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RESUMEN

RESUMEN

Los metales pesados contribuyen fuertemente a la contaminacion
ambiental. Se consideran metales pesados el plomo cadmio, cromo, mercurio,
zinc, cobre, plata y arsénico, en altas concentraciones pueden resultar toxicos
para los seres vivos, tales como humanos, organismos del suelo, plantas y
animales. El Pb, en el suelo, se encuentra principalmente en forma de Pb*,
también es conocido su estado de oxidacion +4. Algunos de los compuestos
insolubles son Pb(OH),, PbCOs3, PbS, PbSO4. La velocidad de oxidacién depende
de factores como la humedad, la temperatura, el pH, el potencial redox, la
cantidad de materia organica o la roturacion de los suelos. La fitorremediacion es
el uso de plantas para recuperar suelos contaminados, es una tecnologia in situ no
destructiva y de bajo costo. Ya que las micorrizas aumentan el area superficial de
la raiz de las plantas y el plomo se acumula mayormente en las paredes celulares
de la raiz. Se estudio el efecto de la simbiosis de la planta Tagetes erecta y el
hongo micorrizico arbuscular (HMA) Glomus intrarradices, en la eficiencia de
acumulacion de plomo proveniente de fuente de plomo insoluble en forma de
Pb3O4. Se determinaron las variables de respuesta: colonizacion, area foliar (AF),
biomasa, pH de lixiviados y parametros biométricos, la concentracion de Pb en
raices, brotes y lixiviados fueron medidas utilizando un Espectrofotometro de
Absorcion Atomica de Flama (FAAS). Se pudo observar que existio una
disminucién en el AF debido a la presencia del Pb en los tratamientos, se lograron
porcentajes por encima del 60% de colonizacion en todos los casos. La mayor
concentracion de plomo se encontré en la parte de las raices para todos los
tratamientos, los tratamientos micorrizados presentan un incremento en la
concentracion de Pb contenido en los tejidos comparado con los no micorrizados.
Los tratamientos fertilizados con NO3 presentan una mayor concentracién que los
fertilizados con NHs. Sin embargo, al haber un cambio en condiciones ambientales
como la humedad y la temperatura las plantas no micorrizadas lograron remover
una mayor cantidad de Pb que las micorrizadas, aun asi, se demostré que la
micorrizacion es importante, ya que con esta se ayuda a las plantas a tolerar mejor

el estrés causado por el Pb y este queda mas fuertemente atrapado en las raices
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debido a la afinidad que presentan los HMA la cual es mayor que la de las raices.
Ademas, de que, el tener un mayor volumen de sustrato para desarrollarse ayuda
a incrementar la cantidad de metal extraido. Todos estos resultados obtenidos son
bastante interesantes y prometedores para los fines de la fitorremediacion ya que
ayudan a entender como es el comportamiento de la planta Tagetes erecta y el
HMA Glomus intrarradices y su interaccion en presencia de Pb.

Palabras Claves: Plomo, Fitorremediacién, Tagetes erecta, Glomus
intrarradices.
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SUMMARY

Heavy metals contribute heavily to pollution. Heavy metals are considered to
be lead cadmium, chromium, mercury, zinc and copper, silver and arsenic. At high
concentrations they can be toxic to living organisms such as humans, soil
organisms, plants and animals. Pb in soil is found mainly in the form of Pb*z, also
known is its oxidation state +4. Some of the insoluble compounds are Pb(OH),
PbCOs;, PbS, PbSO4. The oxidation rate depends on factors such as humidity,
temperature, pH, and redox potential, the amount of organic matter or soil plowing.
Phytoremediation is the use of plants to recover contaminated soils in situ it is a
non-destructive technology and is low cost. Mycorrhizae increase the surface area
of the plant root and lead accumulates mainly in the cell walls of the root. In this
work the effect of the symbiosis of the plant Tagetes erecta with the arbuscular
mycorrhizal fungus (AMF) Glomus intrarradices, the efficiency of accumulation of
lead from lead source in the form of the insoluble PbsO4, has been studied. We
determined the following response variables: colonization, leaf area (LA), biomass,
pH of leachate and biometrics, the concentration of Pb in roots, shoots and
leachate measured as by Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS). It was
observed that there was a decrease in AF due to the presence of Pb in the
treatments colonization races achieved were 60% in all cases. The highest
concentration of lead was found in the root for all treatments. Inoculated treatments
showed an increased content of Pb in the tissues compared to the non-inoculated.
Treatments fertilized with NO3 had a higher concentration of Pb than the NH,4
fertilized one. But with a change in environmental conditions such as humidity and
temperature non-mycorrhizal plants were able to remove a larger amount of Pb
than the mycorrhizal plants. Even so, it shows that mycorrhization is important
because this helps the plants better tolerate the stress caused by Pb and the Pb is
more strongly trapped in the roots due to the greater presence of the AMF in the
roots. Also, an important aspect is that a larger volume of substrate for the
development and the support of the symbiotic system could possibly increase the
amount of metal extracted. All these results are quite interesting and promising for

phytoremediation purposes because they one help to understand the behavior of
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the plant Tagetes erecta and the AMF Glomus intrarradices and their interaction in
the presence of Pb.

Keywords: Lead, Phytoremediation, Tagetes erecta, Glomus intrarradices.
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CAPITULOA

1.1 INTRODUCCION

A través de la historia y especialmente desde la Revolucion Industrial, los
hombres han producido contaminantes muy peligrosos, los cuales han sido
gradualmente depositados en el ambiente. Granadillo (1993) expreso que los altos
niveles de metales toxicos no biodegradables, encontrados en sectores urbanos,
son el resultado de la actividad antropogénica. En este contexto, se tiene
conocimiento que en la antigiedad, el plomo era comun y probablemente fue

usado primero con propositos cosméticos y para hacer adornos (Aitcheson, 1960).

No solamente los romanos y egipcios usaron el plomo sino que también lo
hicieron los antiguos griegos. Geodlogos franceses han descubierto que la nieve
que cayo durante el tiempo de la dominacién griega, contenia una inesperada alta
concentracion de plomo. El monto de plomo precipitado de la atmodsfera entre el
afio 500 A.C. y el 300 D.C. representd un 15% de la contaminacion causada en
este siglo por la gasolina. Hay evidencias de su uso en China y en México

precolombino (Emsley, 1994).

En tiempos mas recientes, el desarrollo de procesos industriales usando
plomo ha sido extraordinario y, a pesar de las evidencias de envenenamientos,
todavia esta siendo usado en el ambito mundial. El uso del plomo se ha
incrementado considerablemente en este siglo y continua haciéndolo, por lo que
es importante valorar el efecto que esta desproporcionada movilizacion del metal
esta teniendo en sus niveles ambientales. A pesar de las medidas tomadas para
evitar o controlar la polucion con plomo, los seres humanos siempre han estado
expuestos al plomo, pero los registros de envenenamiento se han incrementado
sustancialmente en décadas recientes como un producto de la industrializacion.
En consecuencia, hay la necesidad de reducir significativamente el contaminante
del ambiente y controlar la exposicion de los seres humanos a su toxicidad. La
contaminacién del ambiente es creciente en las sociedades industrializadas
(Aranguren, 1999).
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1.2 METALES PESADOS EN EL AMBIENTE®

Los metales pesados contribuyen fuertemente a la contaminacion
ambiental, la cantidad de metales disponibles en el suelo depende de la
solubilidad, la cual esta influenciada por el pH, el contenido de arcillas, contenido
de materia organica, la capacidad de intercambio catidnico y otras propiedades
que hacen que los sitios contaminados con metales pesados sean unicos en
términos de manejo de la contaminacion (Sauve et al., 2000). Ademas son
definidos como elementos con propiedades metalicas (conductibilidad, ductilidad,
etc.), nimero atémico mayor de 20, y cuya densidad es mayor a los 5g/cm®. Se
consideran metales pesados: el plomo, cadmio, cromo, mercurio, zinc, cobre, plata
y arseénico; constituyendo estos un grupo de gran importancia, ya que algunos son
esenciales para las células, pero en altas concentraciones pueden resultar téxicos
para los seres vivos, tales como humanos, organismos del suelo, plantas y

animales (Spain et al., 2003).

Estos contaminantes pueden alcanzar niveles de concentracion que
provocan efectos negativos en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del
suelo como son: la reduccion del contenido de materia organica; disminucién de
nutrimentos; variacion en el pH, generando suelos acidos; efectos adversos en la
diversidad y actividad en los microorganismos de la rizésfera; dificultan la
formacion de una cubierta vegetal protectora, favoreciendo con ello la aridez,
erosion del suelo y la dispersion de los contaminantes hacia zonas y acuiferos
adyacentes y como consecuencia aumenta la vulnerabilidad de las plantas al
ataque por insectos, plagas y enfermedades, afectando su desarrollo (Zhang et al.,
2000).

Las principales fuentes de metales pesados son actividades naturales,
como desgastes de cerros y volcanes, las cuales constituyen una parte relevante
de los metales pesados en el suelo, asi como también actividades antropogénicas
como la industria minera que esta catalogada como una de las actividades

industriales mas generadora de metales pesados (Pineda, 2004).
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Dentro de los metales pesados podemos hacer una clasificacion
dividiéndoles en dos grupos: oligoelementos o también conocidos como
micronutrientes, los cuales son los requeridos en pequefas cantidades o
cantidades traza por plantas y animales debido a que son necesarios para que los
organismos completen su ciclo vital, pasado cierto umbral se vuelven téxicos y son
el As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Fe, Se y Zn; y metales pesados sin funcion
biolégica conocida, cuya presencia en determinadas cantidades en seres vivos
lleva apareja disfunciones en el funcionamiento de sus organismos, resultan
altamente téxicos, presentan la propiedad de acumularse en los organismos vivos
y son el Cd, Hg, Pb, Sb, Bi, Sn, Tl (Garcia y Dorronsoro, 2005).

Cuando el contenido de metales pesados en el suelo presenta niveles que
rebasan los limites maximos permitidos causan efectos inmediatos como inhibicién
del crecimiento y el desarrollo de las plantas, y un disturbio funcional en otros
componentes del ecosistema, asi como la disminucion de las poblaciones
microbianas del suelo. El término que se usa o se emplea para definir este tipo de
perturbaciones es “polucion de suelos” (Martin, 2000).

En el suelo, los metales pesados estan presentes como iones libres,
compuestos metalicos solubles, compuestos insolubles como éxidos, carbonatos e
hidréxidos. Su accidn directa sobre los seres vivos ocurre a través del bloqueo de
las actividades biologicas, es decir, la inactivacion enzimatica por la formacion de
enlaces entre el metal y los grupos —SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando
dafios irreversibles en los diferentes organismos. La contaminacion en suelos por
metales pesados ocurre cuando estos son irrigados con aguas procedentes de
desechos de minas, aguas residuales contaminadas de parques industriales y
municipales y filtraciones de presas de jales (Wang et al., 1992).
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El pH es un factor esencial para definir la movilidad de los metales pesados.
La mayoria de estos elementos tienden a estar mas disponibles en un pH acido,
excepto As, Mo, Se y Cr, los cuales tienden a estar mas disponibles a pH alcalino.
En medios con pH moderadamente alto se produce la precipitacibon como
hidroxidos y en medios muy alcalinos pueden nuevamente pasar a la solucion
como hidroxicomplejos. La adsorcion de los metales pesados en las particulas de
suelo también esta fuertemente condicionada por el pH y por tanto, también su
biodisponibilidad de sus compuestos (Alloway, 1995).

La materia organica puede adsorber tan fuertemente a algunos metales,
como es el Cu, que pueden quedar en forma no disponible para las plantas,
motivo por el cual, algunas plantas crecidas en suelos ricos en materia organica,
presentan carencia de elementos como el Cu, Zn, eso no significa que por el
hecho de no estar biodisponibles para ser tomados por las plantas, dichos suelos
no estén aun contaminados, ya que las poblaciones microbianas se reducen
notablemente. La estructura del suelo puede cambiar por la presencia de
contaminacidén de metales pesados en el suelo, por ejemplo la arcilla tiende a
adsorber a los metales pesados, que quedan retenidos en sus posiciones de
cambio, por el contrario los suelos arenosos carecen de capacidad de fijacién de
los metales pesados, los cuales pasan rapidamente al subsuelo y pueden
contaminar los niveles freaticos (Pineda, 2004).
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1.2.1 Movilizacion de Metales Pesados en el SuelolZ

La contaminacién del suelo por metales pesados esta fundamentalmente
relacionada con diferentes tipos de actividades humanas. Una vez en el suelo,
éstos pueden quedar retenidos en éste, pero también pueden ser movilizados en
la solucion del suelo mediante diferentes mecanismos bioldgicos y quimicos
(Pagnanelli et al.,, 2004). Los metales pesados adicionados a los suelos se
redistribuyen y reparten lentamente entre los componentes de la fase sdlida. Dicha
redistribucion se caracteriza por una rapida retencion inicial y posteriores
reacciones lentas, dependiendo de las especies del metal, propiedades del suelo,
nivel de introduccién y tiempo (Han et al., 2003).

La movilidad relativa de los elementos traza en suelos es de suma
importancia en cuanto a su disponibilidad y su potencial para lixiviarse de los
perfiles del suelo al agua subterranea y difiere de si su origen es natural o

antropico y, dentro de este ultimo, al tipo de fuente antropica (Burt et al., 2003).

Los factores que influyen en la movilizacion de metales pesados en el suelo
son: a) las caracteristicas del suelo: pH, potencial redox, composicion ionica de la
solucion del suelo, capacidad de intercambio, presencia de carbonatos, materia
organica, textura; b) naturaleza de la contaminacion: origen de los metales y forma
de deposicidon y c) condiciones medioambientales: acidificacion, cambios en las

condiciones redox, variacion de temperatura y humedad (Sauquillo et al., 2003).

En general, los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir
cuatro diferentes vias: quedan retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase
acuosa del suelo, ocupando sitios de intercambio o especificamente adsorbidos
sobre constituyentes inorganicos del suelo, asociados con la materia organica del
suelo y/o precipitados como sélidos puros o mixtos; pueden ser absorbidos por las
plantas y asi incorporarse a las cadenas troficas; pasan a la atmosfera por
volatilizacion y se movilizan a las aguas superficiales o subterraneas (Garcia y

Dorronsoro, 2005).
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Para elucidar el comportamiento de los metales pesados en los suelos y
prevenir riesgos toxicos potenciales se requiere la evaluacion de la disponibilidad y
movilidad de los mismos (Banat et al., 2005). La toxicidad de los metales depende
no solo de su concentracion, sino también de su movilidad y reactividad con otros

componentes del ecosistema (Abollino et al., 2002).

1.3PLOMO (Pb)

El plomo se ubica en el grupo IVA (metales) en la tabla periddica. El Pb es
un metal gris azulino que se presenta en forma natural y en pequeinas cantidades
(0.002%) en la corteza terrestre. Este elemento, es generalmente obtenido de la
galena (PbS), la anglesita (PbSQ.) y la curosita (PbCOs). El Pb es toxico para el
sistema nervioso y se asocia con la depresion de muchas funciones endocrinas,
aunque no hay evidencia de efectos teratogénicos o carcinogénicos. El uso mas
amplio del Pb elemental es para la fabricacion de acumuladores; también es
usado para la fabricacion de tetra-etilo de plomo, pinturas, ceramicas, forros para
cables, elementos de construccion, vidrios especiales, pigmentos, soldadura
suave y municiones ( ATSDR, 2005).

