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IDENTIFICACION Y COLONIZACION NATURAL DE HONGOS

MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN NOGAL
| dentification and Natural Colonization of Mycorrhizal Arbuscular Fungi in Pecan Orchards

Ezequiel Mufioz-M &rquez*, CatalinaM acias-L 6pez?, Alicia Franco-Ramirez®,
Egteban Sanchez-Chavezt, Jor ge Jiménez-Castro*y Juvencio Gonzalez-Gar cia?

RESUMEN

El objetivo dd presente trabajo fue determinar €
grado de micorrizacion natural y la identificacion de
géneros de hongos micorrizicos arbusculares nativos
asociados a las raices de nogal pecanero [Carya
illinoensis (Wangenh.) C. Koch] en produccion. Se
evaluaron tres huertas nogaleras, El Maguey, La
Esmeralda y La Fama, localizadas en la region de
Delicias-Rosales en el estado de Chihuahua. Se
recolectaron porciones de raices localizadas dentro del
areadegoteo paraevaluar € porcentaje de micorrizacion
natural y su identificacion. Lahuerta El Maguey present6
el mayor porcentaje de micorrizacién arbuscular con
respecto a las huertas La Fama y La Esmeralda, con
una variacion a través de los meses que se considerd
desde un 13 a 32%. La buena aireacion y humedad, la
presencia de cobertera natural de gramineas, riego por
goteo y la incorporacién de abonos organicos que
presento la huerta EI Maguey permitieron el desarrollo
de la micorrizacion. En los suelos muestreados de las
huertas en estudio la mayoria de las raices muestreadas
selocalizaron delos cinco alos 35 cm de profundidad.
El tipo de estructuras caracteristicas de la micorriza
arbuscular encontradas en las raices de nogal pecanero
fueron vesiculas, esporas y micelio. Los géneros de
hongos micorrizicos arbuscul ares encontrados asociados
alaraiz dd nogal pecanero enlas huertas fueron Glomus
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y Gigaspora; ademas se logré identificar una especie
de hongo micorrizico arbuscular correspondiente a
Glomus sinuosum; siendo este d primer estudio en €
cual se reportan hongos micorrizicos arbusculares
asociados a la raiz de nogales de la zona Ddicias y
Rosales en d estado de Chihuahua

Palabras clave: Carya illinoensis, micorrizas
arbusculares, nogal pecanero.

SUMMARY

The aobjective of the present study wasto determine
the degree of natural mycorrhizal colonization, as well
as to identify, to the genus levd, native arbuscular
mycorrhizal fungi associated with roots of bearing pecans
[Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch]. Three
pecan orchards, El Maguey, LaEsmeraldaand LaFama,
from the area Ddlicias-Rosales in Chihuahua, Mexico,
were evaluated. We collected segments of mycorrhizal
rootslocated withinthetreedrip linein order to evaluate
the percentage of natural colonization and identify the
fungi. The El Maguey orchard had the highest degree
of arbuscular mycorrhization compared with that of the
LaFamaand LaEsmeralda orchards, with afluctuation
of 13 to 32% through the different months of the year.
Crop conditions at the orchard El Maguey, including a
well aerated and humid soil, use of natural cover of
grasses and drip irrigation, and incorporation of soil
amendments, favored mycorrhization. Most sampled
roots were located at a soil depth of 5 to 35 cmin the
orchards studied. Vesicles, spores and mycelium typical
of arbuscular mycorrhizal werefound in roots from the
pecan orchards studied. The genera of arbuscular
mycorrhizal fungi found in association with pecan roots
in these orchards were Glomus and Gigaspora; in
addition, a species of arbuscular mycorrhizal fungi,
Glomus sinuosum, was identified; thisis thefirst study
to report mycorrhyzal arbuscular fungi associated with
pecan roots in the Ddlicias and Rosales region in the
state of Chihuahua.
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Index words: Carya illinoensis, mycorrhizal
arbuscular, pecan three.

