisimo
cultivo de G. mosseae.

Cultivo Maceta S

16-49 0.71

16-65 0.53

16-116 0.88

16-104 0.5

MGO-MOO 49-65 0.52
49-116¢ (.76

49-104 0.4

65-116 6.7

65-104 0.54

i16-104 047

16-3 0.7

16-47 0.72

16-81 0.83

16-102  0.87

49-3 0.67

4547 0.83

49-31 0.79

49-102 0.74

65-3 0.67

MIOMO3 65-47 0.74
£5-81 0.53

65-102  0.67
116-3 076
116-47 084

116-81 0.8
118-102 0.92

104-3 6.3
10447 047
104-81 038

104-102  0.53
P3-47 0.76

P3-81 8
MOS-MO3 3-102 0.74
47-81 0.64

47-102 023
81-102 078

MO5, MS0 = Provenientes de suelcs regacos curants
5w 90 afios con aguas residuales respectivamente.

Tabla 2. Porcentzje de individuos de cada
cultivo de G. mosseae que formaron los grupos
principaies del dendograma de I fgurs 4.

Cultivo 1 HA B
MO3 i0 44 46
M50 0 0 100
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A (65%) v sOlo el 10 % en el grupo I (cuya similitud entre sus propios individuos es

o
X

bastante alta alcanzando el 83 % entre las muestras 47-102). El 25 % de los individuos
del cultivo MO35 se encuentran en el grupo 1IB mientras que en el 79 % de los M0 estan
en este grupo. Los grupos Iy A son exclusivos del cultivo MO3 y representan e! 54 %
del total de los perfiles encontrados para este cultivo. El grupo IIBi esta formado
exciusivamente de individuos del cultivo M90 {18 %). Esto significaria que hay 54 % de
probabilidades de que al amplificar una espora al azar del cultive M05 con el mismo
analisis, ésta pueda ser identificada en estos grupos {I vy IIA) mientras que séic se tiene el
18 % de posibilidad de que correspondiera al grupo I{Bi si se analizara una del cultivo
M90. Sin embargo, también hay individuos de ambos cultivos formando parte de este
grupo 1B v algunos de ellos con ef mismo perfit como los M9S049 y M0381 v los
MS0116 y MO030. Esto es logico considerando que se estan anaiizande individuos de fa
MISMa esPecie.

Longato v Bonfante (1997) emplean el andlisis de mimsatélite {primer TGTC )
para cbservar la variabilidad intra-especifica de esta especie (Fig. 3). Ellas amplificaron
res aislados de un cultivo del mismo origen pero que fue propagado en diferentes
igboratorios del mundo durante mas de doce afios. Encontraron diferencias en ¢l patrén
de bandeo e indices de similitud mucho menores que los gue nosoiros encontramos en la
misma especie (48-54 %). Esto se podria deber a que los valores de S fueron calculados
para €l total de la poblacién analizada y no a partir de un solo individuo Sin embargo,
cuando se calculan los valores deniro de estos mismos cultivos {Tabla 1), observamos
que los valores de S disminuyen para alguncs de ellos y son similares a los obtemidos por
estas autoras. Por otro lado, el patron de bandas que desarrollan sus aislados es muy
stmilar para dos de de ¢llos v el otro no desarrolia claramente muchas de las bandas de
menor peso molecular. También podemos distinguir que obtuviercn la amplificacion de
una gran cantidad de bandas {cerca de 21 tamaflos distinios) como nosoiros obtuvimos
con el primer M13. En el mismo trabajo se analizan tres especies de distintos génercs
amplificadas con ef primer GTCs. Los perfles de dos aislados de Acauiospora laevis
fyno de elics propagados duramte tres afios en macera) conservan un parrdn de bandeo

cast idéntico, varlande Gnicamente en la imensidad de algunas bandas. A pesar de que no

b

[N

se discure ia variabilidad imter-especifica de esias especies en &rmunos de su indice
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simifitud, podemos ver en el esquema gue los tres perfiles que encontraron varian
significativamente en la distribucidn de sus bandas, casi de una manera similar en la gue
se observa para uno de los tres cuitives de G. mosseae discuzido anteriormente. Esto
vid previamente en los trabajos de Lloyd et al. {1996} en esta especie v en lo encontrado
por Zezé et al. (1997) en esporas de Gigaspora margarita producidas a partir de un
cuitivo monospdrico con el mismo primer M13.