El Pb, en el suelo, se encuentra principalmente en forma de Pb**, también
es conocido su estado de oxidacion +4. Algunos de los compuestos insolubles son
Pb(OH),, PbCO3, PbS, PbSO,4. La velocidad de oxidacién depende de factores
como la humedad, la temperatura, el pH, el potencial redox, la cantidad de materia

organica o la roturacion de los suelos (Guitart, 2005).
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1.3.1Fuentes de Contaminacion de Pb en México®

Este elemento es una de las bases de la civilizacion tecnoldgica, ya que
infinidad de industrias lo utilizan como materia prima o como componente basico
de sus productos. El intenso uso de este metal se debe a una serie de
propiedades que lo hacen poco menos que imprescindible en algunas industrias.
Entre estas propiedades las mas importantes son: densidad elevada, punto de
fusion bajo, inercia quimica entre los acidos, ductilidad, muchas de sus sales son
corrosivas y algunas de sus sales son fuertemente toxicas. La contaminacion
natural por plomo es pequeha. La contaminacion artificial, es decir aquella
procedente de la actividad humana es grande. Dos son las principales fuentes:
emisiones industriales (fundiciones de hierro, zinc, cobre, y plomo; fabricas de
pinturas, ceramicas, cristaleria, polvoras y explosivos; combustion del carbon etc.)

y emisiones producidas por los vehiculos.

En la ultima década se a restringido el contenido de plomo de las gasolinas,
para reducir asi las emisiones a la atmosfera (Seoanez, 1999). La industria
minera, es otra fuente importante de contaminacién, en México ha generado por
décadas una gran cantidad de desechos y sitios contaminados a lo largo de todo
el pais. La excavacion de minas, la remocion de minerales, el proceso y la
extraccion de metales puede causar dafios ambientales y, en casos extremos,
destruir el ecosistema; por ejemplo, se pueden dafar tierras de cultivo, favorecer
la erosion y contaminar cuerpos de agua con sales solubles de elementos
potencialmente toxicos (EPT), como As, Se, Pb, Cd y 6xidos de S, entre otros.
Asimismo, el material subterraneo puede generar volumenes de residuos hasta

ocho veces superiores al original (Volke et al., 2005).

En la region lagunera de México se ha detectado y reportado una alta
contaminacién de plomo en el suelo y aire. La presencia de metales pesados y
particularmente plomo genera un grave problema y representa un gran riesgo
dado que las condiciones ambientales de dicha zona propician suelos secos y
fuertes vientos que generan tolvaneras, las cuales dispersan el suelo y sus

contaminantes en toda la region, provocando riesgos de salud en la poblacidon
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humana. Por ejemplo, el problema en la ciudad de Torredn Coahuila es provocado
por el plomo, el cadmio y el arsénico, tres elementos altamente dafinos para los
humanos. Sin embargo, los estudios, las denuncias y ahora las acciones que se
han realizado en torno a este problema tienen como actor principal al plomo. Esto
no significa que el plomo sea el mas toxico de los tres elementos —de hecho
ocurre lo contrario- sino a que de los tres es el que ha sido utilizado por la
humanidad mas ampliamente y por ende es el que causa mas problemas y mas
preocupacion en todo el mundo. El envenenamiento por metales pesados se debe
al funcionamiento de la cuarta fundidora mas importante del mundo, propiedad de
la compaiia Pefoles, situada en el centro de la ciudad de Torredn. En otros
lugares puede presentarse la contaminacién por plomo pero las fuentes emisoras

pueden ser distintas (Valdés, 1999).

Ademas de las emisiones, hay un problema muy grave con las escorias de
los procesos de esta planta; desde el inicio de sus actividades éstas se han ido
acumulando en un monticulo conocido localmente como “el cerro negro”. Dicha
empresa es la responsable de emitir altos indices de agentes contaminantes y que
a la fecha sigue generando elevados niveles de plomo y cadmio entre otros
contaminantes dafinos para el medio ambiente y para la salud de adultos y
menores, como parte de los procesos industriales y metalurgicos que en esa
empresa se desarrollan. La intoxicacion que se hace patente en el Municipio de
Torredn es grave provocando, en menores graves e irreversibles dafos a su
sistema nervioso central y periférico, pues se sabe que el plomo como principal
causa de intoxicacion en Torredn se absorbe por ingestion o por inhalacion, este,
al contacto con la sangre y niveles altos de plomo se puede provocar
encefalopatia e incluso la muerte. Los valores detectados de plomo en la sangre,
aire y suelo en esta zona son elevados y sobrepasan los valores permisibles en

normas nacionales e internacionales.
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1.3.2 Efecto del Plomo en la Salud?

El plomo es un elemento que no cumple ninguna funcidén vital en el
organismo humano y que resulta toxico incluso en pequefias dosis. Puede afectar
a casi todos los organos y sistemas en el cuerpo. El mas sensible es el sistema
nervioso, tanto en niflos como en adultos. Los efectos del plomo en la salud de los
ninos pueden incluir problemas de comportamiento y de aprendizaje
(hiperactividad), crecimiento atrasado, problemas auditivos, dolores de cabeza vy
dafio al cerebro y al sistema nervioso central. Los adultos expuestos al plomo
pueden sufrir de problemas reproductivos, presion sanguinea alta, trastornos
digestivos, dolor en los musculos y en las coyunturas, problemas de memoria y de

concentracion y trastornos nerviosos (Tabla 1) (Matte, 2003).

. Nivel de plomo en la
Sintomas
sangre

Parto prematuro, bajo peso al nacer, problemas de
. 10 a 15 pg/dL
desarrollo y aprendizaje

Cocientes intelectuales (IQ) reducidos 25 ug/dL
Reflejos mas lentos 30 pg/dL
Menos glébulos rojos en la sangre 40 ug/dL
Problemas nerviosos, anemia, colicos 70 pg/dL
Problemas estomacales y renales 90 pg/dL
Problemas cerebrales 100 pg/dL

Estos efectos sobre la salud empiezan a los niveles indicados pero no todos los nifios los

sufren.

Tabla 1. Efectos del plomo en la sangre en la salud de los seres humanos. Fuente:

Departamento de Salud de Tejas (http://www.tdh.state.tx.us/lead/chilbody.htm)
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El plomo se fija a las enzimas y altera la estructura y funcién de muchas
proteinas, interfiriendo asi con la accién y la finalidad de muchos tipos diferentes
de células del cuerpo. Estos cambios pueden ocasionar dafios permanentes a los
organos en crecimiento y en desarrollo, en especial al sistema neurologico de los
nifios y es muy dificil revertir los efectos. El plomo penetra en el cuerpo no solo por
via oral, sino también por las vias respiratorias. Los niflos que viven cerca de una
fundicion de plomo o una planta manufacturera de baterias para vehiculos corren

el gran riesgo de quedar expuestos a la toxicidad de ese elemento (Buka, 2001).

1.3.3 Plomo en el AmbientelZ

Desde hace algunas décadas, la presencia del plomo como contaminante
ecotoxicoldgico ha sido bien conocida. Asi, el impacto de los metales pesados de
origen antropogénico en el ambiente, ha sido objeto de estudio en varias
investigaciones. El plomo (Pb) se considera un contaminante ecotoxicologico ya
que su uso provoca contaminacion ambiental, debido a la cual, existe una gran
exposicion de los humanos al mismo. La principal via de biodisponibilidad son el
suelo y el polvo, donde se concentra y por medio del cual ingresa a los
organismos (Figura 1). El manejo inadecuado de materiales con Pb ha sido
causante de numerosos problemas ambientales en todo el mundo; sin embargo,
no todo el Pb del suelo presenta el mismo grado de movilidad o biodisponibilidad.
La distribucion quimica del Pb en el suelo depende del pH, de los minerales, de la
textura, materia organica, asi como de la naturaleza de los compuestos de Pb
contaminantes. El suelo es uno de los mayores reservorios en los cuales se

acumula la contaminacion ambiental (Alloway, 1995).

Mas del 90% de la contaminacion ambiental producida es retenida en las
particulas de suelo y cerca del 9% es interceptada en los sedimentos acuaticos.
Particularmente, la contaminacion de un suelo con Pb es de preocupacion ya que
este metal tiene un alto tiempo de residencia en el suelo, estableciéndose un
equilibrio dinamico con la hidrosfera, atmdsfera y biosfera y de esta forma

alterando el ecosistema, incluyendo al ser humano (Huang, 1999).
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Figura 1. Esquema de Exposicién Humana al Plomo y Cadena de Difusién

En virtud de que los elementos contaminantes pueden estar presentes en el
suelo de manera natural y en ocasiones en concentraciones tales que pueden
representar un riesgo para la salud de la poblacion humana o de los ecosistemas,
es importante establecer criterios para determinar la contaminacion antropogénica
en suelos y en su caso las concentraciones de remediacion. Existen limites
maximos permisibles para suelos contaminados por arsénico, berilio, cadmio,
cromo hexavalente, mercurio, niquel, plomo, selenio, talio y/o vanadio (Tabla 2).
Cuando al menos una de las concentraciones de estos elementos se encuentra
por arriba de los limites maximos permitidos es necesario implementar acciones

de remediacion.
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Nivel en suelos Limite NOM
Nivel en suelos p Carga criticaen limite CCE Limite EPA Uso en riego
Elemento metaliferos .
normales(ppm) el suelo (ppm) (ppm) (ppm) agricola
(ppm)
(mg/lt)
As 2.2-25 1519 - - 0.01 0.2
Cd 0.06-1.1 317 1.10 0.5 0.005 0.05
Cr 7-221 3450 64.41 15 0.100 0.5
Cu 6-80 3783 48.78 50 13 4.0
Hg 0.02-0.41 12000 0.56 15 0.002 0.005
Ni 4-55 11260 54.64 1 0.7 2.0
Pb 10-84 49910 75.68 5 0.0015 5.0
Se 0.01-0.09 >50 - - 0.05 -
Zn 17-125 7480 207.32 150 5 10.0

Tabla 2. Resumen de las concentraciones elementales en suelos normales (SN) y

metaliferos (o contaminados) (MS), la carga critica en el suelo (CLS) sobre la cual el

ecosistema es afectado de forma adversa y los limites maximos permisibles dictados por

la Commission des Communautés Européenes (EU), la Environmental Protection Agency
(EPA) y la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, que establece los limites

maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y

bienes nacionales.
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1.3.4 Toxicidad del Pb en Plantas®

Los sintomas visuales de la toxicidad por Pb son la rapida inhibicion del
crecimiento de la raiz, crecimiento de la planta y clorosis (Burton et al., 1984). Sin
embargo, cuando el Pb entra dentro de las células en pequefias cantidades
genera un gran rango de efectos adversos en los procesos fisiologicos. Una vista
general de la toxicidad del plomo en plantas nos muestra que este causa una
inhibicion de la actividad enzimatica, disturbios en la nutricibn mineral,
desequilibrio hidrico, cambios en el estado hormonal y alteraciones en la
permeabilidad de la membrana. Estos desordenes trastornan las actividades
fisiologicas normales de la planta. En altas concentraciones de Pb las células
pueden llegar a morir (Ernest, 1998; Seregin y Ivanov, 2001).

A nivel celular el plomo influye fuertemente en la actividad enzimatica de
diferentes rutas metabdlicas, en enzimas que contienen el grupo sulfhidrilo (-SH)
que es un grupo necesario para la actividad de estas. Lo anterior debido a que el
Pb se liga a estos grupos funcionales (Van Assche y Clijsters, 1990).

También el proceso de fotosintesis es afectado por la toxicidad del Pb. Las
plantas expuestas a iones de plomo muestran un declive en la tasa fotosintética, el
cual resulta por un disturbio en la ultraestructura de los cloroplastos; una
moderada sintesis de clorofila, plastoquinonas y carotenoides; una obstruccion en
el trasporte electronico, una inhibicién en el ciclo enzimatico de Calvin, asi como la
deficiencia de CO; como resultado del cierre estomatico (Rebechini y Hanzely,
1974). El plomo inhibe la sintesis de clorofila porque afecta de la toma de
elementos esenciales como Mg y Fe por las plantas (Burzynski, 1987). Este
mecanismo de dafo fotosintético es debido a la afinidad del plomo por los ligandos
N-y S- en las proteinas (Ahmed y Tajmir-Riahi, 1993).

El plomo ejerce un significativo efecto en la tasa de transpiracion y
contenido de ATP en los organismos fotosintéticos (Reese y Roberts, 1985). En
plantas que crecen bajo estrés por plomo, el contenido de agua en los tejidos y la

transpiracion disminuye. Se han propuesto varios mecanismos para explicar la
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induccion de la disminucidn de la tasa de transpiracidon y contenido de agua por el
Pb. Uno de estos es el propuesto por Igbal y Moshtaq (1987) el cual explica la
disminucién debido a que el tratamiento con Pb en plantas causa disminucién de
crecimiento, el cual resulta en una reduccidn en el area foliar que es el mayor

organo de transpiracion.

Altas concentraciones de plomo en el suelo, causan un desequilibrio de
nutrientes minerales en el crecimiento de las plantas. Muchas de las acciones del
plomo observadas aparentemente son el resultado indirecto del desequilibrio
mineral en los tejidos de la planta. Cambios significativos en los contenidos de
nutrientes ocurren en las plantas bajo estrés por plomo (Kabata-Pendias and
Pendias, 1992). En la mayoria de los casos el Pb bloquea la entrada por las raices
de cationes de K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Fe y de aniones como NO; (Sharma vy
Dubey, 2005).

Dos mecanismos han sido propuestos para explicar la disminucién de la
toma de micro y macro nutrientes bajo condiciones de toxicidad por Pb. El primero
mecanismo “fisico” basado en el tamano del radio del ion metalico y segundo
“‘quimico” basado en el trastorno de metal inducido en el metabolismo celular que
produce cambios en la estructura y la actividad enzimatica de la membrana.
(Sharma y Dubey, 2005).

Uno de los efectos fitotdxicos del plomo es la induccion del estrés oxidativo
en el crecimiento de las partes de la planta debido al aumento de produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) que resulta en un
desequilibrio en el estado redox celular. El plomo induce la produccion de ROS en
las plantas y la produccién de estos depende de la intensidad del estrés, el
periodo de duracion, edad y especie de la planta (Asada, 1994; Chaintya and
Naithani, 1994; Verma and Dubey, 2003).
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1.3.5 Tolerancia al plomo en plantas(

Baker en 1981 sugirio las dos estrategias basicas para la toma de metales
relacionadas con la tolerancia de las plantas:
» Estrategia “exclusora”. La concentracion del metal pesado en la plana es
mantenida a bajos niveles restringiendo el transporte del metal.

» Estrategia “acumuladora”. El metal es acumulado en los tejidos de la
planta por ensima de la concentracion del metal en el suelo, esto implica

una alta especificidad de la planta por el metal.

Existen tres estrategias basicas de respuesta por las células propuestas por
Berry (1986), estas son: evasion, desintoxicacion y tolerancia quimica, cada una

de las cuales afecta los tejidos de diferentes formas.

En la mayoria de los casos, la concentracion de plomo en las raices es
mucho mayor a la encontrada en las partes aéreas (Kumar et al., 1995). Estudios
de extraccion de plomo con plantas han demostrado que las raices tienen la
habilidad de extraer cantidades significativas de plomo (Lane and Martin, 1977).
La captura de plomo a través de las hojas depende de la capacidad que tengan
estas para absorberlo de la atmosfera, es decir, depende especificamente de la
morfologia de las hojas y por consiguiente del tipo de planta (Godzik, 1993).

El tamafio de las particulas del suelo, la capacidad de cambio cationico, el
area superficial de la raiz, exudados de la raiz, micorrizacion y velocidad de
transpiracion son algunos de los factores que afectan la capacidad de extraccion
del plomo (Davies, 1995). La absorcion del plomo en el suelo sigue la ecuacion de
Langmuir e incrementa con el aumento del pH en el rango de 3 a 8.5 (Lee et al,,
1998).

La retencién de plomo en las raices esta basada en la union del plomo a los
sitios de intercambio idénico en la pared celular y la precipitacion extracelular,

principalmente en forma de carbonato de plomo depositado en la pared celular.
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1.4FITORREMEDIACION

Por todo lo anterior surge la necesidad de remediar todos los sitios
contaminados por plomo para lo cual existen dos tipos de tecnologias: tecnologias
convencionales de remediacion ambiental que implican excavacion o remocién, o
la estabilizacion o conversion quimica in situ de residuos peligrosos, que son
costosas y a menudo implica la destruccion secundaria del ambiente (Mclintyre,
2003) y la fitorremediacidon que se presenta como una tecnologia que puede llegar
a ser sustentable.

