Inoculacién y Riego con Aguas Residuales
de Casuarina en Vivero!

ABSTRACT

A nursery assay was carried out to evaluate the growth of
Casuarina equisetifolia, Inoculated with Frankia and/or ectomy-
corhizal and VAM fungl. Initial trrigatien was done with sewage
water. During the first months of growth, waste-water induced
dwarfseedlings; establishment of plant-mlcroerpanism symbiosis
was alse deficient (fow percentage of nedulated plants, low
nodule numbers and low degree of mycorhization). After the
ralny senson, statistically slgnificant differences were ohserved
among treatments in terms of blomass; treated plants with
Frankia + Pisolithus tinctorius increased by 350% in relation to
the control plants; this treatment also greatly Increased nodule
blomass.

INTRODUCCION

asuarina es un arbol capaz de (ijar el nitro-
geno atmosi{érico, gracias a su asociacion
con Frankia, bacteria filamentosa, Gram-
positiva. Este drbol, por asociacién con un actinomice-
to, pertenece al llamado grupo de plantas actinorricicas
(24), nombre genérico para mds de 200 especies vege-
tales, distribuidas en 24 géneros y 8 familias de plantas
superiores,
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RESUMEN

Se montd un ensayo en vivero con €] fin de evaluar ¢l
desarrolio de Casuaring equiselifolia, cuando s inoculada con
Frankia y/o hongos endo- y ectomlcoriclces, regandola con aguas
residuales desde ef principio de su desarrolio. Este tipe de riego,
durantelos primeros meses de crecimiento, produje enanisimoen
las pldntulas, y establecié deficientemente las slmblosty planta.
microorganismo, es decir, los porcentajes de plantas con nédulos
fueron bajos, su nimero escaso y los niveles de micorrizacién
pequefios. Después de In estacifn Huviosa se encontraron dife.
rencias estadistleas significativas entie los tratamlentos, en tér-
mines de su biomass, reglstrindose un ineremento de 350%
entre las plantas-testigo y las ineculadas con Frankia y Pisolithus
tinctorius. Con este Glitimo tratamiento el tamado de los nddulos
también se incrementd considerablemente,

Palabras clave: Casuarina eguisetifolia, Frankin, Glomus
intraradices, Pisolithus tinctorius,
ectomicorriza, micorriza vesiculo-
arbuscular, plantas actinorricicas,

La infeccién de la planta con la bacteria tiene lugar
en las raices y provoca la proliferacidn anormal de las
células radiculares para formar, como lag leguminosas,
nodosidades o nédulos en cuyo interior ocurre la fija-
cién del N molecular (23).

ILas plantas actinorricicas son utilizadas tradicio-
nalmenie en muchos paises de diferentes maneras: co-
mo cultivo primario para madera y pulpa (Casuarina y
Alnus); como plantas nodrizas (Eleagnus); como plan-
taciones en la recuperacidn de suclos (Eleagnus,
Purshia), y para cvitar la erosidn del suelo (Hippophile)
(2). La Casuarina es plantada a lo largo de costas v de-
siertos, pues puede fijar dunas, aminorar la velocidad
del viento y disminuir la aspersion de las sales; un ejem-
plo ¢s Ia llamada “muralla verde de Casuarina”, franja
de 0.5 km a 5 km de ancho por 3000 km de largo, loca-
lizada en las costas det Mar de China Meridional (16).

Los drboles fijadores de N pueden desempefiar un
papel importante en los paises tropicales, no sélo como
productores de madera y de lefia sino también como
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componentes mayores de la produccida agricolapor las
siguicnies razones:

— Son plantas capaces de crecer en suelos muy po-
bres o totalmente desprovistos de N; es decir,
degradados e inutilizables para la agriculiura (6).

- Al fijar grandes cantidades de N pucden, en buena
medida, regenerar suclos degradados mediante su
aporte de materia organica, permitiendo la reinsta-
lacidn de culiivos anuales en rotacidn o de cultdvos
intercalares en sistemas agrolorestales (6, 16).