INTRODUCCION

El estado de Chihuahua, México, cuenta con una
superficie plantada de més de 44 656 Mg ha? de nogal
pecanero [Carya illinocinensis (Wangenh.) C. Kaoch],
obteniendo un rendimiento anual promedio de 1.44
Mg ha?, quelo convierteen d principal estado productor
de nuez en México (SIAP, 2006). Para su desarrollo
optimo los cultivos requieren de la aplicacion de
fertilizantes y plaguicidas. El uso irracional de estos
productos frecuentemente ocasionala contaminacion del
aguay suelo; ademas de un desequilibrio enlas funciones
de los microorganismos rizosféricos que estan
involucrados end crecimiento, desarrolloy nutricién del
vegetal, 1o cual puede ocasionar la pérdida de una
productividad sostenida. El desarrollo vegetal puede ser
promovido por ciertos grupos microbianos,
fundamentalmente los hongos micorrizicos y otros
microorganismos presentes en la rizésfera que actlian
coordinadamentecon elosenlainterfasesuelo-raiz. Esta
interaccion afectad cicladoy disponibilidad delos macro
y micronutrientes necesarios en la nutricion del vegetal,
asi como ciertas reacciones metabdlicas de estos
microorganismos que son claves para @ megoramiento
de la estructura del sudo (Alarcon y Ferrera-Cerrato,
2000).

Lamicorriza es una asociacion simbidticamutualista
formada por raices delas plantas vasculares y las hifas
de hongos micorrizicos y se conocen dos tipos:
ectomicorrizay micorriza arbuscular (Herreray Ulloa,
1998). Seglin Tarango et al. (2004), d tipo demicorriza
gue se forma en @ nogal pecanero es la ectomicorriza.
Sin embargo, Taber et al. (1982) reportan géneros de
hongos micorrizicos arbusculares naturales en este
mismo hospedante.

Lasmicorrizasincrementan lasuperficieradica para
la absorcién de agua y eementos esenciales como: N,
P, K, Ca, Mg, Cu, Mny Zn (Marx, 1971; Brison, 1976),
asi como, Sy B (Taber et al., 1982) y los translocan
alasraices hospedantes (Brison, 1976). Ademas, inducen
alalongevidad de las raices (Marshall y Perry, 1987)
y proporcionan fitohormonas alos hospedantes (Harley
y Smith, 1983). Las hifas rompen € complgo mineral
y degradan las sustancias organicas, transformando los
compuestos en moléculas aprovechables, ademas

de aumentar latoleranciaa condiciones deestrés hidrico
y salinidad (Sylviay Williams, 1991).

El rendimiento agricola disminuye entre 25-75%
como consecuencia dd ataque por fitopatdgenos que
son componentes habituales delos sistemas naturales y
agronémicos (Brison, 1976; Schenck, 1989; Hooker
et al., 1994). La interaccion de la micorriza y
microorganismos implicados en € control biol6gico
suponen una integracion de mecani smos benéficos para
la sanidad vegetal, lo cual se considera como principal
objetivo en e campo de la sustentabilidad agricola
(Alarcony Ferrera-Cerrato, 2000).

Dada laimportancia que representan las micorrizas
para é nogal y la escasa informacion dela presencia de
hongos micorrizicos arbusculares en sistemas de huertas
de nogal, se plantearon los siguientes objetivos: 1)
determinar la presencia e identificar los géneros de
hongos micorrizicos arbusculares en raices de nogales
en produccion; 2) evaluar € grado de micorrizacion
natural en raices de nogal pecanero.

MATERIALESY METODOS
Caracteristicas Generales de los Sitios de Estudio

El muestreo se realizé en tres huertas nogaleras en
produccion localizadas en las regiones de Ddicias y
Rosales, Chihuahua: 1) huerta El Maguey, localizadaen
el km 7.5 carretera Delicias-Naica; 2) huerta La
Esmeralda, localizada en Rosales, y 3) huerta La Fama,
localizada en d gido Delicias de municipio de Rosales.