El concepto de usar plantas para limpiar suelos contaminados no es nuevo,
desde hace 30 afos las plantas fueron propuestas para el uso en el tratamiento de
aguas residuales. En Rusia en los afios sesentas se realizaron investigaciones
utilizando plantas para recuperar suelos contaminados con radionucledétidos.
Existen reportes sobre el empleo de plantas acuaticas en aguas contaminadas con
plomo, cobre, cadmio, hierro y mercurio. La remediacion de la acumulacion de
metales pesados en suelos utilizando plantas es también ampliamente reconocida
(Ernst, 2000).

La fitorremediacibn es el uso de plantas para recuperar suelos
contaminados, es una tecnologia in situ no destructiva y de bajo costo y esta
basada en la estimulacion de microorganismos degradadores. (Merkl et al., 2005).
Consiste en el uso de plantas, sus microorganismos o enzimas asociadas, asi
como de la aplicacion de técnicas agrondmicas para degradar, retener o reducir a
niveles inofensivos los contaminantes ambientales a través de procesos que
logran recuperar la matriz o estabilizar al contaminante. Dentro de las técnicas de
restauracion de suelos afectados por la contaminacion, la fitorremediacion ha
adquirido auge por ser un procedimiento pasivo, estéticamente agradable, util para
remediar simultdneamente una gran variedad de contaminantes (Frick et al.,
1999).
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En estudios recientes se ha demostrado que la fitorremediacion es una
solucion prometedora para la limpieza de sitios contaminados por una variedad de
metales, aunque también tiene una serie de limitaciones entre las cuales destaca
el tiempo de tratamiento (Singh et al. 2003), ya que es un proceso de
descontaminacidon que involucra el empleo de plantas con las cuales se pueden
remover, transferir, estabilizar, descomponer y/o degradar contaminantes de
suelo, sedimentos y agua, como solventes, plaguicidas, hidrocarburos
poliaromaticos, metales pesados, explosivos, elementos radiactivos, fertilizantes,
los cuales deben de estar biodisponibles para la planta (McGrath et al., 2001).

Una comparacidén en cuanto a costos presentada por Enseley (2000) nos
muestra que los costos estimados de la remediacion de suelos contaminados con
plomo mediante el uso de técnicas convencionales como excavacion y la
confinacién del suelo contaminado tiene un costo aproximado de $150 a $350
ddlares por tonelada de suelo tratado, mientras que utilizando la fitorremediacion
el costo aproximado disminuye considerablemente hasta $20 a $80 ddlares por
tonelada de suelo remediado.

Por todo lo anterior, la fitorremediacion se presenta como una tecnologia

sustentable que puede ser aplicada para la remediacion de sitios contaminados.

En la actualidad, se consideran seis opciones principales de la
fitorremediacion: fitoextraccion, fitoestabilizacion, rizofiltracion, Fitodegradacion,

degradacion rizosférica y Fitovolatilizacion (Figura 2).
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1.4.1 Fitodegradacion

En la Fitodegradacion, los agentes contaminantes son del tipo organicos,
los cuales son convertidos por las enzimas internas de la planta o las secretadas

por la raiz, en compuestos con toxicidad reducida (Suresh y Ravishankar, 2004).

Por ejemplo, existen reportes donde el tricloroetilieno (TCE) es absorbido
por arboles hibridos de alamo (Populus deltoides x nigra) y degradado hasta sus
componentes metabdlicos, obteniendo como productos finales didxido de carbono,
ion cloruro y agua (Newman et al., 1997; Schnoor et al., 1995). También se ha
demostrado que los alamos absorben 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), hexahidro-1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazina (RDX), octahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocina (HMX)
y los transforma parcialmente (Yoon et al., 2002).

También los exudados de la raiz de Datura innoxia y Lycopersicon
peruvianum que contienen peroxidasa, lacasa y nitrilasa, han demostrado tener la
capacidad de degradar contaminantes del suelo (Lucero et al., 1999) y la
nitroreductasa y lacasa juntas, pueden desintegrar TNT, RDX y HMX (Schnoor et
al.,1995).

Una vez que estos compuestos se rompen en moléculas mas pequenas las
plantas pueden entonces incorporar estos componentes o pueden quedar como
componentes organicos del suelo, los cuales ya no se consideran como

peligrosos.
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1.4.2 Degradacion rizosférical

La diferencia entre la degradacion rizosférica y la Fitodegradacion consiste
en que en el primer caso, la degradacién es realizada por enzimas, secretadas por
colonias microbianas que existen en la rizésfera. Los contaminantes organicos
degradados se volatilizan a la atmdsfera o son incorporados en las matrices del
suelo. La eficacia de las colonias microbianas en esta actividad depende del tipo
de raices de la planta disponibles en la rizosfera. Las plantas con grandes tasas
de transpiracion como las gramineas o con grandes densidades de raiz como las
leguminosas, especialmente la alfalfa, permiten la aireacion del mismo, lo que
estimula la actividad microbiana. Estas plantas, asi como, aquellas cuyos
exudados de la raiz facilitan el crecimiento microbiano, permiten la oxidacion
catalizada por enzimas microbianas de los residuos quimicos organicos
(Narayanan, 1998; Pieper et al., 2004).

1.4.3 Rizofiltracion?

La rizofiltracién elimina contaminantes de las corrientes residuales, tales
como los drenajes agricolas, descargas industriales y desechos procesados de
materiales nucleares (Suresh y Ravishankar, 2004) usando raices de plantas
sumergidas como dispositivo de filtracion. En un estudio realizado en el area de la
bahia de San Francisco se utilizd un pantano construido al lado de la bahia con
una combinacion de plantas acuaticas, como Schoenoplectus robustus (espadaia
robusta), Distichlis spicata (pasto salado), entre otras y fue posible remover el 89%
de selenio del agua residual contaminada con selenita, arrojada por las refinerias

de petréleo cercanas (Hansen, 1998).

Numerosos procesos simultaneos y simbidticos entre la flora y la fauna
acuaticas, son responsables de la ultima inmovilizacion o degradacion del
contaminante donde el proceso fisico que ocurre en la raiz de las plantas, es la
adsorcion y la absorcion. Las plantas con gran area superficial de raiz, facilitan
estos procesos (Stottmeister et al., 2003).
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1.4.4 Fitovolatilizacion

Las plantas pueden remover sustancias toxicas del suelo, por medio de la
Fitovolatilizacién. En este proceso, los componentes solubles son tomados con el
agua por las raices, transportados a las hojas y volatilizados a través de las
estomas a la atmésfera. El mejor ejemplo de este proceso es la volatilizacion del
ion mercuroso/mercurico y la conversion al mercurio elemental (Hg) por
Arabidopsis transgénica y Populus amarillos que contenian reductasa mercurica
bacteriana (merA) (Rugh et al, 1998). La cantidad de contaminante volatilizado, es
proporcional a la tasa de transpiracion, la cual depende de la magnitud del flujo de
agua a través de la planta.

El metil terciario butil éter (MTBE), es un aditivo en la gasolina que
contamina con frecuencia el agua subterranea. Rubin y Ramaswami (2001)
demostraron que los arboles jévenes de alamo, pueden concentrar 100 ppb y
transpirar MTBE, que permite una reduccion del 30% de la masa de MTBE en
soluciones hidropdnicas que contienen altas (1600 ppb) y bajas (300 ppb)
concentraciones del contaminante. Esto sugiere un posible uso de &alamos

hibridos, para la remocion de organicos tales como MTBE del agua subterranea.

1.4.5 Fitoextraccion?

La fitoextraccion es la remocidn de toxinas, particularmente metales
pesados y metaloides, por las raices de las plantas con el subsiguiente transporte
a los 6rganos aéreos de la planta (Salt et al., 1998) (Figura 2). Los agentes
contaminantes acumulados en los tallos y hojas son cosechados y retirados del
sitio junto con otros residuos de las plantas. La fitoextraccién puede ser dividida en
dos clases: continua e inducida (SALT et al, 1998). La fitoextraccion continua
requiere el uso de plantas que acumulan altos niveles del contaminante toxico
durante toda su vida (hiperacumuladores), mientras que los métodos de
fitorremediacion inducida, realzan la captura de la toxina en un tiempo corto,

agregando agentes de aceleracion o quelantes al suelo.
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La fitoextraccion debe considerarse como una tecnologia de largo plazo,
gue puede requerir de varios ciclos de cultivo para reducir la concentracion de los
contaminantes a niveles aceptables. El tiempo requerido depende de la
concentracion y tipo de contaminante(s), de la duracion del periodo de crecimiento
y de la eficiencia de remocion de la especie utilizada y puede tomar entre uno y 20
afos (Prasad y Freitas, 2003).

Esta técnica se encuentra todavia en su etapa inicial de investigacion y de
desarrollo, el numero de pruebas de campo realizadas hasta la fecha es aun
pequefa (Brown et al., 2003) y esta surgiendo como un método de rehabilitacion
atractivo debido a su facil manejo, ademas su costo es relativamente bajo. Esta
opcion de limpieza depende principalmente, de las condiciones del suelo y de la
planta acumuladora (Pulfort y Watson, 1993). Para mejorar el proceso de
fitoextraccion, la biodisponibilidad del contaminante hacia las raices puede
facilitarse a través de la adicion de agentes acidificantes, de fertilizantes o
quelantes (Prasad y Freitas, 2003).

En el caso de los metales pesados, los quelantes como EDTA favorecen la
solubilizacion de metales en el suelo y la acumulacion subsecuente en el tejido de
las plantas. Se han efectuado tratamientos con EDTA para la acumulaciéon de
plomo (Pb), cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni) y zinc (Zn) en Brassica juncea
(mostaza india) y Helianthus anuus (girasol), sin embargo, puede haber ciertos
riesgos asociados a algunos tipos de quelantes, debido al alto grado de solubilidad
en agua de ciertos complejos quelante-toxina. Esto podria dar lugar al movimiento
de los complejos a capas mas profundas del suelo, dando por resultado la
contaminacién del agua subterranea (Wu et al., 1999; Lombi et al., 2001). Las
caracteristicas de las plantas con y sin tratamiento quimico se comparan en la
Tabla 3.
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Con ayuda Quimica

Al Natural

Plantas no acumuladoras de metales

Plantas hiperacumuladoras de metales

Répido crecimiento y alta biomasa

Poco crecimiento y poca biomasa

Quelantes sintéticos y acidos organicos son usados

para aumentar la extraccion del metal

Habilidad natural para extraer grandes

cantidades de metales del suelo

Incrementa la transferencia del metal de las raices

a las hojas

Eficiente traslocacion de metales de la

raiz a las hojas

] ) ) Alta tolerancia; sobrevivencia con altas
Baja tolerancia a metales; el incremento de la .
. concentraciones de metal en los
absorcién produce la muerte de la planta .
tejidos

Tabla 3. Principales caracteristicas para la fitoextraccion de metales del suelo utilizando

sistemas con ayuda quimica vs naturales.

1.4.6 Fitoestabilizacion®

La ffitoestabilizacién consiste en el uso de plantas que inmovilizan el metal
contaminante en la rizosfera. La erosion y la lixiviacion pueden separar los
contaminantes presentes en el suelo y al quedar libres éstos pueden causar la
subsiguiente contaminacion del aire o del agua. Plantas que son tolerantes a los
metales pesados y desarrollan un extenso sistema de raices son de interés para la
fitoestabilizacion ya que la adherencia de los contaminantes a las raices de estas
plantas o su precipitacion en el suelo por la accion de los exudados de la raiz,
reduce la disponibilidad de contaminantes libres. También, las plantas que crecen
en suelos contaminados proporcionan una cubierta y forman agregados del suelo,
evitando asi la accién erosiva del viento y del agua y el contacto directo de
animales con los contaminantes. Al respecto, numerosos proyectos de
fitoestabilizaciéon se han emprendido en Francia y los Paises Bajos (Marseille et
al., 2000; Bouwman et al., 2001). Las plantas con altas tasas de transpiracion, por
ejemplo las hierbas pertenecientes a la familia Juncaceae, las plantas forrajeras y
las cafas son utiles para la fitoestabilizacion, disminuyendo la cantidad de agua
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subterranea que fluye del sitio que lleva los contaminantes (Suresh y Ravishankar,
2004). Combinando estas plantas con arboles perennes y lefiosos, con raices
profundas o con alta densidad (alamos, chopos) para formar agregados en el
suelo para evitar la erosion por el viento, pueden ser una estrategia eficaz (Berti y
Cunningham, 2000).

La fitorremediacion aplicada a suelos contaminados con elementos o
compuestos inorganicos, incluye, basicamente, tres de estos mecanismos: la
fitoextraccion o fitoacumulacion, la fitoestabilizacidn y la fitovolatilizacion (Figura
2) (Singh et al., 2003, Prasad y Freitas 2003).
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Figura 2. Esquematizacion de los Procesos de Fitorremediacion
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1.5 MECANISMO PARA LA CAPTURA Y TRANSPORTE DE METALES

La planta toma los metales en una serie de pasos que pueden ser descritos

en general como:

1.5.1 Absorcion de la raiz

Los metales solubles en la proximidad de la epidermis de la raiz penetran
mediante los procesos de transporte pasivo (difusion) y activo. El ion del metal
entra a la raiz por via simplastica, cruzando la membrana plasmatica de las
células endodérmicas de la raiz o por la via apoplastica a través del espacio entre
las células (Figura 3). La manera mas eficiente para que la raiz transporte el metal
al brote es por el flujo vascular del xilema. Para incorporarse al xilema, el metal
debe pasar a través de las células de la endodermis, ya que no puede cruzar la
banda de Caspari, una capa impermeable hidrofobica. Se piensa que el ion del
metal usa los mismos procesos del transporte intercelular que los nutrientes
esenciales. Las plantas que excluyen los metales pesados se cree que lo hacen
aumentando la especificidad de las proteinas de transporte a los nutrientes
esenciales o bombeando el metal toxico fuera de la planta (Hall, 2002).

1.5.2 Transporte hacia las hojas

El metal es llevado a las hojas a través del xilema donde al descargarse e
incorporarse a las células, debe atravesar otra vez varias membranas celulares
(Figura 3). Diferentes hiperacumuladores almacenan el metal en diversos tipos de
células de la hoja, por ej. Thlaspi caerulescens tiene mas Zn en su epidermis que
en su mesofilo, mientras que sucede lo contrario en Arabidopsis halleri (Kupper et
al, 2000).
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1.5.3 Desintoxicacion por quelacion

En cualquier etapa durante el transporte dentro del tejido la planta se puede
desintoxicar por la conversion a un estado diferente de oxidacién o por quelacion
del metal. Los diferentes estados de oxidacion del metal, tienen diversas
caracteristicas de absorcion, transporte, secuestro y toxicidad en la planta. Por
ejemplo, las caracteristicas de Cr(VI) dentro de la planta son diferentes de Cr(lll) y
es mucho mas toxico que Cr(lll). Diferencias similares en caracteristicas podrian
existir entre las formas queladas y sin quelar del ion metalico. Puesto que los
metales son en gran parte responsables del estrés oxidativo, es probable que las
plantas hiperacumuladoras aumenten su produccion antioxidante. Algunos de
estos antioxidantes son conocidos como agentes quelantes de metales, tales
como glutation. De hecho, muchos quelantes de metales en plantas
hiperacumuladoras contienen el ligando tiol de manera que la ruta biosintética que
implica sulfuro (S) se considera muy importante para la hiperacumulaciéon (van

Huysen et al, 2004) y para posibles estrategias de fitorremediacion.