Lo discutido anteriormente nos musstra lo dificil que es poder interpretar los
valores absolutos o relativos calculados con estos indices usando técnpicas moleculares
{aln para individuos de la misma especie). El grado de variabilidad intra-especifica de los
individuos del mismo aislado hace que la interpretaciéon sea dificil v deba ser vista
cuidadosamente antes de poder discutir la variabilidad inter-especifica. Redecker (2000)
menciona también la problematica de la resolucién y repetibilidad al analizar especies
relacionadas o aislados de la misma especie, usando otros métodos moleculares como
secuencias de DNA ribosomal, v concluye que estas desventajas no han sido superadas

todavia.

En el presente estudio, no es posible llevar a cabo una correlacion de los distintos

grupos encontrados con la posible adaptacion de Glomus mosseae al riego con agua

a un aislado previamente caracterizado como resisiente a sstas condiciones, como los
serian esporas de un cultivo moaoespérice propagadeo en estas condiciones. Los individuos
provenientes del cuitivo MOS han esiado sutetos al riego con agua residual durante menos
tiempo v por lo mismo, la intensidad de los ciclos de cultivo por la que han sido
qu los del cultive M90. Los suelos regades por 5 afios fueron
cultivados anteriormente como terrenos de temporal produciendo un maximo de dos
cultivos anuales. Las implicaciones de tener varios ciclos anuales por méas de 90 afios
posiblemente expliquen parte de la variabilidad encontrada en ios individuos de este
estudio. La poblaciones autGetonas de hongos MA comenzaron & tener el impacto del
riego con agua residual hace alrededor de cien afios. En este tiempo tuvieron al menos
i80 ciclos de propagacion bajo estas condiciones. Por oo lado, también es posible que

ias condiciones de propagacion que se llevaron a cabo en este estudic aun cuande e

. 133.
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estrés por el riego se siguid conservando, hayan podido seleccionar individuos mas aptos

a este tipo de propagacién (por confinamientc} v por ende de sus genets.

Seria interesante probar si los individuos con les perfiles menos similares del
mismo cultivo como los M05102, M0547 v M9049 encontrados en los ires grupos mas
divergentes, muestran distintas capacidades para desarrollar la simbiosis en suelos con
distintos niveles de contaminacién. Lo mismo podria comprobarse con individuos con el
mismo perfil pero de distintos cultives. La posibilidad de hacer grupos de perfiles
excluyentes mas restringidos con un analisis de amplificacion de DNA minisatelite
podria resolverse probablemente con un mayor admero de individuos amplificados con el
objeto de determinar i los grupos I y IIA son completamente exclusivos de los

individuos de suelos regados durante 3 afics con aguas resicuales.

Anéalisis fiuros deben considerar la propagacién de aislados obtenidos a partir de
una sola espora que permitan evaluar la magnitud de la variabilidad encontrada en
individuos de un mismo cultivo De este modo podriamos obtener con mayor precision,
perfiles bien identificados que correspondieran a individuos bien caracterizados o genets
que pudieran ser posteriormente probados en su posible adaptacion al riego con aguas

rasiduales o 2 la transferencia de contaminantes.

como RFLP de las regiones ITS, escogiendo los primers adecuados que amplifiquen
regiones especificas de estos Glomales. Con la aplicacién de distintas herramientas
moleculares, podriamos caracterizar de mejor forma Ia variabilidad encontrada entre ios
nongos AM que puedan explicar si las poblaciones encontradas en los suelos con distinto
grado de contaminacién estin adaptadas genéticamente. Esto puede sustentar con mayor
evidencia el manejo de practicas agricolas convenientes que involucren el uso de estos

organismos como bioindicadores y en fisturas practicas de restauracion.