La huerta El Maguey se caracterizd por presentar
arboles de 40 afios de edad, distancia de plantacion
10 x 10 m, texturade suelo tipo migajon arcillo arenoso,
riego por goteo, cobertera natural de gramineas,
fertilizacion con sulfato de amonio y aplicacion de
6 Mg ha? de composta. En la huerta La Esmeralda los
arboles en estudio tenian 29 afios de edad, distancia de
plantacion 12 x 12 m, suelo con textura arenamigaj onosa,
pedregoso, riego por aspersion, sin cobertera, fertilizacion
con 300 kg ha! de N, aplicacion de 53 Mg ha! de
estiércol crudo y aplicacion foliar de Zn. Por otro lado,
la huerta La Fama se caracteriz0 por presentar arboles
de una edad de 35 afios, distancia de plantacion de
12 x 12 m, suelo migajon arcillo arenoso, riego
por inundacidn, sin cobertera, aplicacion de45 Mg hat
de estiércol crudo y fertilizacion con sulfato de amonio.
En el Cuadro 1 se muestran las propiedades fisicas y
quimicas de los suelos de las tres huertas evaluadas.
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Muestreo y Procesamiento de las Muestras

Sedutilizarontres huertas parad estudio, se muestred
durante un periodo de seis meses para comparar sus
niveles de micorrizacion natural, con muestreos
aleatorios mensuales. Porciones de raiz de tres arboles
de cada huerta fueron recolectadas al azar, dentro dela
zona de goteo. Estos muestreos se realizaron
mensualmente durante seis meses.

Una vez localizada la porcién de raiz, esta se
desprendio y se introdujo en una bolsa de plastico y se
adicion6 suelo de la rizésfera con d fin de protegerla
Lamuestra seidentifico y se coloco en una hidera para
su conservacion. Los puntos de muestreo se realizaron
en diferentes &reas dentro de la zona de goteo con € fin
de hacer un muestro representativo y obtener material
para € trabajo de laboratorio. Luego se procedio a la
tincion deraicillas paraidentificar lapresencia dehongos
micorrizicos arbusculares (HMA).

Se utilizo la técnica de clareo y tincion propuesta
por Phillips y Hayman (1970), modificada para raices
lefiosas, que consistié en los siguientes pasos. 1) se
separaron las muestras por tratamientos y repeticiones;
2) las raices se lavaron con agua sobre un tamiz de
tamarfio tal que no dejara pasar las raices, para diminar
todo & suelo adherido; 3) se seleccionaron las raicillas
pequefias; 4) se colocaron en tdla-gasa, envolviéndolas
para evitar su dispersion; 5) la tela-gasa con la muestra
se introdujo en una bolsa pequefia de malla-sombra
esterilizable; 6) la bolsa se marcd para identificar la
muestra; 7) se colocaron en un vaso de precipitados al
que se agregd KOH al 10%, en cantidad suficiente
para cubrirlas durante 24 horas, repitiendo este paso
cinco veces. En cada cambio de KOH se enjuagd con
agua destilada; 8) las raices se cubrieron nuevamente
con la solucién de KOH al 10% y se expusieron a calor
hdmedo en & autoclave (10 min/4.5 kg de presion) para
d clareo de las raices, fueron necesarios cinco clareos
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paradiminar los pigmentos. Después de cadaexposicion
en e autoclave e KOH se eimind y las raices se
enjuagaron con agua destilada; 9) las raices secubrieron
con H,0, al 10% y se dgj6 por 30 min; 10) seretiro
H.,O, y se enjuagd inmediatamente con agua destilada,
con € fin deremover todos losresiduos de H,O,; 11) se
agreg6 HCl al 10% por 15 min para acidificar € medio;
12) se retir6 e éacido y sin enjuagar se adiciono €
colorante azul tripano en lactoglicerol; 13) se sometio a
calor himedo en d autoclave por 15min/4.5 kg depresion
(tincidn); y 14) finalmente, se dgjo enfriar y se procedio
ahacer los montajes deraicillas en portaobjetos para su
observacion al microscopio.

Las raices clareadas y teflidas se colocaron en cajas
Petri con suficiente lactoglicerol. En un portaobjetos y
utilizando agujas de diseccion se colocaron 20 segmentos
de aproximadamente 1 cm delargo, paralel amente unos
a otros. Sobre las raices se adicionaron gotas de
lactoglicerol, colocando posteriormented cubreobjetos.
Se eliminaron las burbujas de aire y cada laminilla se
sdlé con esmalte transparente.