— Este gropo de plantas, también, s capaz de aso-
ciarse con hongos micorricicos; la presencia de
estos microcrganismos en sus raices Ies confiere
una mejor nutricién mineral, en virtud de su mayor
eficiencia en la absorcidn y transporte de
nutrimentos del suclo (4, 5, 20),

Se ha comprobado que, en muchos viveros mexi-
canos donde se produce C. equisetifolia (1.}, 1aprictica
de inoculacion con Frankia cn cualquicra de sus varian-
ies es desconacida, por lo que, cuando las plantas son
transportadas at lugar de reforestacidn, llevan sus raices
desprovistas de nddules y una vez trasplaniadas no
estdn en pogibilidad de adquirir ¢l simbionte, ya sea por
Ia edad y el desarrollo de la planta misma, o porque fos
suelos carecen de cepas nativas del actinomiceto capa-
ces de infectar espontdncamente las plantas.

Otro problema importante, presente en muchos
viveros del pafs, es el abastecimiento de agua para
ricgo, el cual se hace con aguas residuales. Sélo en el
Valle de México existen 12 plantas para tratamicnio de
este tipo de apuas, cuyo destino principal es el riego de
jardines publicos y viveros. El tratamiento consiste
basicamente en la eliminacidn de sdélidos y, eventual-
mente, del color.

En los viveros de algunos estados, se riega incluso
con aguas residuales crudas, aungue en general se trata
de evitar este Lipo de riego para las plantas jévencs, ya
gue en ocasiones no exisle otra opeion. Este problema
seguramente se acentuard en un {uturo cereang, puesio
que la siluacion actual del suministro general de agua es
muy precaria,

Se decidié hacer un ensayo en vivero, con el
propésito de producir plantas de C. equisetifolia inocu-
ladag, tanto con Frankia como con hongos micorrizo-
genos, sometiéndolas desde un principio a riego con
aguas residuales, tal como se procede actualmente en

algunos viveros y como, probablemente, se procederd
en muchos viveros del pafs.

MATERIALES Y METODOS
Fase de laboratorio
Preparacién de inoculantes

Frankia Ccl3. Se cultivé en medio DPM liguido
{1}, en sistema estacionario a 28 °C, propagindose
durante cuatro meses mediante pases sucesivos de 10d
cada uno; Ia cosecha se hizo por centrifugacién a 500
rpm y lavado con solucidn salina estéril (0.85%). El
paquete celular obtenido se pasé por un homogengiza-
dor y se diluyd 1:100 con solucidén salina estéril. Esta
suspension se dividid en cuatro {racciones iguales, las
cuales sc aplicaron a las plantas de los tratamientos
respectivos, previa dilucidn.

G. intraradices. Se utilizé un inocularte, que
contiene raicillas de poro infeciadas con el hongo en
una base de turba neutralizada.

P. tinctorius. Sec cultivo durante tres meses en
frascos conserveros de 1 1 con solucidn nutritiva de
Melin y Norkrans, en soporte de vermiculita-turba (15).
Se obtuvieron 700 g en base himeda de soporie que
contenfa micelio del hongo ectomicorricico, dividién-
dolo posteriormente en dos fracciones para los trata-
mientos respectivos.

Ensayo en vivero
Ubicacion

El vivero Los Remedios pertencce al Programa de
Desarrollo Rural del Estado de México; se encuentra
locatizado en el Municipio de San Juan Totoltepée, (19°
29°N, 99" 16’0}, al NO de la zona conurbada de la
ciudad de México, con una precipitacién media anual
de 790 mm y una temperatura promedio de 15.6 °C, que
corresponde a un clima templado subhimedo (10).

Andtisis fisico-guimico
del sucle
El suelo que se utiliza en el vivero para llenar los

envases, es recolectado en un bosque de pino-oyomel,
el cual se mezcla en partes iguales con la lama de rio
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{aluvidn) y resulta un suelo con textura de arena miga-
josa y pH de 5.6 (7); con 1.59 ppm de P asimilable
considerado como muy bajo (11) y 9% de materia
orgdnica, que le confiere la caracteristica de extremada-
mente rico (11).