- 124~
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{onciusiones

A través de técnicas moleculares adecuadas es posible detectar diferencias entre
aislados de distinto origen de la misma especie de hongo MA. En el caso de este estudio,
se destaca por vez primera la importancia de la aplicacién de estas herramientas para el
analisis de la variabilidad de estos organismos en estos suelos. La amplificacion con el
primer M13 hizo posible establecer diferentes perfiles en especies que han sido regadas
con aguas residuales durante cortos y prolongados periodos. Sin embargo, debido a que el
riego repercute directamente en la intensidad de los cultivos que se practican, las
diferencias encomiradas podrian atribuirse a las condiciones de propagacion a las que lios
hongos han estado sujetos. Este estudio prefiminar sienta las bases para aplicaciones
futuras del analisis microsatélite en micorriza arbuscular, en suelos regados con aguas

residuales.
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CONCLUSIONES GENERALES YV PERSPECTIVAS

El presente trabajo fue la primera investigacion acerca de la dindmica de las
simbiosis micorrizicas arbusculares llevada a cabo en uno de los Distritos de Riego mas
grandes y antiguos del mundo. El trabajo es un estudio general completo de la situacion
edafoecoldgica y gran parte de la informacidn generada en este trabajo servird como
antecedente para dirigir estudios posteriores mas compietos. Los resultados se resumen a

continuacion:

simbiogis micorrizicas estan bien representadas en los suelos agricolas del
Distrito, tanto en los Leptosoles como en los Vertsioles regados durante
aproximadamente 5, 35, 65 y mas de 90 afios con agua residual. A pesar de las
crecientes concentraciones de fosforo disponible en estos suelos, las simbiosis no se
han visto inhibidas, pero sl ha habido cambios en las estrategias de colonizacién y
reproduccidn de estos hongos. Por otro lado, el tipo de suelo parece jugar un papel
muy importanie en el desarrollo de las simbiosis, siendo los Leptosoles un mejor

ambiente para la misma.

Tanto la abundancia de esporas como la diversidad de los hongos MA en estos
suelos, han disminuido conforme aumentan la contaminacién de los mismos (los
contenidos de fosforo y de metales pesados como Cu, Zn, Pb, Cd). Esto puede ser del
mismo modo, una consecuencia de las practicas agricolas. Sin embargo, la
abundancia de esporas puede disminuir a niveles x en los suelos regados por mayoer
tiempo, que el potencial colonizador de los mismos disminuya sensiblemente en un

flxquro.

La acumulacién de fosforo v merales pesados en los suelcs es una consecuencia
directa del tiempo de miego con agua residual e influye en una mayor absercion de
estos elementos por las plantas. Sin embargo, la aplicacion de agua residual durante 2!
periodo de crecimienio de un cultive, no repercute en una maycr absorcion de metaies

pesados v fosfore per los mismos. Ambos hechos demuestran que la acumulacion
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paulatina de contaminantes en los suelos v sus efectos en la biodisponibilidad deben

ser cuidadosamente moniioreados.

2 Todos los indculos de MA analizados incrementan la absorcién de fésforo en un
cultivo de maiz, perc no contribuyen a la absorcién de distintos metales. Las plantas
micorrizadas absorven mas cobre v a su vez menos Cd. El indculo proveniente de los
suelos regados por un mayor tiempo, tiene capacidades distintivas en la absorcién de
estos metales. Las elevadas concentraciones de fosforo en los suelos parecen tener un
efecto en la regulacion de la esporulacién de los hongos, perc no asi en el desarrolio

de la colonizacion intramatrical.

% La diversidad de especies encontrada en estos suelos corresponde a la que se
presenta & nivel mundial para otros suelos agricolas, con especies del género Glomus.
Dentro de estas destacan (. mosseqe, G. aggregatum y G. clarum. Tambien se
encomiraron abundantes esporocarpos de G. mossege y Sclerocystis simiosa, sin

embargo, se pone en duda ia viabilidad de éstos Gltimos.

Es probable que los distintos inbcuios de Glomus mosseae difieran entre si no
sélo fisioldgicamente, sino también gendticamente, lo que pudo observarse en una
region del genoma hipervariable a través de un estudio molecular. Sin embarge, estas
diferencias no implican necesariamente una adaptacién 2 las condiciones de
contaminacion, sino pueden deberse a condiciones intrinsecas de la infensidad de los

ciclos de propagacion debidas al manejo de los suelos por el riego agricola.

n este estudio se ha visto nuevamente, la gran plasticidad que las simbiosis MA
han desarrollado a lo largo de su evolucién. Aunque en este trabajo no se puede
definir cual es exactamenie el papel benéfico de las simbiosis para las plantas, si se
puede establecer Gue los hongos se han adapatdo a condiciones en las que éstas no los

requieren necesariamente en su nutricion (ni fosforada ni de otros nutrimentos).