1.5.4 Secuestro y/o volatilizacion del metal

El ultimo paso en el transporte del metal a través de la planta es su
secuestro dentro de los compartimientos convenientes para evitar que se
interrumpan los procesos esenciales de la planta. Frecuentemente después de
atravesar el citosol de las células de la hoja, el metal cruza la membrana vacuolar
para ser secuestrado en la vacuola. Algunos iones metalicos, particularmente los
polivalentes se adhieren en los sitios con carga negativa de la pared celular y alli
permanecen secuestrados (Wang y Evangelou, 1994).
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Figura 3. Representacion esquematica del mecanismo de captura y transporte de metales
pesados por las plantas (Peer et al, 2006).
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1.6 SOLUBILIZACION DE METALES DEL SUELO

Los metales considerados disponibles para las plantas son los que existen
en forma soluble en el suelo y los que son facilmente desorbidos o solubilizados
por los exudados de las raices o de otros componentes presentes en el suelo.
Generalmente solo una pequefia porcion del total de los metales contenidos en el
suelo se encuentra disponible, siendo esta situacién el principal problema de la
fiotorremediacion, dado que la su eficiencia depende de la abundancia relativa de
las fuentes de metal soluble.

La solubilidad del metal es dependiente de las caracteristicas del suelo y
fuertemente influenciado por el pH (Harter, 1983) y el grado de complejacion con
ligandos solubles (Norvell, 1984). Los metales en el suelo existen en pequefias
particulas o asociados con diferente componentes del suelo, incluyendo iones
libres de metal y componentes del metal soluble en solucion de suelo, iones
intercambiables adsorbidos en fases inorganicas de suelos, iones no
intercambiables y precipitados o componentes insolubles inorganicos metalicos,
ejemplo oOxidos, hidroxidos, fosfatos y carbonatos; complejos metalicos por
materiales organicos solubles o insolubles y enlaces metalicos en minerales de

silice.

1.6.1 Solubilizacion del Plomo en el suelo

El plomo en suelo es generalmente considerado insoluble e indisponible
para la planta debido a que se encuentra generalmente en forma de fosfatos de
plomo, carbonatos de plomo e hidréxidos de plomo y la solubilidad de estos
compuestos incrementa cuando el pH disminuye (McBride, 1994).
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El plomo también puede ser solubilizado por la adicion de quelantes o
agentes acomplejantes, el quelante acompleja el ion de metal libre, permitiendo
una disolucién de las fases sorbidas o precipitadas hasta que ocurre un equilibrio
entre el metal complejado, el metal libre y las fases insolubles (Norvell, 1991). La
cantidad de plomo solubilizado y mantenido en la solucion del suelo estara en
funcion de la concentracion quelada, la afinidad del quelante por el plomo y iones
que compiten por él, y la solubilidad de los compuestos de plomo en el suelo. Los
carbonatos y fosfatos de plomo tienen una solubilidad limitada y no estan
facilmente disponibles como una fuente de plomo para la toma por la planta. Sin
embargo, la adicion de EDTA solubilizara el plomo de la fase carbonato y proveera

una fuente soluble de plomo para la raiz de la planta.

Las raices de las plantas utilizan dos métodos para separar el metal y para
convertirlo en una especie soluble: por la acidificaciéon del suelo mediante las
bombas de protones de la membrana plasmatica o por la secrecion de
compuestos quelantes de metal. Estos métodos permiten a la planta adquirir
minerales esenciales, pero en el caso del suelo que contiene metales toxicos,
tanto los minerales como el metal seran liberados. Las estrategias de
fitorremediacion para el Pb han incluido el uso de enmiendas del suelo tales como
EDTA que solubiliza el Pb por quelacién (Blaylock y Huang, 1997) (Figura 4). Sin
embargo, las enmiendas del suelo tienen el inconveniente del riesgo de la filtracion
de las toxinas a niveles mas profundos, contaminando el agua subterranea y los

acuiferos.

En la extraccion con EDTA de suelos contaminados con plomo antes y
después de conducir extracciones secuenciales se observa la relacién entre el
metal extraible por quelante y las fracciones quimicas del suelo asociadas. En
numerosos suelos contaminados por plomo estudiados, el EDTA removid
consistentemente una gran porcion de Pb de las fracciones consideradas
biodisponibles (solubles intercambiables, carbonato, oxido y organicas) con muy
poca extraccion del plomo de la fraccion residual (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de 5 quelantes sintéticos sobre la solubilidad de Pb en suelos

contaminados con .5g/kg y su acumulacion en plantas de chicharo (Huang et al., 1997).

La habilidad para hacer metales disponibles para la toma por las planta en
estas fracciones a través del uso de quelantes es vital para cualquier operacion
exitosa de fitoextraccion. La proxima limitacion sera entonces la habilidad de la

planta para acumular el metal de las formas solubles.

La cantidad de metales que pueden ser solubilizados por quelatantes
sintéticos normalmente excede por mucho la extraccion de las plantas, la tabla 4
muestra datos de concentracion de metal en lixiviados de suelo con y sin

agregacion de EDTA.

Conc. total en la Metales en Filtros
Metal
columna de suelo Sin EDTA | Con EDTA
Pb 3280 1.58 116
Cu 860 3.19 136
Zn 1730 6.47 237
Cd 15.8 0.13 3.25

Tabla 4. Cantidad total de Pb, Cu, Zn y Cd en los filtros después de la aplicacion de 1000
mL de agua de lluvia (adaptado por Chen et al., 2004).
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Los pastos son el género mas adecuado para la fitorremediacion de formas
organicas e inorganicas de metales, por su habitat de crecimiento y adaptabilidad
a una variedad de condiciones edaficas y climaticas (Singh et al., 2003). En las
Asteraceae se ha reportado por ejemplo tolerancia al plomo en Sonchus oleraceus
y se le ha propuesto como especie fitoremediadora de ambientes contaminados
con este metal (Xiong, 1997).

El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie que absorbe los metales
pesados en gran cantidad por lo que se considera una planta hiperacumuladora
favorable en la fitoextraccion de Cd, Zn, Pb y elementos radiactivos,
acumulandose mas en sus raices que en sus brotes, esto sugiere, que es

necesario cosechar la biomasa entera de la planta (Christie et al., 2004).
1.7 HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Las plantas han desarrollado numerosas estrategias para enfrentarse a los
cambios medioambientales y una de las estrategias mas exitosas ha sido la
asociacion de los sistemas radiculares con hongos MA (Sylvia y William 1992;
Entry et al. 2002) cuya asociacion es conocida como micorriza.

La simbiosis se define como la relacion establecida entre dos o mas
organismos que viven juntos, con base a esto los dos tipos de simbiosis mas
aceptados son: parasitica, en la que un organismo toma de otro los compuestos
necesarios para vivir, produciendo dafos severos o la muerte del otro organismo y
la simbiosis mutualista, en la que los organismos involucrados obtienen

beneficios mutuos (Alarcon et al., 2004).

El término micorriza proviene del latin “myco” (hongo) y “rhiza” (raiz) que
significa hongo de raiz. Otro origen del término micorriza fue empleado por el
botanico aleman Albert Frank en 1885, quien observé en raices de arboles
forestales ciertas estructuras peculiares las cuales denomin6é micorriza del griego

“‘mykes” (hongo) y “rhiza” (raiz).
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La simbiosis micorrizica arbuscular es una asociacion entre un grupo
particular de hongos vy las raices de las plantas teniendo como escenario el suelo,
donde ambos organismos resultan beneficiados en aspectos fisiologicos y
nutrimentales (Figura 5).

Un alto porcentaje de las plantas en los ecosistemas estan asociadas con
HMA. EI termino micorriza significa asociacion hongo-raiz, lo cual es una

asociacion entre la raiz de una planta y el hongo especifico que la micorriza.

Existen varios tipos de asociaciéon siendo la mas comun la micorriza
arbuscular. Los mayores beneficios de esta asociacién son el incremento de la
vida de la raiz, incrementando con ello el tiempo y el area de absorcion de
nutrientes. Las micorrizas son capaces de absorber, acumular y transferir los
principales macro y micro nutrientes y el agua a la planta, mas rapidamente que

las raices sin micorrizas.

Varias investigaciones muestran que las micorrizas incrementan la
tolerancia de las plantas a la sequia, compactacion, altas temperaturas del suelo,
metales pesados, salinidad, toxinas organicas e inorganicas y extremos de pH del

suelo.

ESPOROCARFD CELLAS EMCERMICAS

Figura 5. Simbiosis Micorrizico Arbuscular.
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1.7.1 Clasificacion de los hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares se consideraban hasta
hace muy pocos afos incluidos en la familia Endogonacea, dentro del phylum
Zygomicota, clasificacion que estaba basada fundamentalmente en el analisis de
las caracteristicas morfologicas, estructurales y ontogénicas de las esporas que
desarrollan (Gederman y Trappe 1974; Morton y Benny 1990; Redecker et al.
2000). De acuerdo con este criterio, las mas de 150 especies descritas hasta la
fecha, se incluyeron en el orden Glomales. Hasta entonces no se habia puesto de
manifiesto el posible origen monofilético de estos hongos compartiendo un

ancestro comun.

El origen monofilético hoy en dia se ha podido determinar en base al
analisis de la subunidad pequena del ARNr 18S, agrupandose asi en el nuevo
phylum Glomeromycota. Dicho phylum, se encontraria mas proximo de los
ascomicetos y basidiomicetos, con los que compartiria un ancestro comun con los
Zigomicetos (Schupler et al. 2001). El phylum Glomeromycota compuesto por una
sola clase, los Glomeromycetes, que a su vez incluye cuatro 6rdenes: Glomerales,

Diversispotales, Paraglomerales y Archaesporales (Figura 6).
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Figura 6. Estructura taxonomica propuesta del Phylum Glomeromycota en base a las
secuencias de la SSU del ARNr 18S. Tomado de Schigler et al. (2001).
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1.8HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN SUELOS
CONTAMINADOS CON PLOMO

Los HMA son un componente natural de los suelos en la mayoria de los
ecosistemas terrestres. Se sabe que mas del 80% de las plantas terrestres son
capaces de presentar una asociacion simbiotica con éstos y pueden ser
considerados como una extension de las raices de las plantas ya que amplian
considerablemente el volumen de suelo que puede ser explorado y por ende
incrementa la cantidad de nutrientes que pueden ser adquiridos por la planta
(Harrison 1999).

El aporte de nutrimentos es mas evidente cuando las plantas micorrizadas
se encuentran en condiciones adversas para su crecimiento, como es el caso de
suelos contaminados con plomo. Bajo esta condicion, se ha reportado que en
algunos casos las plantas micorrizadas pueden mostrar mayor captacion de
metales pesados por la raiz y aumentar el transporte de estos a la parte aérea de
la planta (fitoextraccion) (Rabie 2005), mientras que en otros casos el uso de HMA
contribuye a la inmovilizaciéon del metal en las raices de las plantas (Gaur y
Andholeya, 2004) o en el suelo (Gonzalez-Chavez et al., 2004) (fitoestabilizacion)
(figura 7).

Esto muestra que el resultado de la micorrizacidn de plantas con fines de
fitorremediacion de suelos contaminados depende de la combinacion planta-
hongo-metal y esta influenciado por las condiciones del suelo.
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b) Inmovilizacion en C) Acumulacion en la
la rizosfera parte aérea

' Fitoestabilizacion

Figura 7. Representacion esquematica de la utilizacion de un HMA para la
fitorremediacion de Pb. a) La Planta sin inocular, b) la planta inoculada con el HMA,
presenta un aumento de Pb en sus raices, c) la planta inoculada con HMA presenta un

aumento de Pb en sus raices y partes aéreas e inmoviliza metal en el suelo.

Las esporas de los HMA normalmente tienen diferente nivel de sensibilidad
a la presencia de metales pesados en ausencia de las plantas dependiendo de la
especie del hongo. En la fase presimbidtica, Glomus intrarradices es uno de los
hongos micorrizicos que ha mostrado mayor tolerancia a metales como Cd y Pb
(Pawlowska y Charvat, 2004). En fase simbiotica, este hongo también ha
mostrado tolerancia a metales pesados; un ejemplo de ello es la mayor
acumulacion de Pb en las raices micorrizadas de Vetiveria zizanioides con dicho
hongo (Wong et al. 2007).
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Los mecanismos de transporte de Pb en el micelio externo de los HMA han
sido poco estudiados. Sin embargo, existen datos que sugieren que el transporte
del Pb hacia el micelio interno podria ser a través del fosforo. El fosforo en HMA
es transportado del micelio externo al interno principalmente en forma de
polifosfato (Harrison y Van Buuren 1995, Maldonado-Mendoza et al. 2001). La
unién del Pb y polifosfato ha sido observada como un mecanismo de estabilizaciéon
de Pb en suelo (Gaur y Adholeya, 2004). EI complejo Pb-polifosfato también ha
sido observado en micelio interno de HMA (Turnau et al. 1993). Por lo tanto, existe
la posibilidad de que el Pb sea transportado a la raiz micorrizada via el micelio
externo mediante el complejo Pb-polifosfato. Sin embargo, se requiere profundizar
aun mas en el estudio de los mecanismos del transporte de Pb a través del micelio
de HMA.

1.8.1 Hongos micorrizicos arbusculares en la Fitoestabilizacion de plomo

La fitoestabilizacidn consiste en inmovilizar metales pesados mediante el
uso de especies de plantas tolerantes, con un sistema radicular que provea una
buena cobertura de suelo. Las plantas con este tipo de sistemas radiculares
pueden acumular una gran cantidad de Pb en las raices. Ademas la presencia de
HMA puede contribuir en una mayor inmovilizacion de éste. Entre las posibles
estrategias de inmovilizacion de Pb por el hongo se encuentran: la inmovilizacion
del Pb soluble mediante glicoproteinas secretadas por el hongo, la adsorcién del
Pb en las paredes celulares y la quelacién de metales al interior de la hifa, siendo
estas estrategias similares a las utilizadas por las plantas (Gaur y Andholeya
2004).

La glomalina es una glicoproteina insoluble secretada por el hongo que se
ha encontrado en el suelo ligada a metales pesados. Para el caso especifico de
suelos contaminados con Pb se ha logrado extraer hasta 1.12 mg de Pb por
gramo de glomalina (Gonzalez-Chavez et al. 2004) y recientemente se ha
observado que la concentracion de Pb en la glomalina puede variar entre 0.8 y
15.5 % del total de Pb en el suelo (Vodnik et al. 2008).
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Por otro lado, es ampliamente conocido que los HMA pueden producir una
gran cantidad de micelio externo. También es conocido que la pared celular de
este micelio estda compuesta mayormente por quitina y que este compuesto
estructural provee una eficiente superficie para la adsorcion de los metales
pesados del suelo (Galli et al. 1994, Gonzalez-Chavez et al. 2004).

Este potencial de adsorcion se debe a que las hifas del hongo presentan
una mayor afinidad (2 a 4 veces mas) que las raices (Joner et al. 2000), por lo que
la inoculacion de plantas tolerantes con HMA podrian incrementar

significativamente la estabilizacion de metales pesados contenidos en el suelo.

Otros agentes potenciales de retencion del Pb en el micelio de los HMA son
las metalotioneinas. En plantas acumuladoras de metales (Clemens 2001) y en
hongos ectomicorrizicos (Morselt et al. 1986, Galli et al. 1994) se ha observado la
presencia de estos polipéptidos capaces de adsorber metales pesados. Aunque
estos compuestos no han sido aun observados en union con Pb, se ha detectado
en el micelio de HMA una alta expresion de un gen que codifica para la sintesis de
este tipo de polipéptido en presencia de metales pesados (Lanfranco et al. 2002).

La absorcién e inmovilizacion del Pb es mayor por las raices que se
encuentran micorrizadas en comparacion a las de las raices no micorrizadas
(Gaur y Andholeya 2004, Chen et al. 2005). La forma en que el Pb se incorpora en
el interior de la raiz micorrizada es desconocida. Sin embargo, se ha observado un
aumento en el numero de vesiculas con el incremento de concentracion de Pb en
el suelo (Joner et al. 2000), lo que sugiere que el Pb en las raices micorrizadas

podria ser inmovilizado en las vesiculas o en el interior del micelio interno.