Para realizar la evaluacion de las estructuras
morfolOgicas caracteristicas delamicorriza arbuscular,
se realizaron observaciones en  microscopio éptico a
través del objetivo seco débil y seco fuerte; método
empleado por Phillips y Hayman (1970). Para dlo se
efectuaron tres pasajes equidistantes por laminilla. Al
revisar un campo oOptico donde se encontraba un
segmento que contenia hifas, vesiculas o arbusculos,
independientemente de la intensidad de micorrizacion,
sele otorgd € valor de uno para la evaluacion total y
por estructuras.

I dentificacion de Hongos Micorrizicos Arbusculares
Latécnica detamizadoy decantacidn propuesta por

Gerdemanny Nicolson (1963) solo seusaconlafinaidad
de obtener e identificar los hongos micorrizicos

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos de las tres huertas nogaleras estudiadas en la region de Delicias y

Rosales, Chihuahua.

Nutrimentos

Localidad CaCO; pH CE MO Textura
NO;-N P K Fe Zn Cu Mn
----------- mgkgt - - --------- % dsm? %
El Maguey 388 46.7 15740 05 22 34 0.9 0.6 8.0 53 0.8 Migajon arcillo arenoso
LaEsmeralda 28 314 3070 34 17 33 29 3.7 7.7 0.9 0.02 Arenamigajonosa
LaFama 240 658 5470 05 08 30 0.8 13 7.7 0.8 0.01 Migajon arcillo arenoso

CE = conductividad eléctrica, MO = materia organica.
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arbusculares asociados alaraiz denogal. En d presente
trabajo no se cuantificaron esporas en suelo. El
procedimiento fued siguiente: 1) sehizo una suspension
con 100 g desuelo endos litros de agua; 2) la suspension
se agitd mecanicamente durante cinco minutosy se dgjo
reposar por tresminutos, paradiminar particulas grandes
por sedimentacidn; 3) la suspensidn se pasd por tamices
de 500y 44 micras, lavando con agua abundante; 4) se
le agregd agua al decantado y se repitieron dos veces
més | os pasos anteriores; 5) posteriormente, € tamizado
obtenido dela malla de 44 micras que contiene las
esporas se colocO en una caja Petri para su observacion
en el microscopio estereoscopico; y 6) la identificacion
taxondémica de las morfoespecies de HMA serealizd en
un microscopio compuesto con contraste de fases, de
acuerdo con la forma, tamario, color de las esporas,
ademas dela formay acoplamiento de la hifa de sostén,
tomando como base e manual de identificacion de
Schenk y Pérez (1990).

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico aplicado a este estudio
correspondié al modelo de un disefio experimental
completamente a azar con arreglo en parcdas divididas
entiempoy tresrepeticiones. Deacuerdo alosresultados
seefectud un andlisis de varianza seguido por la prueba
deT.

35 4
30 4
25 4
20 4
15

10 A

Colonizacién micorrizica (%)

RESULTADOS Y DISCUSION
Porcentaje de Micorrizacion

El porcentaje demicorrizacion natural varid através
de los seis meses estudiados cuyo rango va de 13 a
32%, sobresaliendo la huerta EI Maguey con & mayor
porcentaje de micorrizacion natural con respecto a las
huertas La Fama y La Esmeralda (Figura 1).
Las condiciones que presentd la huerta EI Maguey
permitieron € desarrollo de la micorrizacién, € suelo
con buenaaireaciony humedad, la presenciade cobertera
natural de gramineas, riego por goteo y laincorporacion
de abonos organicos. En la agricultura organica, €
mejoramiento de las condiciones fisicas y quimicas del
suelo, promueve un incremento en la diversidad,
desarrolloy actividad de los microorganismaos benéficos
en especial de hongos micorrizicos arbusculares
pertenecientes a la division Glomeromicota, los cuales
forman simbiosis con las raices de la mayoria de las
plantas de interés agricola (Schifler et al., 2001). Asi
mismo, |os suelos que presentan buen drenaje, humedad
y una adecuada aireacion, estimulan € crecimiento y
desarrollo deestos microorganismos (Marx, 1971). Dicha
simbiosispromuevemayor dicienciaenlaabsorcionradical
de nutrientes como N (Tobar et al., 1999) y especialmente
aqudlos de lenta movilidad en d sudo como P (Smith 'y
Read, 1997), Cuy Zn (Tarafdar y Marschner, 1994).