PERSPECTIVAS

Fl hecho de que no se observaran diferencias significativas en las abundancias de
los honges {en las raices} debide al tiempe de mego resulta muy interesante. La mayor

parte de lose studios demuestran un efecto contraric en la abundancia de Iso hongos
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en condiciones de alta disponibilidad de nutrimentos v esto demuestra la habilidad de
los hongos MA de sobrevivir independientemente de la micotrofia de las plantas. Sin
embarge, es posible que si existan diferencias en relacion 2 la representatividad de las
especies que se encuentran dentre de las raices pero que éstas nc pueden percibirse a
nivel morfoldgico. Para identificar estas diferencias serd necesario llevar a cabo mas
estudios moleculares gue permitan detectar si la diversidad de MA esté relacionada o

no con el nivel de contaminacion.

 Finalmente, este es un estudio més en el que se demuestra que ¢l riego con agua
residual tiene un impacto a diferentes niveles en este edafo-ecosistema. Se demuestra
nuevamente que la acumuiacion de contamunanies v su bio-disponibilidad esta en
funcién del tiempo de aplicacidén. Se demuestra nuevamente que el tipo de suelo juega
un papel determinanie en la amortiguacion de este impacto, shora demostrado en la
capacidad de las MA de establecerse en los mismos. Por tanto, se demuestra también
gue las condiciones de manejo no deben ser iguales para todos los suelos. Es
necesario levar a cabo estudios méas detallados de la dindmica de colomizacién

arbuscu;ar en Vertisoles regados durante largos periodos de tiempo.

Es necesario utilizar marcadores genéticos mas poderosos para poder caracterizar
los indculos gque viven en condiciones de elevada contaminacién. Esto podria abri

nuevas posibilidades para utilizar los hongos miocrrizicos arbusculares como

biocindicadores en la bioremediacion de estos suelos.
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Figura 2. Localizacién de los terrenos de colecta. Extrajdo de Secretaria de Programacion y
Presupuesto. 1982, Carta topografica 1: 50 000. Mixquiahuala F14C89.
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Figura 3. Imagenes del arca de estudio en el Valle del Mezquital, Hidalgo, México. A) Vegetacidn Matorral de
sopis tomado de Gonzilez (1968). Destacan Prosopis juliflora, Opuntia tunicata, y Yuca filifera. b} Rio El Salvador, uno de
principales canales de desague de la zona. Siebe, 1994. C) Irrigacién con aguas residuales a pastir del canal lateral. Siebe,
4 ) Espums producida por la friccién del agua v los detergentes contenidos en la misma en un canal de riego. Sicbe, 1594.
_eptosol regado con aguas residuales durante mas de 90 afios. Ortega, 1997. f) Vertisol regado con agues residuals por mds
00 afios. Ortega, 1997. g). Leptosol regado con aguas residuales durante 5 afios (V035), Ortega, 1997. h) Veriisol regado con
as residuales durante mis de 96 afics (V90). Ortega, 1997,
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Esporas en campo Después dei cultivo Colonizacion en invernaderc
 bajo

{100 g/suelo)* (100 g/suelc) (%)
220
L v L 2% L Y
5 80+81Ia 280 +618b 48810628 418+174a 458 =65ac403+48bcde
33 253x662b 280x471b 14.14+3 83k 37.14=544b 635+68a 32.7=49%¢
5 310 7.1b 197=166b,c 12054 =27 83¢ 157.7+24.66¢c 57.6%60ad 43.2=6.5b,c,d,e
)3 143+=%98z 113 =196¢ 3148=772b 358.7+19640 568+£93ge 25447

=3.