Tratamienio ¢ inoculacién

Se recolecid semilla de C. equisetifolia provenien-
te de un solo 4rbol, que fue sembrada en un semillero
previamente {umigado con Basamide (BASF Mexica-
ha) a razén de 15 g/m?, para prevenir una infeccién
temprana por hongos micorrizdgenos nativos o patdge-
nos.

Las plantulas de 70 d {fucron trasplantadas a enva-
ses de vivero, llenos de suclo fumigado previamente
con Basamide (73 g/m?). Se establecicron los siguien-
tcs tratamicntos:

1) C equisetifolia sin inocular (testigo)

2) C. equisetifolia + Frankia Ccl3

3) C. equisetifolia + . intraradices

4) C. equisetifolia + P. tinctorius

5) C. equisetifolia + Frankia Ccl3 + G. intraradices

6) (. equisetifolia + Frankia CclI3 + P. tinctorius.

Cada tratamiento constd de 200 plantas, divididas
en cuatro grupos repartidos por distribucidn de blogues
al azar. La inoculacidn con Frankia se hizo en ¢l
momento del trasplante del almdcigo al envage de
vivero, diluyendo la fraccion comrespendiente de la
suspension en una regadera manual con 10 de agua, y
regandolomas homogéncamente posible las 200 plantas
de cada tratamicnto.

G. intraradices se inoculé tomando con una cucha-
rilla 0.25 g del inoculante, depositandolo en el hoyo en
gue se transplantd la plantula,

De igual forma se aplicaron 1.5 gaproximadamen-

te del inoculante que contenia ¢l hongo eclomi-
corrizégeno P. tinctorius.

Riego

Todos los bleques de plantas recibieron riego con
aguas residuales por inundacidn de! terreno, una vez a

la semana durante fos primeros ocho meses, hasta la
Uegada de 1a época de Hluvias, en la que recibieron agna
segin la precipitacidn natural,

Evaluacion

Transcurridos 10 meses del trasplante ¢ inocula-
¢idn se efectud Ia primera evaluacidn con 15 plantas de
cada tratamiento. La scgunda se hizo seis meses des-
pués, pasada la estacidn de Huvias.

Las variables consideradas fueron la altura de la
parte adrea y ¢l didmetro del tallo a 1a altura del cuello,
como medias necesarias para calcular el volumen,
mediante la (Srmula D*H (21), peso seco de la parte
aérea, ndmero de nddulos por planta, porcentaje de
plantas noduladas y porcentaje de micorrizacidn VA;
éste Gltimo se¢ determind mediante el montaje de raici-
llas en portaobjetos, tefiidas previamente segiin Phillips
y Hayman (18).

RESULTADOS

Todala plantacidn mostrd escasocrecimiento desde
el ransplante ¢ inoculacidn hasta iniciado el siguiente
periodo de luvias ~-fecha de la primera evaluacion.

Seis meses degpués, en la segunda evaluacidn, se
hizo patente la respuesta de las plantas en su desarrollo.
En la primera, las variables volumen y peso seco,
consideradas como indicadoras del crecimienio, no
mostraren diferenciasestadisticas significativas. A partir
del {inal del periodo de lluvias, y en el momento de la
segunda evaluacion, las dilerencias en el crecimiento
fueron notables, que varié en funcidn de los tratamien-
tos.

Nodulacién

En la primera evaluacion se observé un porcentaje
bajo de plantas con nédulos, tanto en los tratamientos
inoculados sélo con Frankia, como con la bacteria+ &,
intraradices; pero cuando se inoculd junto con P.
tinctorius, el nimero de plantas noduladas llegé a 93%,
aungue en este mismo periodo los valores promedio del
nimero de nodulos por planta fueron bajos, segin se
aprecia en ¢l Cuadro 1.
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Cuadre 1. Valeres de nodulacién y micorrizacitn VA de C. equisetifolla cultivada en vivero, regadas al infcio con apuas negras (Ia evaluacitn)

¥ con agua de Huvia (2a evaluacitn).