La acumulacién de metales pesados, tales como Cd, Zn y Cu, en el interior
del micelio interno de HMA ha sido documentada especialmente en granulos de
polifosfato en el interior de la vacuola (Turnau et al. 1993). En el caso del Pb no se
ha observado la acumulacion en granulos de polifosfato. Sin embargo, los HMA se
caracterizan por adquirir una gran cantidad de fésforo y transportarlo de la
solucion del suelo al interior de la raiz en forma de polifosfato. Una vez que el
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polifosfato llega a los arbusculos, éste es liberado en la reaccion de hidrdlisis del
polifosfato en las vacuolas de las células (Capaccio y Callow 1982, Saito 1995,
Kojima et al. 1998, Ezawa et al. 2001). Lo anterior refleja el gran potencial los
HMA con fines de fitoestabilizacion.

Sin embargo, se desconoce si la mayor estabilizacién de Pb en las raices
micorrizadas se realiza mediante: a) acumulacién de Pb en vesiculas, b) absorcién
en pared celular y/o en vacuolas en micelio interno, y c) absorcion en pared celular
y/o en polipéptidos en micelio externo. Probablemente la estabilizacion podria
darse a través de un mecanismo como el propuesto para fosforo por Ezawa et al.
(2001), donde el metal pesado puede quedarse en la vacuola o incorporarse en la
pared celular del micelio.

También se debe tener en cuenta que el sistema es muy complejo y que el
mecanismo no puede ser predicho de antemano, ya que cada sitio contaminado
tiene sus caracteristicas especificas, por lo que la eleccion de los genotipos de la
planta y el hongo podrian determinar el comportamiento del sistema como
fiestabilizador o como fitoextractor. Ejemplo de todo lo anterior es la inoculacién de
Vetiveria zizanioides con Glomus intrarradices creciendo en suelo contaminado
con concentraciones crecientes de Pb, donde se observd que a baja
concentracion de Pb (10 a 100 mg Pb kg™ suelo) sirvid como fitoestabilizador,
mientras que a alta concentracién de Pb (1,000 mg Pb kg™ suelo) se vio un
aumento en la concentracion de Pb en las partes aéreas (Wong 2007),
funcionando como posible fitoestractor.

@30



CAPITULOA

1.8.2 Hongos micorrizicos y fitoextraccion de plomo

La fitoextraccion es la tecnologia mas atractiva para limpiar suelos
contaminados con metales pesados (Kramer 2005). Mediante esta tecnologia los
metales son adquiridos por las raices de las plantas y transportados a las partes
aéreas (hojas y tallos), posteriormente hojas y tallos conteniendo los metales
pesados pueden ser cosechadas, logrando asi la remocién del contaminate e
incluso su posterior recuperacion (fitomineria). Para esto se busca emplear plantas
con caracteristicas especificas, como son las hiperacumuladoras de metales
pesados que son plantas con alta tolerancia a los metales pesados y una alta
capacidad de acumulacion de éstos. La desventaja encontrada en plantas con
dichas caracteristicas es que no tienen una buena generacion de biomasa en un
corto tiempo (Ernst 1998). Una de las principales limitaciones que encuentra la
fitoextraccion es la biodisponibilidad de los metales pesados para ser adquiridos
por la planta. Una de las formas mas comunes de mejorar esta deficiencia es la
adicion de quelantes sintéticos para aumentar la biodisponibiladad de los metales
(Salt et al. 1995). Blaylock et al. (1997) demostraron la alta capacidad de del
quelante sintético EDTA (acido etilendiamino tetraacetico) para aumentar la
fitoextraccion de Pb usando la planta Brassica juncea, esto debido a que el EDTA
presenta una afinidad por el Pb y contribuye a ponerlo en forma biodisponible para
la planta. Sin embargo, este método se considera que causa un dafio secundario
en el medio ambiente por la lixiviacion del Pb hacia los mantos acuiferos (Chaney
2008), ya que los metales no pueden ser absorbidos por la planta a la misma
velocidad en que son quelados.

Con la finalidad de volver estos procesos mas amigables con el medio
ambiente, se esta buscado utilizar nuevas estrategias para mejorar la
fitoextraccion, como puede ser la utilizacion de HMA. Estos hongos podrian
ayudar a incrementar la tolerancia de las plantas al Pb, el transporte de éste a la
parte aérea debido a una mejor adquisicion de nutrientes del suelo y contribuir en
general al mejor desarrollo de la planta (Gohre y Paszkowski 2006).
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La cantidad de Pb transportado a la parte aérea podria depender de
factores como la combinacion de planta y hongo, asi como de la cantidad de Pb
en el suelo. En este sentido se observé que la simbiosis Glomus deserticola
Eucalyptus globulus incrementd significativamente la concentracion de Pb en
hojas y tallo en comparaciéon a la simbiosis G. mosseae-E. globulus. Esta
tolerancia a metales pesados por parte de las plantas micorrizadas podria estar
relacionada con la acumulacion en zonas metabdlicamente menos activas como lo
es el tallo (Arriagada et al. 2005). En relacion a la especie de planta, se observo
que en suelos con una concentracion de Pb 1,500 mg Pb Kg™ suelo (Rabie 2005),
las platas de frijol inoculadas con Glomus mosseae acumulan mayor cantidad de
Pb en la parte aérea en relacion a su raiz, mientras que las plantas de trigo
inoculadas a la misma concentracién de Pb e inoculadas con el hongo, acumulan
menor cantidad de Pb en la parte aérea en relacion a la raiz (Rabie 2005). Esta
mayor acumulacion de Pb en la parte aérea de las plantas de frijol podria estar
relacionada con a mayor nutricion de fosforo; mejorando con ello la sintesis de

proteinas y de enzimas antioxidantes.

También se ha observado un mayor transporte de Pb hacia la parte aérea
en suelos con valores inferiores a 1,500 mg Pb kg™ (Arriagada et al. 2005, Nowak
2007). Este comportamiento en el transporte de Pb coincide con la adquisicion de
nutrientes como nitrégeno y fosforo, lo cual sugiere que la fitoextraccion podria
depender en gran medida de una mayor toma de nutrientes por parte de la planta

micorrizada.
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1.9 ANTECENDENTES DE Tagetes erecta.

Existen algunos trabajos en los cuales se reporta el uso de Tagetes erecta
con fines de fitorremediacion de metales pesados. Como los realizados por
Bosiacki en el 2008 en el cual llevaron a cabo experimentos con tres especies de
plantas ornamentales: girasol comun, salvia roja y cempasuchil. Estas plantas se
sembraron en un sustrato artificial contaminado por cadmio. La dosis de cadmio
aplicada en el experimento representa diferentes grados de contaminacion. Los
reportes de dicho experimento muestran que el incremento de la concentracion de
cadmio en el sustrato provocéd una disminucion del rendimiento en todas las
especies estudiadas, con excepcion de T. erecta donde se encontré un aumento
del rendimiento de la planta. La determinacién de la concentracién de cadmio en el
sustrato mostré que el menor contenido fue donde se cultivd T. erecta. EI cadmio
se acumula principalmente en las hojas y brotes y en inflorescencias. Mientras que
la menor cantidad de este metal se encuentra en las raices, con la excepcion de T.
erecta, donde la mayor cantidad de cadmio se encuentra en las raices, después,
en hojas y brotes, mientras que una cantidad muy pequefia estaba en
inflorescencias. Por lo cual entre las especies vegetales estudiadas, las plantas de

T. erecta fueron las que presentaron la absorcion maxima de cadmio (Figura 8).
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Figura 8. La absorcién de cadmio por especies de plantas ornamentales (Bosiacki 2008).
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Otro trabajo realizado también por Bosiacki (2009) donde realiza la
investigacion de la influencia del cadmio y plomo sobre el crecimiento de T. erecta
L. de distintas especies y comprobar si estas plantas son aptas para ser plantados
en suelos contaminados con estos metales. Las especies estudiadas de T. erecta
se plantaron en un sustrato artificial contaminado con cadmio y plomo a diferentes
concentraciones. Los analisis muestran que el mayor rendimiento fue alcanzado
por la especie 'Titania’, en el segundo lugar fue para 'Hawaii' y el menor
rendimiento se obtuvo a partir de 'Mann im Mond". Al analizar cuales son los
organos de T. erecta L. que acumulan la mayor cantidad de cadmio y plomo, por el
método de espectrofotometria atdbmica, se observé que la mayor absorcion fue
detectada en partes aéreas de las plantas de la variedad 'Hawaii', mientras que
'Titania'’ muestra la menor cantidad de los metales pesados.
Por lo cual Bosiacki concluye que los tipos de T. erecta estudiados pueden ser

utilizados para la remediacién de suelos contaminados por metales pesados.

Otro reporte muy reciente es el de Sinhal et al. (2010) en el cual se estudian
los efectos del EDTA y acido citrico en el potencial de acumulacion de Zn, Cu, Pb
y Cd por plantas de cempasuchil (Tagetes erecta). Los resultados muestran que la
mayor concentracion de EDTA y acido citrico (30 mg |-1) caus6 una reduccion
importante en el crecimiento de las plantas en términos de altura, peso fresco, la

clorofila total, contenido de carbohidratos y proteinas.

Se puede encontrar un reporte en el que se utilizd en sistema Tagetes
micorrizadas con el hongo MA Glomus intraradices, presentado por El Seoud
(2008), en el cual utilizando dos concentraciones de fésforo, reporta que Tagetes
es muy dependiente de los hongos MA para adquirir fésforo y mas cuando éste
estda a bajas concentraciones (40 mg P/kg de suelo), y que en la asociaciéon
Tagetes-G. intraradices existe una alta eficiencia de fésforo en comparacion con

plantas no micorrizadas.
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JUSTIFICACION

Por todo lo anterior queda muy clara la necesidad de encontrar sistemas
con plantas tolerantes al plomo, asi como buscar modelos mas sustentables que
ayuden a la solubilidad y la biodisponibilidad del plomo para las plantas. Por lo
cual los hongos micorrizicos presentan una alternativa muy interesante en la
busqueda de aumentar la solubilizacion sin necesidad de adicionar quelantes
sintéticos como el EDTA. El estudio de dicha simbiosis es pues un area muy
prometedora para la fitorremediacion de plomo.

Actualmente no existen reportes de estudio de la aplicacién de la simbiosis
Tagetes erecta-Glomus intrarradices con fines de fitorremediacion, que debido a

los antecedentes individuales parece ser prometedora.

HIPOTESIS

Ya que las micorrizas aumentan el area superficial de la raiz de las plantas
y el plomo se acumula mayormente en las paredes celulares de la raiz. La
inoculacién de la planta Tagetes erecta por el hongo micorrizico arbuscular

Glomus intrarradices puede ayudar a mejorar la acumulacion de plomo.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la simbiosis de la planta Tagetes erecta y el hongo
micorrizico arbuscular Glomus intrarradices, en la eficiencia de acumulacion de

plomo proveniente de una fuente insoluble en forma de Pb304
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2.1 EXPERIMENTO IN VITRO.

El objetivo de este experimento fue analizar el papel del hongo micorrizico
arbuscular Glamus intrarradices en la acumulacion de plomo asi como estudiar su
morfologia y la tolerancia a la presencia de plomo en el sistema. Se llevo a cabo in
vitro para quitar las interferencias que presenta el uso de sustrato y el uso de
planta hospedera.

2.1.1 Materiales y Métodos.x

Se utilizé el medio minimo descrito por Bécard y Fortin (1988) (descrito en
el parrafo siguiente) para la creacion y el mantenimiento de las raices de
zanahoria (Daucuscarota L.) transformadas con Agrobacterium rhizogenes. Estas
raices se cultivaron solas o inoculadas con el hongo micorrizico arbuscular
Glomus intraradices. El procedimiento en ambos casos es el mismo: se utilizan
explantes, los cuales son subcultivados o se obtienen mediante la transferencia de
un segmento de medio (bloques de aproximadamente 1 cm?) que contengan las
raices no micorrizadas o micorrizas y las esporas (segun sea el caso) y se colocan

en medio minimo fresco.

La composicién del medio minimo de crecimiento en (mgeL™") es: 731
MgSOQO4+7H,0, 80 KNO3, 65 KCI, 4.8 KH,POy4, 288 Ca(NO3)2#4H,0, 8 NaFe EDTA,
0.75 Kl, 6 MnCl2*4H20, 2.65 ZnS04+7H20, 1.5 H,BO3, 0.13 CuSO4*5H,0, 0.0024
NaxMoO4+2H,0, 3 glicina, 0.1 clorhidrato de tiamina, 0.1 clorhidrato de piridoxina,
0.5 acido nicotinico, 50 de myo-inositol y 10000 sacarosa. EI medio minimo se
solidifico con 4.0 mg L' de Fitagel (Sigma-Aldrich ®) en lugar de agar
bacteriologico. El pH del medio se ajusté a 5.5 con KOH 1M antes de la
esterilizacion a 120 °C durante 15 min. Los explantes de las raices no
micorrizadas o micorrizas fuero cultivadas durante tres meses en cajas Petri (10

cm) a 25 °C y en la oscuridad.
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El procedimiento de adicién Pb?*(ac) consistié en la agregacion de 4 ml de
estandar de Pb?(ac) (1000 mg/l de Pb(NOs),, Mallinckrodt Baker Inc., Nueva
Jersey, EE.UU.) a cada una de las caja Petri que contiene el medio para obtener
una concentracion aproximada de 200 mg/l de Pb. Se llevd a cabo una
esterilizacion por filtrado del estandar (VALUPREP®, sterile siringe filter .2 pm,
cellulose acetate), antes de ser agregado. Todo se realiz6 en campana de flujo

laminar y bajo estricto cuidado para evitar perder cajas por contaminacion.

El experimento consistio en 4 tratamientos: las raices no micorrizadas sin
plomo (de control) y con plomo; raices micorrizadas sin plomo y con plomo. Los
tratamientos se desarrollaron en réplicas de 4 para las cajas correspondientes a
las raices no micorrizadas con y sin plomo y de 10 para los conjuntos que consiste
en raices micorrizadas con y sin plomo. El numero de repeticiones en las series
correspondientes a las raices micorrizadas se incrementd con el fin de obtener
suficiente material del micelio y esporas del hongo para el posterior analisis
cuantitativo elemental. Las cajas de Petri se incubaron a 25 °C en la oscuridad

durante 4 semanas.

Durante el tiempo de crecimiento se analizaron las cajas periddicamente y
se tomaron fotos mediante microscopio estereoscopico (Leica M80, Leica
Application Suite V3), para llevar un registro sobre el crecimiento del micelio extra
radical asi como en el numero de esporas. Para lo cual se definieron tres areas de
1cm? por caja, de las cuales se fueron tomando las fotos cada semana, el criterio
para definir estas areas fue que presentaran micelio y esporas, para poder ver el
cambio de estos con el tiempo. Esto se realizé una vez por semana y las fotos se

analizaron al final del experimento.
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Figura 9. Microscopio estereoscopico marca Leica M80, acoplado a camara, con Leica

Application Suite V3.

Después del periodo de las 4 semanas de crecimiento, se realizé la
separacion de raices, esporas y micelio. Primero las raices fueron extraidas
cuidadosamente desde el medio de gel, limpiadas con varios enjuagues de agua
destilada, secadas en el horno a 60 °C durante 48 hrs, las raices una vez secas se

muelen y se pesan.