— @ E| Maguey
---M-- - LaEsmeralda
—&A—LaFama

a
|

Julio Agosto Septiembre

Octubre

Noviembre Diciembre

Fechas de muestreo

Figura 1. Porcentaje de micorrizacion en tres huertas nogaleras evaluadas en las diferentes fechas de muestreo en

la region de Delicias-Rosales, Chihuahua, 2003.
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Se encontraron vesiculas (Figura 2a) y esporas
(Figura2b) de hongos micorrizicos colonizando lasraices
de nogal pecanero en las tres huertas evaluadas.

Enlosaislamientos de suelo, seidentificaron esporas
de los géneros Glomus y Gigaspora. Ademas se logré
identificar a la especie Glomus sinuosum. Taber et al,
(1982) reporta queen laraiz de nogal estén asociados estos
géneros de hongos micorrizicos arbusculares, los cuaes se
encontraron en raices de nogal en Texas, Nuevo Méxicoy
otros estados del Sudeste de Estados Unidos.

En lahuerta La Fama, se encontraron esporocarpos
de Glomus sinuosum y esporas de Glomus. Asimismo,
se encontrd abundante micelio caracteristico de hongos
micorrizicos arbuscularesy céulas auxiliares propias de
Scutellospora o Gigaspora. La micorriza arbuscular
se caracteriza por presentar una extensa red de micelio
en el suelo donde esta presente, unida al sistemaradical
de las plantas hospedantes (Hayman, 1978).

Durantelaevaluacion delos seis meses de muestreo,
no seencontraron arbuscul os, estructuras caracteristicas
de los hongos micorrizicos arbusculares; una posible
razon es que esta estructuratiene un periodo de vida de
aproximadamente dos semanas (Alarcon y Ferrera-
Cerato, 2000). Enlahuerta L a Esmera da seencontraron
Unicamente esporas de Glomus. Este género es de gran
importancia ya que se ha comprobado que algunas
especies activan la absorcion de nitratos a través del
micelio extra-radical (Bago et al., 1996). En la huerta
El Maguey se encontraron esporas de Gigaspora,

Reiz de n?l i
vasienta ’ ﬁ -

esporocarpos de Glomus sinuosum y esporocarpos
laxos de Glomus. También, se encontraron esporas de
Glomus en las preparaciones permanentes de raicillas
teflidas. En aislamientos de suelo se encontraron
esporocarpos laxos de Glomus (Figura 3A),
esporocarpos de Glomus sinuosum (Figura 3B), esporas
solitarias de Gigaspora (Figura 3C) y Glomus
(Figura 3D). L os géneros demicorrizas arbusculares son
de particular importancia ya que adquieren para su co-
simbionte los nutrientes que son inmoviles en @ sudo,
por gemplo & amonio adsorbido a particulas de arcilla
(Johansen et al., 1994).

CONCLUSIONES

- Los érboles de nogal pecanero son capaces de
asociarse con hongos micorrizicos arbusculares.

- La huerta El Maguey presentd € mayor porcentaje de
colonizacion micorrizica arbuscular natural con respecto
alashuertasLaFamay LaEsmeralda, conunavariacion
del porcentaje de colonizacion que fluctud desde un 13
a 32% durante los seis meses de muestreo.

- Las condiciones favorables que permitieron la mayor
micorrizacién fueron, suelo con buena aireacion y
humedad, buen drenagje y la presencia de cobertera
natural.

- Se encontraron esporas de hongos micorrizicos
arbusculares correspondientes a los géneros Glomus,
Gigaspora y Glomus sinuosum.

Figura 2. a) Vesicula e hifas de un hongo micorrizico en una raiz de nogal pecaneroy b) Espora de un hongo micorrizico en una

raiz de nogal pecanero.
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Figura 3. A) Esporocar po laxo de Glomus escala 30 micras. B) Esporocarpo de Glomus sinuosum escala 30 micras.
C) Espora de Gigaspora escala 10 micrasy D) Espora de Glomus escala 30 micras.
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