1a Evaluacitn Za Evaluacién
Plantas Né6dutos/ Micorrizacitn Plantas Nédelos/ Micorrizacién
noduladas planta (%) noduladas plantag (%)
(%) (%)

Testigo 0 0 428 53 073 6.83
Frankia 40 09 759 100 88 487
G intraradice 0 0 224 0 0 1275
P tinctorius 0 0 432 13 013 1055
Frankia +

G iniraradices 40 06 6.5 1460 2053 19.25
Frankia +

P. tinctorius 9313 42 6.3 100 2893 1B.55
Los valores son premedio de 15 planias muestreadas

Al final del experimento, se registraron aumentos Micorrizacidn

notables tnto en la proporcidn de plantas nodutadas,
que fue de 100% en todos los wratamicntos inoculados
con Frankia, como en ¢ ndmero promedio de nddulos
por planta, el cual sufrié incrementos respecto de la
primera evaluacidn; en este punto destacaron como
valores mds allos que correspondieron a las inocula-
ciones dobles, Frankia + G intraradices y Frankia +
P. tinctorius, que comparados con el tralamicnto inocu-
lado unicamente con Frankia mostraron valores, cn el
numero promedio de nédulos por planta, incrementa-
dosen 2.3 y 3.3 veces, respectivamente (Cuadro 1).

Es importante sefialar que cf tamafio de los nddu-
los en las inoculaciones dobles también fuc mayor que
cuando se inoculd solo con Frankia, destacando en-
tre cllos fos nodulos correspondientes al tratamiento
Frankia + P tinctorius cuyotamafo fuc de 5 vecesa 10
veces mayor que los nédulos de las plantas inoculadas
tinicamente con Frankia (dalos no consignados).

Todas las plantas resultaron micorrizadas por
hongos VA, aun agnellas con tratamientos no inocula-
dos, aungue la proporcidn de raicillas infectadas mos-
trd, en general, valores bajos (Cuadro 1),

Volumen

Se registraron incrementos imporianies cn a se-
gunda evaluacidn; destacaron los tratamicntos ino-
culados con Frankia sola y encombinaciéncon P. tinc-
forius, cuyos incrementos fueron de 515% vy 350%
respectivamenie, de acuerdo con la primera evalua-
cién; mientras que los tratamientos testigo y P. tinclo-
rius solo, arrojaron los increnentos mas bajos. Las di-
{erencias significativas estadisticamente se dieron en-
tre las plantas testigo y Ias inoculadas con Frankia +
P. tinctorius (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores de crecimicnto de C. eguisetifolia cultivada en vivers, repada i inicio con aguas negras (I* evaluacién) v con agua de Nluvia
i y FER B 4 g

(2" evaluacibn).

i* Evaluacion

2" Evaloacidn

Tratamicnio Peso seco Volamen Peso seco Volumen
(&) (em® (g) (em?

Testigo 3.05 abc 15 54 ah 790a 2009 a

Frankia 1.72 a B.90 1347 ab 5471 abe

G intraradice 35kcd 14 17 ab 1226 ab 50.37 abe

P linclorius 538d 22760 333 ab 39.91 ab

Frankia +

G. intrardices 325 bed 1710 ab 12.95 594 be

Frankia +

P tinclorius 346 004 ab 1573 b 7261 ¢

Los valores son el promedio de 15 plantas. En cada columna los valores con la misma letra, no presestan diferencia estadistica significativa (P = 0.05),

segiin [a prucba de Scheffé
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Peso seco

El comportamicnto fuc similar al de las otras
variables, es decir en 1a primera evaluacidn cl peso seco
presentd valores bajos, que se incrementaron notable-
mente para la segunda cvaluacidn, sobre todo en ¢l caso
de las plantas inoculadas solamente con Frankia, cuyo
aumento fue del 683 por ciento |

Al final del ensayo, es decir, al cabo de 16 meses,
los valores de crecimiento de las plantas expresados en
peso seco mostraron diferencias estadisticas significa-
tivas {P = 0.03) entre los tratamientos; de cllas desta-
caron las encontradas entre las plantas testigo y las in-
oculadas con Frankia + P. tinctorius. {(Cuadro 2},

DISCUSION

El objetivo primordial de este estudio fuc cvaluar
¢l desarrollo de C. equisetifolia inoculada con diferen-
tes microorganismos simbiontes {(Frankia) y hongos
ecto- y endomicorricicos, y regada con aguas residuales
desde el inicio de su crecimiento.