a 1. Abundancias de esporas de hongos micorrizicos arbusculares en campo y después de su propagacion
rcentajes de colonizacidn en raices de Allium cepa L. cultivada en suelos regados con agua residual

ite diferentes pericdos. L= Leptosol, V= Vertisol. # = 9 = e. e. Letras diferentes mdican diferencias

icativas a p< 0.05



Tabla 2. Concentracionss de metales pesados y fosforo {medias = d. 2.) en plantas de maiz cultivadas
en dos Vertisoles regados con aguas negras. M- = tratamiento sin micorriza, MO5 = indcuio aisiado de
Vertisoles regados durante 5 afios, MO0 = micomiza aislada de suelos regados durante 80 afios MT=
inéculo aislado de Vertisoles nunca regados; V03 = vertisol regado con agua residuai durante 5 afios,
V80 = vertisol regado durante 80 aflos cona agua residual; AD = riege con agua destilada, AR = riego

con agua residual,

Tratamientos suelo Raiz Talic Hoia
Cd (mg/kg PS)
M- V05 AD < .94 0.33£0.04 0.12+£0.10 0.12+0.10
M-  VE5 AR <l d. 127069 0.45£023 018 +0.08
M- VSC AD 2708 1.99 £0.58 251025 4.23+£0.93
M- W90 AR 3.1z08 1.95 2 0.58 5.98 £ 0.70 618 £0.24
MOS WSS AD <i, d. 030 x0.14 026 x0.14 0.07 £0.06
MO5 V05 AR <. d. 0.23 £0.07 022013 020+0.12
MOS Vo0  AD 24 %02 3668 +£0.19 5.58 £ 0.51 5.97 £0.87
MOS V80 AR 25204 25389 £0.13 68.54 2113 7232080
MGO V05 AD <l d. 0.17£0.08 0.28 £ 0.09 0.00 £0.00
MSO VOS5 AR <|. 4. 0732045 0.23£0.07 0.28 £0.17
MeQ  veg  AD 2403 3.06 £0.27 5.83" 503037
MSO0 VBC AR 24 £0.1 288 £0.27 8.57" 583%£125
MT V05 AD <} d. 0.21£0.08 0.44 £0.07 0.57 £0.32
MT V05 AR <}, d. 028%£01 013 0.1 0.00%0.00
MT V8D AD 22x02 2.39 £ 0.42 10.85* 5.16 £ 1.00
MT Vo0 AR 22* 0022 £§25%1.08 644 £ 1.32
Cu {mg/kg PS)
M- V05 AD 15.42 + §.54 12.8@ £1.67 4,49 £ G.81 864 £1.56
M- V05 AR 18.67 £ 0.33 13.77 £ 285 4,08 £0.08 5.88 £ 0.41
M- Vet AD 73,42 £ 534 49.8311.38 876 £0.78 11.85 £ 1.82
M- VB0 AR 77.82 £5.30 82.71 £5.17 1280 0.27 11.78 £ 1.01
MO5 Vo5 AD 171472025 10.34 £1.25 £10 2048 555 £0.68
MDS V05 AR 17.17 £ 0.25 11.22 £0.19 5.00 £0.47 €.83+£0.94
MO5  VeG  AD 82,42 £3.82 53.25£8.12 10.01 £.0.85 12.84 £ 1.43
MO3 V80 AR 89.92 £5.00 50,31 £3.38 9985 +1.29 12.83£2.15
M0 VOS5 AD 17.00 £0.54 19.92 £ 3,06 398£0.72 8.44 £0.77
MSO V0B AR 16.42 £ 0.54 2570329 419088 7.29£0.75
MeG WeC AD 86.42 £4.28 31.02:0.88 18.44* 12.84 £0.52
MB0 VS0 AR 91.42 £3.14 52.84 £ 4.21 10.42% 12.82 = 0.74
T V05 AD 1817 £0.25 19.50 £ 5.33 3.76+0.35 £8.38x1.15
MT W05 AR 1747 £ 0.58 1156+ 1.86 432 £0.41 8.31£0.27
MT V80 AD 79.67 £1.22 45,88 £7.05 18.58* 13.54 £1.01
MT VB0 AR §7.17 +6.54 41521348 13.23£2.26 11.05 £1.29
b (ma/kg PS)
M- V05  AD 27.58 £ 3.01 11.83+4.02 1.89 £0.52 556 £2.38
M- V05 AR 25833 £1.09 14.84 2 7.08 121 20.50 575x214
- W80  AD 26.58 2 4.78 934 21.78 043 +£0.04 8.83 £3.10
M- V8o AR 101.33 £ 6.45 2219+ 820 18622088 347 £1.84
MOS V05 AD 28334075 13.80 £ 5.55 1.77 £1.07 1.893 £0.84
MDS V05 AR 32.08 +3.54 7.46 £ 2.08 241 21,08 942 £4.37
MGCS  VSC AD 104,83 £4.72 11.85+3.44 1.07+0.23 15652028
MO5 V80 AR 118383 £ 4.18 10.16 £ 550 2.29* 544 £ 340
M3Io V05 AD 45.08 +5.68 2585812 148 20,73 380 %234
Med V05 AR 32.08£3.75 2583 =8.88 2.44 = (0,82 488+073
Mg  vet AD 111.538 =£4.07 9.83 £ 3.44 000 £000 4258 +1.30
MSO VW80 AR 118.83 £3.78 11532209 0.58" 3.08:074
T VRs  AD 23.33£1.25 1445 2583 1.82 £80.71 188 £0.33
MT y08 AR 3508 =597 1085 £ 253 078 =053 7.3223407
MT ¥s0  AD 04,08 £ 2.01 44 34 £ 11.88% D.80™ 4.87 +2.88
MT VB0 AR 85.08 £3.38 18.32 £7.85 0.53 £ 525 .84 w874