Para la extraccion de las esporas y el micelio (S/M) de las cajas sin plomo,
se disuelve el gel con una soluciéon 10 mM de citrato de sodio y se enjuagan en
agua destilada y se filtran utilizando discos de vinilo de filtracion de 10pm malla
(Spectra / Mesh, Spectrum Medical Industries, Houston, TX, EE.UU.) previamente
pesados. Para las cajas con Pb al hacer uso de la solucién 10 mM de citrato de
sodio se presentd una escasa solubilidad del medio con Pb. Por lo cual se llevé a
cabo una separacion agregando sacarosa(s) ~1g y después se centrifuga a 5000
rom (modelo HN-SII, Damon / IEC Division, Needham, MA, EE.UU.), se toma el
sobre nadante y se agrega agua destilada y se repite el paso una vez mas, al final
de este se filtraron los S/M se secaron en las condiciones antes mencionados y se
pesaron. Por ultimo, el medio puro con y sin adicion de Pb (sin cultivos
desarrollados), también se secd y molio.
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Para llevar a cabo la determinacion de la colonizacion las raices
transformadas de zanahoria se tifieron segun el método de Vierheilig et al. (1998)
(ver apéndice 1). Después se realizd el analisis de colonizacién en las raices
usando un método de segmentos de raiz (Biermann y Linderman, 1981) (ver
apéndice 2). Treinta segmentos de raiz fueron seleccionados al azar por
tratamiento. Se registraron los segmentos de raiz que contienen vesiculas,
arbusculos y el micelio intrarradical. La colonizacion de raices se mide como la
proporcion del numero total de segmentos de raiz con vesiculas, arbusculos o

micelio intrarradical.

El analisis elemental se realizé mediante espectrometro de fluorescencia
polarizada de rayos X de energia dispersiva (EPDXRF) (SpectroXepos-Ill, Spectro
Analytical Instruments GmbH, Kleve, Alemania) mediante el analisis de
Parametros fundamentales con rayos X TurboQuant rutina® (TQ). La
espectrometria de fluorescencia de Rayos X (XRF) es una técnica para el analisis
elemental no-destructivo. En este método, el foton de rayos X que entra choca
con los electrones de enlace en el atomo del elemento. La interaccion mas
probable es con el electron interior atado, llamado electron de la capa K. El
electron golpeado es promovido hacia un orbital de mayor energia. La vacancia
resultante en la capa mas interna es llenada por la transicién de un electron de un
orbital de mayor energia, lo cual consecuentemente resulta en la emisién de
fotones de fluorescencia de rayos X caracteristicos de esta transicion. Los rayos X
fluorescentes son colectados por un detector y analizados por equipo electronico
que discrimina entre las diferentes energias de rayos X, de esto se obtiene como
resultado un espectro de rayos X de energia dispersada. Los rayos X
fluorescentes son altamente especificos para cada elemento y se originan a través
de las transiciones involucradas en la capa K, en particular, los rayos X Ka,
obedecen a la Ley de Moseley por lo cual, las frecuencias, v de los rayos X, varian
de acuerdo a al cuadrado del numero atomico Z del elemento. Sin embargo, este
equipo tiene un requisito de peso minimo relativamente importante, ya que el

metodo necesita al menos 4 gr para el analisis.
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Figura 10. Espectrémetro de fluorescencia polarizada de rayos X de energia dispersiva
(EPDXRF) (SpectroXepos-lIl, Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve, Alemania).

Se utilizé un método de analisis que incorpora la rutina de polvos TQ, el
cual, habia sido previamente validado por mas de 13 elementos del tercero a
sexto periodos de la tabla periddica con un total de 8 Materiales Estandar de
Referencia (SRM) en polvo obtenidos del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST, en Gaithersburg, MD, EE.UU.).

La precision de los resultados experimentales se determino como los
errores estandar, mientras que los errores de los resultados obtenidos se
calcularon utilizando las férmulas habituales de propagacion de errores
estadisticos (Mandel, 1984).
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2.2[EXPERIMENTO CON DIFERENTES FUETES DE NITROGENO®

El Objetivo de este experimento fue estudiar el papel de la interaccion
Tagetes erecta-Glomus intrarradices acumulacion de plomo, utilizando dos fuentes

de nitrégeno

2.2 1Materiales y Métodos.

Para iniciar este trabajo se analizaron diferentes mezclas de sustratos,
siendo el primero a base de agrolita mayor a 2000 micras la cual no presentd una
buena retencion de agua, mientras que otro sustrato con agrolita muy pequefia, no
permitia la permeabilidad del agua. También se prepar6 un sustrato a base
agrolita-turba, siendo este sustrato el que, se decidi6 trabajar. Esta ultima mezcla
consistié en dos partes de agrolita separadas por tamafo de particula (mayores a
2000 micras y mayores 1000 pero menores de 2000 micras) y una de turba
(PREMIER HORTICULTURE LTEE, Quebec, Canada), todas en un porcentaje en
peso. La finalidad de agregar la turba fue para que ayudara a la mezcla a tener
mejor retencion de agua y del plomo, ya que esta constituida por materia organica
la cual permite una mejor retencion. Para lo cual fue necesario hacer el calculo de
la densidad aparente de cada uno de los elementos para poder preparar la mezcla
de sustratos basados en el volumen de las macetas el cual fue de 330ml, este

volumen sé dividio en 3 partes iguales. Tabla 5.

Sustrato Densidad (g/l) | Masa (g)
Agrolita 2000 micras 102.46 255.64
Agrolita 1000 micras 187.30 467.32

Turba 111.03 277.03

Tabla 5. Valores de densidad (g/l) para cada uno de los sustratos utilizados en la prueba
de retencion de humedad y los pesos (g) para preparar una cantidad de 1000 g de

sustrato.
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Una vez que se prepard el sustrato, para el inicio del experimento se
utilizaron semillas de cempasuchil grande (Tagetes erecta L.) Service Plus, Le
Houga, Francia).

Las semillas de T. erecta fueron esterilizadas superficialmente con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10% (v/v) durante 5 minutos en agitacion
constante, seguido de 3 lavados con abundante agua destilada. Las semillas se
pusieron a germinar en un contenedor, el cual contenia la mezcla de sustrato a

base de agrolita-turba (2:1) previamente esterilizado a 120 °C por 40 min.

Una vez que las semillas germinaron, se dejaron crecer durante 15 dias. La
mitad del lote fueron micorrizadas con un inoculo que contenia esporas de Glomus

intraradices, agregandose aproximadamente 40 esporas por planta.

Posteriormente, todas las plantulas fueron trasplantadas en macetas
coénicas de 5.0cm de diametro interior superior, 4.0cm de diametro interior inferior
y 20.5cm de altura, las cuales fueron esterilizadas superficialmente con una
solucion de cloro al 10% V/V. Se coloco una planta por contenedor; a cada tubo se
le coloco una malla de algodon en un extremo inferior, la cual se sujetdé con cinta
Duct Tape®, esto para poder recuperar los lixiviados mas libres de particulas de
sustrato. A cada contenedor se le agrego la mezcla de sustrato agrolita-turba
previamente esterilizado hasta el volumen marcado de 330ml, lo que proporciona
una masa de 50g, para después ser colocadas en forma suspendidas en camas
de madera (Figura 11).
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Figura 11. Camas de madera para suspender las macetas tipo columna (parte superior) y

contenedor para germinacion con mezcla de sustrato agrolita-turba (parte inferior).

El plomo se agrego6 a la mezcla de sustrato a en forma de tetra oxido de
plomo (PbsOs4). El Pb3O4 es un compuesto altamente insoluble que es utilizado
ampliamente en la industria debido a sus caracteristicas anticorrosivas, se utiliza
como base para las pinturas automotrices, entre otras. Por lo cual se decidio
usarlo en esta forma ademas de que puede representar mejor las formas reales en

las que se encuentra el plomo en suelos contaminados

La cantidad de tetra oxido se agreg6 de acuerdo al contenido de plomo en
el compuesto, para lograr una concentracion de 1000 ppm en el sustrato, esto

mediante los siguientes calculos:

Masa Molarpt-o, = 892.8g*mol”

Masa Molarp, = 207.2g*mol™

X = Fraccién Masa de Pb en Pb;0,4 = 3(207.2g*mol™) / 892.8g*mol”’
= 0.6962

1000x10°* 1/X = Y g de Pb;0,
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Doénde:

Y = gramos de Pb3;O, en 1g de sustrato necesarios para tener 1000 ppm de

Pb en el sustrato.

Las plantas de los diferentes tratamientos fueron colocadas en camara de
crecimiento durante nueve semanas, las cuales estuvieron bajo condiciones
controladas de 25 + 2°C, 75 % de humedad relativa y 14 horas de foto periodo. Se

establecieron ocho tratamientos con 5 repeticiones en un disefio al azar. Tabla 6.

Tratamiento | Repeticiones

nM - Pb + NO3 5
nM + Pb + NO3
M - Pb + NO3
M + Pb + NO3
nM - Pb + NH,"
nM + Pb + NH,"
M - Pb + NH,"
M + Pb + NH,"

ol o o O O O O

Tabla 6. Disefio del experimento. Plantas de Tagetes erecta no micorrizadas (nM);
plantas micorrizadas con G. intrarradices (M); plantas sin plomo (-Pb); plantas con plomo

(+Pb); plantas fertilizadas con nitrato (NO3") y plantas fertilizadas con amonio (NH,4").

En todos los tratamientos se busco trabajar a capacidad de campo, por lo
cual se implementd un sistema de riego el cual nos permitiera esto, ademas de
poder medir los volumenes de agua agregados. El sistema consisti6 en lo
siguiente: se puso un vaso de plastico graduado (para poder cuantificar el volumen
de agua lixiviada) debajo de cada planta y se tomé un volumen constante de 20mL
de lixiviado (Figura 12). Es decir, que cada dia se agregd agua a cada maceta
hasta llegar a la marca de 20mL de lixiviado y con esto asegurarnos de que cada
maceta se encontraba a capacidad de campo.
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Figura 12. Concentrador para recuperar lixiviados en las macetas con sustrato y
fertilizacion con nitrato (NO3’) y amonio (NH,").

El procedimiento de este protocolo de riego fue el siguiente: El primer dia se
fue agregando agua poco a poco con una jeringa a cada maceta, dando intervalos
de tiempo de 30 minutos entre agregacion para asegurar que se humedecia
totalmente el sustrato, esto hasta llegar a la primera gota de lixiviado, este
volumen se tomé como el volumen de saturacion, después se agregd agua hasta
llegar a la marca de 20mL de lixiviado. Al dia siguiente se mide el volumen de
lixiviados, se registra y se afora a 20mL antes de regresarlo a la maceta, se
espera un tiempo considerable (30min aprox.) y de ser necesario se agrega mas
agua hasta llegar a la marca de 20mL, esto se repite cada dia durante el tiempo
que dura el experimento. Al tener cuantificado el volumen agregado y el volumen
de lixiviado en 20mL, nos permite calcular el volumen de agua presente en la
maceta, asi como el gasto diario de estas. Al final de cada semana se hacia una
recoleccion de los lixiviados y se media el pH, lo cual nos permiti6 monitorear los
pequefios cambios que hubo conforme fue avanzando el crecimiento de las
plantas durante el experimento. Cada semana se fue acumulando el volumen de
lixiviados de cada maceta por lo cual el pH obtenido representa el acumulado en

funcion del tiempo del experimento (nueve semanas).
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Para asegurar un buen crecimiento de las plantas se les agrego por riego
una solucién nutritiva. Tres dias después del trasplante se adicionaron los
primeros 15 mL solucion nutritiva en cada maceta (Bernal et al. 2007) con NOs3 6
NHs como fuentes de nitrégeno segun el tratamiento, repitiéndose esto una vez
por semana. La descripcion del contenido de la solucion nutritiva se detalla en la

siguiente tabla (Tabla 7).

KH2PO4 0.01361g!™
K250, 0.2526g™
CaSO;, 0.2582g 1"
MgSO, 0.3697g 1"
EDTA 0.01655g I”
(NH4).SO, | 0.26428g1™
Ca(NO3)4H,0 | 0.4723g 1"
MnSO, 0.064g I
CuSO, 0.0003g I
ZnSO, 0.0217g 1"
H3BO, 0.0223g I
(Na)2Mo;024 | 0.0027g 1™

Tabla 7. Concentracion de elementos adicionados a las plantas de Tagetes erecta
micorrizadas y no micorrizadas. Los tratamientos en donde se adiciono amonio, recibieron
la fuente en forma de sulfato de amonio y el nitrato adicionado fue en forma nitrato de

calcio.

Durante el periodo de crecimiento se recabaron datos biométricos para
documentar cémo se desarrollaban las plantas en cada tratamiento, los

parametros medidos son los siguientes:

el numero de tallos y numero de hojas asi como
el ancho maximo,

altura maxima 'y

B Dbdh =

altura de ancho maximo.
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Al pasar el periodo de desarrollo de nueve semanas de tratamiento las
plantas fueron cosechadas. El primer paso consistio en separar el sustrato de la
raiz realizandose una limpieza en forma manual para quitar el sustrato y después
se realizaron 3 lavados con agua destilada para quitar los excesos de sustrato. La
planta libre de sustrato, se peso y luego se dividio en raiz, tallo y hojas los cuales
también fueron pesados por separado. Se obtuvieron los pesos fresco y seco (g)
del vastago y raices. Para obtener los pesos secos, las partes de la planta se
metieron en bolsas de papel de estraza y se metieron a secar en horno a 60°C
durante cuatro dias hasta tener un peso constante. Una vez pasado este periodo
se pesaron para obtener los valores de peso seco y realizar el calculo de

porcentaje de agua en las plantas.

Para medir el area foliar (AF) después de la cosecha se utilizé un método
desarrollado en el laboratorio (Castillo, et al, 2011), el cual consiste en tomar una
muestra fresca en forma de disco (con un diametro conocido) de varias hojas,
pesarlos y sacar un promedio. Después se pesan todas las hojas y se hace un

calculo como el siguiente:

El peso del conjunto de hojas es Whgjas. Luego se escoge una hoja al azary
se corta un circulo de 10 mm de diametro, se pesa el disco y se obtiene el valor de

densidad superficial 8, que es también conocido como constante de Hughes.
5 = (pd)
Dénde:

p = Es la densidad del tejido de la hoja (g*cm™)

¢ = Es el grosor de la hoja (cm)
Ademas

6 = Wdisco/-rrr2 = 4Wdisco /TT
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Donde:
Wisco €S €l peso del disco
Por lo tanto tenemos que:
AF=W hojas/ d

Se realizd la tincion de las raices (ver apéndice 1) para el analisis de
colonizacion en las raices (ver apéndice 2). La colonizacion de raices se mide
como la proporcion del numero total de segmentos de raiz con vesiculas,

arbusculos y/o micelio intrarradicular.

Las partes de la planta que fueron utilizadas para la determinacion del peso
seco, también fueron utilizadas para la determinacién de la concentracion de Pb
en hojas, tallos y raiz. El método implementado para la tal determinacion fue
mediante Espectrometria de Absorcion Atémica por Flama (FAAS). Las muestras
secas se molieron con un mortero y se realizaron las digestiones de acuerdo al
protocolo US-EPA 3050 B (ver apéndice 5), incluyendo ademas las muestras:
blanco, el método blanco spike y el matrix spike.

Donde:

e Blanco: es solo agua destilada y se sigue el procedimiento del protocolo.

e Método Blanco spike: es agua destilada con 10ug/g de plomo y se sigue
el protocolo.

e Matrix Blanco Spike: es agua destilada con 10ug/g de plomo, tejido de

planta del control y se sigue con el protocolo.

Terminadas las digestiones se analizd la cantidad de plomo en un
espectrofotometro de absorcion atomica de flama (FAAS), Perkin Elmer 3100.
FAAS utiliza la absorcién de la luz para determinar la cantidad de atomos en fase
gas. Dado que las muestras son usualmente liquidas, los atomos o iones a
analizar deben ser vaporizados en una flama. Los atomos absorben luz en el

intervalo de longitud de onda de la luz ultravioleta o visible y esta radiacion
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provoca transiciones electronicas a niveles de mayor energia. La concentracion
del analito es determina por la cantidad de luz absorbida. Los analisis
cuantitativos se llevan a cabo utilizando una curva de calibracion realizada con

anterioridad con estandares de concentracion conocida.