Los ensayos al inocular Casuarinag en vivero, reali-
zados anteriormente ¢n otros paises, sc han efectuado
con riego de apua corriente {5). Los resultados ob-
tenidos permiten indicar qué resultadosse pueden esperar
de la produccién dc plantas en muchos viveros, en
donde se establecerd ¢l ricgo con aguas residuales y en
otros donde ya se ha establecido,

Los efectos sugicren que este Lipo de riego sobre
las plantulas es negativo, pues les indujo enanismo en
el inicio del desarrollo, fendmeno que no fue deter-
minado en ensayos previos realizados con variedades
de Casuarina de mayor edad y ricgo inicial con agua
corriente {19). Esias observaciones fueron previa-
mente sefialadas porlos trabajadores del vivero, no sélo
en Casuarinag, sino también para otras plantas pro-
ducidas en el mismo lugar. Otro hecho notable fue que
las asociaciones microbianas no se establecieron ple-
namente durante los primeros meses del desarroliode la
planta, sino después de fijada la estacidn luviosa.

Lo anterior podria explicarse si se considera que la
precipitacidn pluvial provoca un lavado de sales, meta-
les pesados y materiales organicos coloidades. Estos
componentes, aislada o conjuntamente, estdn presentes
en las aguas residuales (17, 22), afectando de alguna
maneracl desarrollo inicial de las plantulas y el estable-

cimiento de las simbiosis. También, un exceso de
material orgdnico podria conducir a una alta
concentracidn de CO, en ¢l suelo e inhibir el desarrollo
radicular (14). Al respecto habria que considerar tanto
elexceso de materia orgdnica contenida en la mezclade
suelo en el envase del vivero, como una cantidad
variable, pero siempre presente en el agua de riego.

Es pertinente scfialar que cualquiera sea el factor o
Jos factores inhibidores, el grado de afectacidn en esta
primera ctapa del crecimicnto hacia la asociacién
tripartita Casuarina - Frankia - Pisolithus cs bajo, ya
que la proporcidn de plantas noduladas cuando se
inocula con ambos microorganismos es de 93%, ann-
que el niimero de nodulos por planta es solo de cuatro;
este es ¢l valor mis alto obtenido en las condiciones
adversas de la primera evaluacidn (Cuadro 1).

En la segunda evaluacicn, se observé que algunas
planias de tratamicntos no inoculados formaron nodu-
los, debido, probablemente, al efecto del tipo de riego
por inundacion de terreno y a los desniveles del mismo.
Se increment$ también la nodulacidn y micorrizacion
de las plantas inoculadas. La nodulacidn crecid en
mayor proporcion cuando se inocularon con Frankiay
un hongo micorricico juntes. El mayor aumento, no
sélo en el nimero de nddulos sino también en su
tamafio, lo dio la inoculacién con P. tinctorius. Esio
podria explicarse por el efecto combinado de una mejor
nutricién mineral proporcionada por ¢l micelio exten-
sivo exterior del hongo micorricico (3, 5) y por la
produccidn fingica de fitohormonas (8). Estos atribu-
tos permitirian considerar a P. tinctorius, COmo micro-
organismo de los llamados “helpers”™ (9, 12, 13).

El porcentaje de micromrizacion VA se incremento
especialmente en las plantas tratadas con inoculaciones
dobles, lo que podria significar un estimulo de la
bacteria hacia los hongos micomrizdgenos. Este efecto
ha sido observado por Barca et al. (3) en leguminosas
inoculadas con Rhizobium y hongos MVA,

Finalmente se puede observar que, en las condi-
ciones particulares de este ensayo, la produccion pri-
maria de lag plantas, medida como peso seco 0 vo-
lumen, registrd incrementos notables en todos los tratam-
ientos, con respecto de las plantas-testigo no inocula-
das, que es la forma habitual de produccién en el vivero,
Sin embargo se debe destacar que los aumentos es-
tadisticamente significativos (P =0.05) se obtuvieron al
inocular C. equisetifolia simultdneamente con Frankia
+ P tinctorius.
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