Tabia 2, Continuacion.

-
M-
M-
M-
MO3
MCs
MCs
MOS
Mal
Mgl
=l
Mel
MT
MT
MT
MT

M-
M-
M-
M-
MO5
MOS
MOS
MQ35
MG
M0
MeC
MS0
MT
MT
MT

MT

VOE
VG5
Vae
Vag
VoS
Va5
N
V80
V05
Va5
V8o
Y80
Y05
V05
Veo
Veo

VGs
V0s
v8a
Veo
V05
Ves
veo
V60
V05
Ves
prisle
Va0
V05
VO3

LWy

VS0

Veg

AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR

AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD
AR
AD

AR

Zn {mg/kg PS)
83x3.98 17.9£3.5¢ 144211 141£25
87.5x1.4 208 £3.1 13314 16.2£6.8
30252207 1362188 17501214 756+5.8
327.5 201 118.1 x16.9 387.2:18.8 78.0%86.7
3908 1882588 24017 11.8£3.2
70308 18711 31052 17.9x238
3375129 119.8 £ 12.C 2376274 78.2+£82
375 £20.8 123.5+ 8.5 285.8 £487 86.6zx862
86+ 16.3 25885 146£47 89x11
868138 40534 212.0£38 103z 1.4
355 £ 16.0 128.4 £21.7 333.8° 881x52
376.7£18.5 140.4 £14.0 286.3% 809+ 9.4
88£1.6 274=x5.0 277210 13122
88.2x24 318 £108 21.8* 148232
3275274 103.1 £14.7 228.6* 715104
2875158 17882177 2788 £ 16.8 8122863
P (gfkg PS)
117218 2.55+0.20 7.08£0.24 5.32+0.15
16.7£3.3 219+£0.13 429 £0.15 435x033
85.0x1.¢8 7.00£1.25 12.67 £0.48 $.88 £ 0.57
876+33 5.00+£057 §.19 £ 0.11 726026
t3.2+21 285x0.45 712£0.83 4.89+0.37
15.4£1.1 3.95+0.37 847 %024 5851012
§7.2£102 ©.19£0.95 10.68 £0.82 10.80£0.8C
858 6.7 5.83 £ 0.14 8.50£ 059 8.25+0.32
16.7+£3.2 3.50 £0.42 6.51 £0.51 417 0.51
18.514.1 4.27 £0.46 6.65+£0.32 537£023
81.5:x 108 8.22x0.97 n.d. 2.8320.93
82778 576 £0.18 nd. 80000
18614 383022 7.21£0.50 5.06 £ 0.32
217z23 4.08 £0.33 ©.55 = 0.61 5.51 % 0.44
104.3£86.7 8.80 z 0.84 10.17° 8.40£0.37
g1.8=x272 8.88+0.56 9.33£0.2C 7.35£0.45

* dato Gnice; n. 4., ne determinado.
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Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacidn arbuscular: Anexos.