Los datos obtenidos en cada una de las variables evaluadas se sometieron
a un analisis de varianza y cuando se observaron diferencias se realizd una

prueba de Tukey (p<0.05) con el paquete estadistico Assistat 7.5.

2.3EXPERIMENTO CON 2 DIFERENTES TAMANOS DE MACETA.?

El Objetivo de este experimento fue analizar la interaccion Tagetes erecta-
Glomus intrarradices, en la acumulacion de plomo utilizando dos sistemas, de
diferentes volumenes, (pero con la misma mezcla de sustratos Agolita-turba, una
fuente de plomo insoluble y una fuente de nitrdgeno en forma de NOj3) buscando
mejorar el crecimiento del hongo y la planta y que ayude de esta manera a la
mayor acumulacion de plomo. Asi como cuantificar la cantidad de Pb absorbido y
adsorbido en las raices.

El aumento de volumen de las macetas aumenta significativamente el area
superficial del suelo, lo cual puede beneficiar el crecimiento de la raiz asi como el
de los micelios extracelulares del hongo, lo cual ampliara el area de toma de
plomo que se encuentre disponible, es decir disuelto.

La fuente de nitrogeno se utilizé a base de NO3 ya que fue los tratamientos
fertilizados con esta fuente de nitrogeno presentaron las mayores concentraciones

de plomo acumulado (ver resultados seccion 3.2).
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2.3.1Materiales y Métodos.

Los materiales y métodos en este experimento fueron basicamente los
mismos utilizados en el experimento anterior (ver seccion 2.2.1), con la inclusidn

de algunas técnicas y parametros medidos que se detallan mas adelante.

Semillas de T. erecta fueron esterilizadas superficialmente remojandolas
con una solucion de hipoclorito de sodio al 0.1% (v/v. Se pusieron a germinar en
un semillero el cual contenia la mezcla de sustrato a base de agrolita-turba

(descrita anteriormente) previamente esterilizado a 120 °C por 40 min.

Una vez que las plantulas germinaron, la mitad del lote fueron inoculadas
con esporas de Glomus intraradices (40 esporas por planta). Después de 15 dias,
las plantulas fueron trasplantadas en 2 tipos de macetas: las pequefias de 5cm de
diametro interior superior, 4cm de diametro interior inferior y 20.5cm de altura, y
unas mas grandes de 11cm de diametro interior superior, 9cm de diametro interior
inferior y 14cm de altura, en todas las macetas se colocoé una planta. A cada
contenedor se le agregd la mezcla de sustrato agrolita-turba previamente
esterilizado, para el caso de macetas pequefias 50g de sustrato aproximadamente
y para las macetas grandes 135g, ambas se colocaron suspendidas en camas de
madera, el tratamiento para todas las macetas fue el mismo que en el experimento

anterior (Figura 11).

Las plantas fueron colocadas en la camara de crecimiento durante nueve
semanas, las cuales estuvieron bajo condiciones controladas de 25 £+ 2°C, 75 %
de humedad relativa y 14 horas de foto periodo. Se establecieron ocho

tratamientos con 5 repeticiones en un disefio al azar (Tabla 8).
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Tratamiento | Repeticiones
nM - Pb + | 5
nM + Pb + | 5
M-Pb+1 5
M+ Pb + | 5
nM - Pb + Il 5
nM + Pb + Il 5
M-Pb+ll 5
M+ Pb + Il 5

Tabla 8. Disefio experimental, plantas no micorrizadas (nM); plantas micorrizadas (M);

plantas sin Plomo (-Pb); plantas con Plomo (+Pb); plantas en macetas pequenas (l) y

plantas en macetas grandes (ll).

El plomo se agregd a la mezcla de sustrato en forma de treta oxido de

plomo (Pb3sO4). La cantidad de tetra oxido se agregd de acuerdo al contenido de

plomo en el compuesto, para lograr una concentracion de 1000 ppm en el sustrato

(ver seccidn 2b).

El protocolo de riego fue el mismo que se te utilizo en el experimento

anterior (ver seccion 2b). Para asegurar un buen crecimiento de las plantas se les

agrego por riego solucion nutritiva. Tres dias después del trasplante se adiciono

los primeros 15mL solucion nutritiva Hoagland (citado en Bernal et al. 2007) con

NO3 como fuente de nitrégeno.
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Al pasar el periodo de desarrollo de nueve semanas de tratamiento las
plantas fueron cosechadas (ver seccion 2.2.1), se realizé un lavado con agua
destilada para quitar los excesos de sustrato. Se peso la planta completa y luego
se dividié en raiz, tallo y hojas los cuales también fueron pesados por separado.
Se obtuvieron los pesos fresco y seco (g) del vastago y raices. Para obtener los
pesos secos, las partes de la planta se metieron en bolsas de papel de estraza y
se metieron a secar en horno a 60°C durante cuatro dias hasta tener un peso
constante. Una vez pasado este periodo se pesan para obtener los valores de
peso seco Yy realizar el calculo de porcentaje de agua en las plantas. Para medir el
area foliar después de la cosecha se utiliz6 un método desarrollado en el

laboratorio (Castillo, et al, 2011). (Descrito anteriormente, ver seccién 2.2.1).

Se tomaron 3 plantas de cada tratamiento de las macetas pequefas, a los
cuales se le hizo un lavado especial en las raices con una solucion sulfactante
(detergente) al 1% V/V de HYCLIN-PLUS alcalino libre de fosfatos (HYCEL de
México S.A de C.V.), el cual consistié en sumergir las raices de la planta completa
y agitar ligeramente de forma manual cada 15 minutos durante 3 horas, después
se hacen lavados con agua destilada. Los residuos del lavado asi como la
solucion sulfactante se juntaron, filtraron y analizaron mediante espectrofotometria

de absorcidn atomica de flama (FAAS) para medir la concentracién de Pb en ellos.

Se llevaron a cabo mediciones del volumen de la raiz (cm®raiz) por el
método de desplazamiento de volumen, longitud (cm) y se realizaron calculos de

densidad.
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Se realizo la determinacion de la colonizacion, para lo cual se tifieron segun
el método de Vierheilig et al. (1998) (ver apéndice 1). Después se realizd el
analisis de colonizacion en las raices usando un método de segmentos de raiz
(Biermann y Linderman, 1981) (ver apéndice 2). Los segmentos de raices se
cortaron en trozos de 1 cm de longitud para facilitar la exploracion y se observan
bajo un microscopio (Leica DM750). Los segmentos de raiz fueron seleccionados
al azar por tratamiento. Se registraron los segmentos de raiz que contienen
vesiculas, arbusculos y el micelio intrarradical. La colonizacion de raices se mide
como la proporcion del numero total de segmentos de raiz con vesiculas,

arbusculos o micelio intrarradical.

Las muestras de tejidos de plantas se separaron en parte aérea y parte raiz
y se se metieron en bolsas de papel de estraza para poner a secar en horno a
60°C durante cuatro dias hasta tener un peso constante. Después fueron molidas
con un molido para tejidos (THOMAS SCIENTIFIC, modelo 3383L10, EU). El
analisis de la concentracion de plomo se realizé por FAAS.
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Abstract

This work constitutes a study of how lead (Pb) stress affects fungal structures
and the concentrations of P, Fe and Pb within the root, the spores and the
associated mycelia (S/M) in an in vitro system. Cultures of Ri T-DNA transformed
carrot (Daucus carota L.) roots were inoculated with Glomus intraradices, treated
with Pb(NO3), solution and subsequently analyzed by polarized x-ray fluorescence
energy dispersive spectrometry (pEDXRF). Upon Pb treatment, the percentages of
mycorrhizal colonization, vesicles, arbuscles and mycelia increased as well as the
areas of the vesicles and the spores, although the number of spores decreased.
The S/M and the mycorrhizal root showed enhanced concentrations of Pb, Fe and
P. These were particularly marked for Fe in the Pb treated cultures. This indicates
a synergistic relationship between the AM fungus and the host and the induction of
higher Pb tolerance by the fungus to the host, possibly through higher Fe
absorption. Possible Pb uptake mechanisms that connect with the observed
morphological features are discussed. The experimental bio-concentration factors
permitted an estimation of the Pb phytostabilization efficiency of the mycorrhizal
and non-mycorrhizla roots. The protective effect of AM fungi against root Pb
toxicity appears to be based on the number and size of fungal structures with
reduced metabolic activity, such as the vesicles.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi; Glomus intraradices; Lead
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1. Introduction

Pollution by lead (Pb) of the environment is a global concern, making it
one of the prime hazardous substances being monitored by United Nations
Environmental Program (UNEP) (United Nations Environment Programme, 2011).
Pb is a physiologically non-essential element to living organisms. Therefore its
presence within the organism contributes only deleteriously, towards toxicity. Soil
contamination with Pb arises from the excessive use of agrochemicals (Wong et
al., 2002), from industrial waste (Fu et al., 2008) as well as from mining activity
(Schulin et al., 2007). The productivity of crop plants in agricultural soil due to such
contamination is seriously affected as a consequence of the phytotoxicity of Pb.
This causes the inhibition of photosynthesis, the disturbance of mineral nutrition
and water balance, the changes to hormonal status and impacts membrane
structure and permeability (Sharma and Dubey, 2005). Phytoremediation is an
emergent environmental biotechnology that utilizes the metal uptake capacity of
certain metal tolerant plants to clean up contaminated sites (Peer et al., 2005). ltis
being increasingly sought as a low-cost and sustainable alternative to conventional
methods of environmental remediation (Pilon-Smits, 2005). However, the
effectiveness of phytoremediation depends on the augmentation of plant biomass
and the heavy metal accumulation capacity of the plant. It is in this sense that
symbiosis with arbuscular mycorrhizal fungi (AM fungi) is being increasingly viewed
as a means to enhance the phytoremediation capability of the plant (Alvarado et

al., 2011), giving rise to the term “mycorrhizo-remediation” (Giasson et al., 2006).
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AM fungi are soil micro-organisms that establish mutual symbiosis with the
majority of higher plants, providing a direct physical link between soil and plant
roots. AM fungi form a highly elaborated mycelium network (hyphae) in soil which
effectively increases the plant’s contact area with the soil thereby enhancing root
absorption (Smith and Read, 2008). By colonizing the roots, the fungus increases
plant growth by improving the accessibility of essential mineral nutrients such as P
and Fe (Garg and Chandel, 2010) and by increasing water absorption, aside from
its other benefits to soil structure and to the suppression of soil erosion (Smith and
Read, 2008). Mycorrhization by AM fungi tolerant to heavy metals (HM) enhances
plant resistance towards HM toxicity (Gaur and Adholeya, 2004). Amongst several
types of AM fungi, Giasson et al (2006) found that plants colonized by Glomus
intraradices showed the highest tolerance and capacity for HM extraction.
Intraradical structures of G. intraradices have been observed to enhance the root’s
storage capacity of the HM copper, indicating the potential of this AM fungus for
the technology of soil HM phytostabilization (Castillo et al., 2011).

In the context of root colonization by AM fungi in Pb polluted sites, the
degree of colonization appears to depend on the particular fungal specie, on fungal
sensitivity or tolerance to Pb and on the level of Pb contamination. While a diversity
of observations exists, in general sensitive fungi appear to show a decrease in
intraradical colonization and a diminution of mycorhizal structures (Andrade et al.,
2004; Vogel-Mikus et al., 2005; Sudova et al., 2007) while Pb tolerant AM fungi
generally show an increase (Malcova et al., 2003; Vogel-Miku$ et al., 2006).
Several studies have shown that intraradical colonization by AM fungi in plants

grown on Pb contaminated soil has led to the increase of the concentrations of Pb
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sequestered within the plant root (Wong et al., 2007; Zhang et al., 2010). However,
as far as the development of the AM fungus in the soil is concerned, Meharg and
Cairney (2000) assert that for both sensitive and tolerant fungi there occurs a
decrease of the development in soils heavily polluted with HMs such as Pb.
Studies have shown that elevated soil Pb content decreases the mycorrhizal soil
population (Del Val et al., 1999) and that high concentrations of Pb in the medium
reduce the spore germination, the pre-symbiotic hyphal length (Arriagada et al.,
2005) and sporulation (Nowak, 2007) with the spores recovering their functionality
when transferred out to a medium devoid of Pb (Arriagada et al., 2005).

It is clear from the foregoing that to get a composite idea about the manner
in which the HM is taken up from soil/substrate and stored in the root of the plant
colonized by the AM fungus, it is necessary to simultaneously study the response
of the extra-radical and intra-radical components of the AM fungus-plant system.
Such studies are relatively few in number in part because the extraction of extra-
radical mycelium from soil is relatively difficult (Gonzales-Guerrero et al., 2008).
Monoxenic in vitro cultures of the AM fungus-root system provide a useful medium
to undertake such studies and its technical advantages are being increasingly
exploited to probe targeted aspects of the plant-AM fungus symbiosis (Declerck et
al., 2005). Compartmentalized in vitro cultures make it possible to observe the
external mycelium of the fungus without the interference of the root. Using such a
system, Pawlowska and Chavat (2004) showed that in the compartment
contaminated with Pb a reduction of the hyphal length occurred, whereas in the
compartment where Pb was not applied, the hyphal length was not affected. In a

landmark experiment, Gonzalez-Guerrero et al (2008) used in vitro cultures of G.
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Intraradices — Ri-T DNA transformed Daucus carota L. roots to determine the
localization of three HMs, Zn, Cu and Cd, in the extraradical mycelium and spores
and thereby pin-pointed the cytological structures involved in HM accumulation
within the AM fungus.

The objective of the present work is to study the morphological changes of
the extra-radical and intra-radical structures of G. Intraradices such as the spores,
mycelium and vesicles when the AM fungus-plant root system is exposed to a high
Pb concentration and concomitantly, the concentrations of Pb and the nutrients P
and Fe within the extra-radical structures and the colonized root. While the
enhancement of the uptake of P and Fe mediated by the AM fungus is adequately
documented (Garg and Chandel, 2010), the interest in the present work lies in the
question of how the ingress of the toxic element Pb into symbiotic system interacts
with its ability to take up P and Fe - an aspect that has been hitherto insufficiently
studied. The approach for the realization of these objectives is by the in vitro
culture of G. Intraradices with Ri-T DNA transformed roots of carrot, Daucus carota
L., stereo-microscopic image analysis and trace-level elemental concentration
analysis using the relatively new technique of polarized x-ray energy dispersive x-

ray fluorescence spectrometry (pEDXRF).

2. Materials and methods
2.1.1 Roots and the mycorrhizal inoculum

The minimal medium of Bécard and Fortin (1988) is used as the standard
growth medium for the establishment and maintenance of the Ri-T DNA

transformed carrot (Daucus carota L.) roots with transformation by Agrobacterium
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rhizogenes. These roots are cultured either alone or with the AM fungus G.
intraradices. In both cases, explants are routinely sub-cultured or propagated by
transferring the media (blocks of approximately 1 cmz) containing either non-
mycorrhizal or mycorrhizal roots and spores onto fresh minimal medium. The
minimal growth medium contains (mg-L™"): 731 MgS0,.7H20, 80 KNO3, 65 KCI, 4.8
KH,PO,4, 288 Ca(NO3)2.4H,O, 8 NaFeEDTA, 0.75 Kl, 6 MnCl.4H,0O, 2.65
ZnS04.7H20, 1.5 H,BO3, 0.13 CuS04.5H,0, 0.0024 Na;Mo04.2H,0, 3 glycine, 0.1
thiamine hydrochloride, 0.1 pyridoxine hydrochloride, 0.5 nicotinic acid, 50 myo-
inositol, and 10,000 sucrose. For the present experiment, the minimal medium was
solidified with 4,000 mgL ™' of Phytagel (Sigma®) instead of Bacto-agar. The pH of
the media was adjusted to 5.5 before sterilization at 120 °C for 15 min. The
explants of non-mycorrhizal or mycorrhizal roots were grown for three months in

inverted petri-dishes at 25 °C in the dark.