AVAILABLE S$OIL PHOSPHOROUS (NAT LOG}
Kolmogerov-Smumov 4=21231, p< 01
a Chu-Square: 72 800, df = 10, p = 0000

38 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 30 52

Category (upper Limits)

V90 AVAILABLE SOIL PROSPHOROUS (NATLOG)
Kolmiogorev-Smirnov d=07561, p=1. 8
Chi-Square 3 0195, df =5, p= 6570

[

408 415 425 435 445 433 163 475 485
1.00 410 420 430 440 450 460 47 480 450

Category (upper Lumuts)

ZRK CONCENTRATIONS (NAT LOG) I¥ ¥il5 30718
Kohmogorov-Snurnov ¢= 07608, p=na
Chu-Square: 4 4777, &= 5, p= 4829

3
3
2
— Expected
Normal
)
=]
L=
=]
2
—— Expected
Normal

4 45 66 07 0 09 i 1l 12 13 14 15 16
Caiegory {(upper Imis)

V5 AVAILABLE SOIL PECSPHOROUS (NAT LOG)

h Kelmogorov-Smunov ¢=.07140, p=ns
Chi-Square 3.1072, df=6,p=.7953

=3

19 20 23 22 23 24 25 26 27 28 29 38 351 32 33 34 35
Categery (upper hmis)

FOTAL LEAF ZN CONCENTRATION (NAT LOG)
Kolmogorov-Sanmov ¢=.18113, p< 05
d Chi-Square: 46.068, df = 10, p=.0000

el

Category (upper luts)

36 37

TOTAL ZINC LEAF CONCENTRATIONS (NAT LOG) IN V58 50118

- Kolmogorov-Smimov 4= 06540, p=n.s.
Chi-Square: 6.2258, df = 4, p= 1830

No of oba

160 1.6 170 175 1.8 1.8 1% 1%
Category (upper limats}

2%

65

— Expected

03 04050607 080910121 k213514151617 181% 2021 22 23

210

Nommal

-~ Expected
Wormel

— Expested
‘Normal

a 1. Algunos ejemplos graficos de la distribucion de las concentraciones de Py Zn en los suclos y en las hojas de las
les cuantificadas en el experimento en invernadero. Adn después de haber sido transformadas a su logaritmo natural, las
les no muestran una distribucién normal (la prueba de Kolmogoerov-Smirnov es significativa) pero se observa su clara
entacion en dos poblaciones independientes (a y d). Aplicando a cada una de estas poblaciones de manera independiente ia
a prueba, s¢ logra un gjuste a la normalidad de los datos (b, ¢, e ¥ ).
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Ontega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacien arbuscular: Anexos.

et

Figura 2. Cultivo de maiz (Zea mays L) en Vertisoles regados con aguas
residuales. A) Inicio del experimento con 16 tratamientos repartidos en bloques al azar. b)
Aplicacion del primer riego con agua residual a las 4 semanas. ¢) Aplicacién del cuarto
riego a las 9 semanas. d) Cosecha de las plantas a las 16 semanas. Fotos P. Ortega, 1999.



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Anexos.

Figura 3. Colonizacién radical de Zea mays solcs regados duranie 5 afios con aguas
residuales y micorrizados con un in6culo proveniente de suelos regados durante mas de 90 afios (M90) y
regados con agua destilada durante la propagacién. a) Vista panordamica de 1a abundante colonizacién 20x
(59.5x). b) Vesiculas intramatricales. 40x (100x}. ¢) Ovillos intracelulares. 200x. d) arbasculo. 200x. ¢)
apresorio (7) 10x (25x;.
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ANEX(S

A3. ICONOGRAFIA DE LOS HONGOS MICORRIZICOS DEL VALLE

DEL MEZQUITAL, HIDALGO MEXICO



Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorvizacion arbuscular. Anexos.

Loming I Glomus mosseae del Valle del Mezquital, Hidalgo, México. a-d.
Esporas encontradas in sifu en Vertisoles regados durante aproximadamente 5 (a), 35 (b),
65 (c) v 95 (d) afios con aguas residuales. Esporas en Leptosois regados durante 5 (e}, 35

(£, 65 (g} v 95 (h) afios, respectivamente.



Crtega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Anexos.

Lémina II. Esporocarpos de Sclerocystis sinuosa del Valle del Mezquital,
Hidalgo, México. a-b. Esporocarpos encontrados in sifu en Leptosoles v Vertiscles
regados durante 5 afios. c-d. Esporocarpos encontrados en Leptosoles y Vertisoles
regados durante 35 afios, respectivamente. e-h. Esporocarpos encontrados en Leptosoles
(e) v Vertisoles {f-h) regados durante 95 afios respectivamente.
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Lémina 101, Algunas especies de hongos MA encontradas e en suelos regados con aguas residuales en el Valle
del Mezquital. a) Glomas que corresponde a Io descrito para claroidewrs en 165. Tomado a 40%. b) Detalle de ia hifa de
sostén d la figura anterior. ¢) Glomus que corresponde a la descripeion de geosporum (?) encontrado en VO5. Tomado en
10 %. d) Glamus sp. 3 (7) en V35. Tomado en 40x. &) Glomus que corresponde a la descripeion de eonstrictum (7) e L9
Tomado en 20x. §) Glomus que corresponde a la descripeién de lamellosum (7) en LO3 Tomado en 49x. g) Glomus sp. 1
(?yen 103 Tomado en 20%. b Gomus sp. (?)en 1L.05. Tomado en 20x.
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Lamina IV. Esporocarpos laxos de Glomus spp. encontrados en suclos regados con aguas s residuales en el
Mezquital. a) Glomus que corresponde a la descripcién de viscosum (?) en L90. Tomado cn 20x. b)
Diferencias en los tamafios del Glomus anterior (izquierda) y en ia esquina superior derecha Glomus mosseae,
en L90. Tomado en 10 x. ¢) Esporocarpo laxo de Glomus sp. similar a occultys en V65, Tomado ¢n 40x. d)
Detalie de la esporosfera de  esporas del mismo esporocarpo anterior. Tomado en 100x. €) Reaccion al
Melizer de esporocarpos laxos de Glomus sp. 4. en LO5. Tomado en 10x. f) Esporoacrpos laxos del mismo
Giomus en 190 sin reactivo de Melizer. Tomado en 10x. g) Espora de los esporacrpos anteriores en L90.
Tomado en 20x. 1) Detatle de Ia hifa de sostén de 1a espora anterior en donde se observa una pared laminada.
Tomado en 100 x. Fotos P, Ortega.
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ma Y. a) Esporocarpos laxos de Glomus aggregatum (intraradices) en Vertisoles regados durante 65 afios (V65) con aguas
zaies cn el Valie dei Mezguital, hidalgo, México. Tomade en 40x. b) Mismo esporocarpo reaccionando al Meltzer. Tonado cn
c) Detalle de unién de las hifas del mismo esporercarpo. Tomado en 40x. d) Esporas intraradicales en V65. Tomado en 40x. ¢}
ra de 1z misma cspecien en Leptoscles regados durante 90 afios (L90) en donde se obscrvan las rmiltiples capas. Tomade <
f) Espora intramatrical en L90. Tomado en 20x. g) Detalle de la pared de otra espora en L90. Tomadoe en 40x. h) Paredes de
ifas en Vertisoles regados durante 5 afios (V03). Tomado en 40x. I) Espora que muesiza poros {de germinacién 7) en L95.
ido en 20x%. Fotos P. Ortega.
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COriega-Larrocea M, P. Efecto de las ageas residuales en la micorrizacion arbuscular: Anexos.

Gilomus fasciculatum

-
i y.&f

Lamina VI a) Isotipo de Glomms fasciculatum de Walker (W594). Tomado en 10x. b)
Esporocarpo laxo encontrado en Lepiosoles regados durante 90 afios (L90jen el Valle del
Mezquital Hidalgo, México. Tomado en 40x. ¢} Esporocarpe en V05, Tomado en 40x. d)
Esporocarpo en 1.90. Tomadc en 40x. Fotos P. Ortega.
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Ortega-Larrocea M. P. Efecto de las aguas residuales en la micorrizacion arbuscular: Anexos.

Lamina VI. Algunos hongos micorrizicos enconirados después de la propagacion en
invernadero de diferentes cultivos de campo, en Vertisoles regados durante 5 afios con
aguas residuales {V05). A) Glomus claroideum (7). Aumento 119x. b) Esporocarpo laxo
de Glomus sp. originario de V05 v regado con agua negra. Iluminacién Nomarski. 30x. ¢)
Espora de un exporocarpo laxo de Glomus (aggregatum?) originaria de V90 y regada con
agua negra. Coniraste de fases. 20x a 100x. d) Otras esporas del mismo esporocarpe con
iluminacion Nomarski. 20x a 83.5x
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