2.1.2 Treatment with Pb

The Pb spiking procedure consisted of the addition of 4 ml of the Pb standard
(1000 mg/l Pb(NOs3)2, Mallinckrodt Baker) to the Petri dish containing the medium
and the biological material (mycorrhizal or non-mycorrhizal root explants), to yield a
Pb concentration of ~ 200 mg/l. The Pb solution was added drop by drop in a
uniform manner over the solidified gel so that diffusion ensured a uniform Pb
concentration over the volume of the medium in a relatively short time period. This
treatment was done after the biological material had been allowed to stabilize and
grow for a period of about eight weeks. The treatments of this experiment were:

non-mycorrhizal roots without Pb (control) and with Pb; mycorrhizal roots without
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Pb and with Pb. Cultures were grown in replicates of four for the sets
corresponding to non-mycorrhizal roots with and without Pb and of ten for the sets
consisting of mycorrhizal roots with and without Pb. The number of replicates in the
sets corresponding to the mycorrhizal roots was increased so as to obtain enough
material of the mycelium and spores of the fungus for the subsequent quantitative
elemental analysis (section 2.4). The inverted petri-dishes were incubated at 25°C
in the dark for four weeks.
2.2 Microscopy and intra/extra root colonization

After the 4 week growth period post treatment with Pb, the transformed carrot
roots were carefully extracted from the gel, cleaned by rinsing several times with DI
water, blotted dry and screened microscopically for any adhering mycorrhizal parts.
Sub-samples of the cleaned roots corresponding to each treatment type were
arbitrarily selected for the quantification of root colonization and the rest of the
roots were set aside for elemental analysis (section 2.3). These root sub-samples
were stained according to the method of Vierheilig et al. (1998). Root colonization
was determined using the root segments method (Biermann and Linderman,
1981). Stained roots segments corresponding to each treatment were suspended
in a petri-dish containing DI water and root segments were randomly selected from
the suspension. The root segments were cut in pieces 1 cm in length to facilitate
scanning and were viewed under an optical microscope LEICA DM750 under the
magnification of 40X. Ten root segments were randomly selected per treatment.
The number of root segments containing vesicles, arbuscules and intraradical
mycelium were recorded. Root colonization was quantitatively measured as the

proportion of the total number of root segments with vesicles, arbuscules or
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intraradical mycelium. Mycorrhizal structures such as vesicles, mycelium and
arbuscules were visually identified and quantitatively evaluated as the proportion of
the total number of root segments per treatment.

Photographs of the root segments containing the intraradical mycorrhizal
structures taken with the optical microscope were thereafter analyzed with the
software Leica Application Suite V3. The petri-dishes with the gel medium
containing the extra-radical spores and mycelium were viewed in the stereo
microscope Leica M80 under the magnification of 10X and analyzed for their

dimensions using the aforesaid software.

2.3 Elemental analysis

The cleaned root samples that remained after the sub-set for the microscopic
analysis had been selected, were dried in the oven at 60°C for 48 h. Dried roots
were pulverized and weighed. For the extraction of the extra-radical spores and
mycelium (S/M) the gel medium in each petri-dish was dissolved in DI water and 5
ml of a solution of 10 mM sodium citrate were also added. The dissolved medium
with the S/M was centrifuged at 5000 rpm (Damon IEC HN-SII) and filtered using
previously weighed vinyl filtration discs of mesh size 10um (Spectra/Mesh®). After
several rinses with DI water, the filters with the S/M were dried under the aforesaid
conditions and weighed. The medium of the Control was filtered in a likewise
manner and the filtration disc thereafter dried and weighed to serve as ‘matrix
blank’ for the subsequent analysis. Finally, the pure gel media with and without Pb
spiking (with no cultures grown), were dried and powdered to provide the substrate

concentrations.
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The elemental analysis was done using a pEDXRF spectrometer
(SpectroXepos-lll, Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve, Germany) using
the x-ray Fundamental Parameters analysis routine TurboQuant® (TQ) for
powders. However, the relatively large minimum weight requirement of the method
necessitated the suitable pooling of the experimental replicates resulting in a
maximum of duplicates for the analysis. The samples were spun during the
analysis to enable the homogenization of the particle distributions. The analytical
method incorporating the TQ powder routine had previously been validated for
more than 13 elements of the 3™ to 6" periods of the periodic table using a total of
eight Standard Reference Material® (SRM) powders obtained from the National
Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA). Also, for
plant materials of low sample masses, the analytical methodology had been
previously validated in an independent experiment by cross-laboratory analysis
using independent analytical techniques (Alvarado et al., 2011). Precisions on
primary experimental results were computed as standard errors while the errors of
derived results were calculated using the standard formulae of statistical error
propagation (Mandel, 1984).

Note: pEDXRF is a development in EDXRF instrumentation (Schramm and
Heckel, 1998) since the mid-ninetees and commercial spectrometers have been
sold since the early years of this century. The features consist of the polarization of
the exciting x-ray beam by a combination of Bragg crystal reflectors and Barkla
scatterers and 3D optics whose notable aspect is the orthogonality of the optical
path between the exciting x-ray and the beam of fluoresced x-rays collected at the

detector. These features, amongst others, allow a reduction of the background
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radiation, particularly from Bremmstrahlung, so that higher sensitivities and
resolution of the EDXRF spectra can now be achieved.

3. Results and discussion

3.1 Mycorrhizal root colonization

Fig. 1 shows the stereo-microscopic images of sections of the transformed D.
carota root inoculated with G. intraradices (figures 1A and 1B) as well as the
extraradical S/M in the growth medium (figures 1C and 1D), with and without the
Pb treatments, respectively. The results of the quantitative image analyses are
presented in Tables 1 and 2.

The percentages of root colonization, vesicles, mycelia and arbuscules are
presented in Table 1. Root colonization increased from 48 % in the treatment
without Pb to 62 % in the treatment with Pb. The percentage of structures such as
vesicles and mycelia also increased in the mycorrhizal roots subjected to the
treatment with Pb. Only the percentage of arbuscules showed a reduction in the
treatment with Pb. The values are shown in Table 1.

In the treatments without Pb and with Pb, the number of spores averaged 91
and 79 per cm? respectively in the minimal medium used for the growth. Pb
application affected the total spore number produced by G. intraradices in the
growth medium, decreasing the spore number by 14 %. The area the of the AM
fungal (AMF) spores was also influenced by application of Pb. (N.B. The area
refers to the projected area on the plane of the image, not the 3D surface area). In
contrast to spore number, the area of the spores increased in the treatment with Pb
from 4480 pym? spore in the treatment without Pb to 7000 pym? spore™ in the

treatment with Pb. Table 2 shows the results.
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Both the percentage of vesicles and the area of vesicles increased in the
treatment with Pb (Tables 1 and 2). The mean value for the area in the treatment
without Pb was 0.138 mm? vesicle™, whereas the mean value for treatment with Pb
was 0.161 mm? vesicle™. The aforesaid results show that mycorrhizal colonization
increased in the transformed D. carota L. roots exposed to solubulized Pb at non-
fatally toxic concentrations. The increase of mycorrhizal colonization has been
observed in heavy metal contaminated soils (Wong et al., 2007) and interpreted as
the fungus’s response to the tolerance of the heavy metals (Arriagada et al., 2005).
The increase of vesicle area, vesicle number and intraradical mycelia in
mycorrhizal roots as compared with non-mycorrhizal roots suggests that this
increase might be interpreted as both a mechanism of protection of the host and as
a mechanism of survival of the fungus inside the root. In contrast, it has been
observed that with high doses of Pb, mycorrhizal colonization decreases (Koul et
al, 2001; Andrade et al., 2004; Vogel-Mikus et al., 2005). Therefore, the
concentration of Pb considered in this experiment appears to be within the
tolerance range of the G. intraradices-D. carota L. system studied in this work.

It has been observed that spore germination of AM is inhibited in a medium
with high Pb concentration but when they are transferred to a medium without Pb,
these spores recover their functionality (Pawlowska and Chavat, 2004; Arriagada
et al., 2005). The mechanism of protection of AM spores against heavy metals has
not been sufficiently elucidated. However, the increase of AM spore area observed
in this experiment seems to be responsible for the retention of functionality of AM
spores. Heavy metals tolerant AM fungi have high affinity for heavy metals (Joner

et al., 2000) and their tolerance to heavy metals might be also related to spore
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morphological changes, such as observed in this work for G. intraradices in the
presence of Pb. This aspect is probed further in section 3.2.

The AM spore number is reduced with the addition of Pb. These results agree
with previous studies (Del Val et al., 1999; Andrade et al., 2004; Pawlowska and
Chavat, 2004). Decrease of spore number was not accompanied by a
disappearance of AMF propagules, suggesting a certain adaptation to the medium
with Pb (Del Val et al., 1999). Moreover, a lower spore number in mycorrhizal roots
exposed to Pb in relation to mycorrhizal roots without Pb may be related to a re-
allocation of carbohydrates obtained by AM fungi from transformed roots. The re-
allocation of carbohydrates by the mycorrhizal fungus is supported by previous
authors, who have found a decrease of extra-radical mycelia when heavy metals
are added (Pawlowska and Chavat, 2004).

3.2 Qualitative analysis of mycorrhizal structures vis a vis Pb concentrations in
the medium

Some visual aspects of the AM fungal morphology shown in Fig.1 combined
with the associated quantitative morphological analysis presented in Tables 1 and
2, are striking given the correlation with the elevated concentrations of mobile
aqueous phase Pb ions (Pb?(aq)) present in the medium. In the presence of
Pb?*(aq), the spores and vesicles respond by increasing their size, by changing
color to yellowish-red (spores) or their shape (vesicles). Cellular absorption of HM
ions affects water relations that cause changes in cell wall mechanical properties
such as cell wall extensibility (Poschenrieder and Barceld, 2004). In accordance
with the well-known law of electrostatics in physics, the Coulomb electrostatic

energy between ions (such as Pb*) within the cell would decrease with the
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increase of inter-ionic distance, so that given the fundamental necessity of
reducing this energy, a cellular expansion would be beneficial, with outward
expansion being limited by the elasticity of the cell wall (Poschenrieder and
Barceld, 2004). Hence the increase in spore and vesicle size and vesicle distortion
upon exposure to Pb2+(aq) leads one to hypothesize that a substantial
concentration of Pb might have accumulated within the spores and within the
colonized root with its augmented number of vesicles. This qualitative inference is
substantiated by the quantitative elemental analysis results presented in section
3.3.

Further, it is well known that color change is one of the manifestations of the
change of chemical composition, with HMs showing a high tendency of forming
colored compounds/composites (Bartecki et al., 2000). Fig. 1 shows that the
spores acquire a yellowish-red color when exposed to Pb2+(aq). This color is
characteristic of the Pb(Il)-O bond (Gardner’s commercially important chemicals,
2005) and because previous works assert the binding of Pb(ll) to the carboxyl
groups (Pb-O linkages) of the carbohydrates galactouronic acid and glucuronic
acid in the cell wall of plants (Sharma and Dubey, 2005), the inference that
emerges is that Pb might be substantially acquired at the cell walls of the spore.
Again, this qualitative inference regarding the accumulation of Pb by the spore is
substantiated explicitly by the results of the quantitative elemental analysis (section
3.3). Gonzalez-Guerrero et al (2008) observed a color change of the spores of G.
intraradices to a blue-green when exposed to copper ions (Cu?*(aq)) in the in vitro
culturing medium. They correlated this to the high Cu accumulation in the spores

as experimentally determined by them. The blue-green color they inferred as
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possibly being a signature of the blue-green compound copper phosphate given
the likelihood of the association of Cu with phosphate groups of the cell wall and
vacuole.

3.3 Quantitative elemental analysis

3.3.1 Extraradical spores and mycelium (S/M)

The results of pEDXRF analysis on the concentrations of Fe and Pb in the
spores and the associated external mycelia (S/M) in the growth medium are shown
in Fig. 2. The very low masses of the S/M in the in vitro culture precluded the
detection of the low energy fluoresced x-rays of P. Notwithstanding the shrinking of
the number of replicates by sample pooling (see section 2.3), it will be noted by
means of the statistical t-test analysis (Mandel, 1984), that the concentrations of Fe
in the S/M between the media with and without the Pb treatment differ significantly
at 77.4% confidence level (CL) and correspondingly for Pb at 70.5% CL.

The concentration of Pb?(aq) in the medium dramatically increased the
concentration of Pb in the extra-radical S/M by a factor of 2347.2%. Evidence in
the literature supports the binding of Pb predominantly to the HM binding
components of the cell wall and plasmalemma of the mycorrhizal root (Galli et al.,
1994; Sharma and Dubey, 2005) and plant root cells (Seregin et al., 2002; Zhang
et al., 2010). Thus the concentration would be expected to scale in a proportionate
manner with the increase in surface area of the S/M (greater presentation of sites
for attachment). The observed increase of the areas of the S/M in the present work
(Table 2) in step with the increase in their internal concentration of Pb, appears to
support this HM sequestration mechanism. Further, in analogy with the work of

Gonzalez-Guerrero et al (2008), it had been surmised (section 3.2) that the
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yellowish-red color of the spores on exposure to elevated concentrations of
Pb?*(aq) suggested their internal Pb accumulation. The quantitative concentration
result for Pb presented in fig. 2 confirms this.

Fig. 2 shows however, that the Pb treatment of the medium causes a
reduction of the concentration of Fe in the S/M relative to the non-Pb treated case.
In the gel medium both Fe and Pb are present as the aqueous ions and therefore
would mutually compete for the polar binding sites on the cell walls of the S/M. The
number of Pb ions in the medium (section 2.1.2) is greater than the numbers of Fe
ions (section 2.1.1), hence Pb is likely to out-compete Fe for adsorptive attachment
to the cell wall resulting in a relative decrease in the concentration of Fe in the S/IM
in the Pb treated medium. It bears noting also that because the numbers of the
spores are lower in the Pb treated medium (Table 1) there is a higher proportion of
metal ions per spore than in the Pb-free medium, a fact that serves to enhance the
competition effect.

3.3.2 Colonized and non-colonized root

Fig. 3 shows the elemental concentrations in the colonized and non-colonized
roots as a function of the Pb treatment of the growth medium. Comparing between
the Control (Roots-Gi-Pb) and the Pb treated but non-mycorrhizal roots (Roots-
Gi+Pb) we observe that the introduction of high ambient mobile Pb (as Pb*(aq))
compels the plant to absorb more Pb by a factor of 26.72. This Pb is likely attached
to the cell wall matrix and plasmalemma with their associated polar compounds
(Seregin et al., 2002) with adsorption playing a significant role in the metal binding
(Ginn et al., 2008). However even though the presence of P and Fe added to the

growth medium as standard nutrients is significant, the (Roots-Gi+Pb) system
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evidences diminished P and Fe concentrations by the factors of 0.495 and 0.198
respectively. P is present as orthophosphate ion, H,PO4(aq). The presence of Pb
in the system as free Pb®*(aq) or bound Pb could likely impede the full uptake of P
by precipitation or bonding thereby obstructing its cellular affixation and
subsequent absorption. The precipitating reaction of Pb2+(aq) with soluble
phosphate based soil amendments has been documented (Manecki et al., 2006).
Fe and Pb have been proposed to be ‘chemical analogs’ as far as plant uptake is
concerned (Peer et al., 2005; Dong et al., 1999). Thus the presence of large
concentrations of adsorbed Pb in the root tissue could hamper the normal uptake
of the Fe by competing with the latter for absorption at the cellular surface. This
antagonism is evident if the uptake of both involves to some degree the cationic
forms of the two metals (as noted in section 3.3.1).

Comparing now between the Control and mycorrhizal root in the absence of
Pb (Root+Gi-Pb), Fig. 3 demonstrates that both nutrient elements are elevated in
concentration as well as the non-nutrient Pb, which is present at residual
background levels in the medium. These results for P are in agreement with
previous studies (Koide and Kabir, 2000). The root colonization introduces
mycorrhizal structures (vesicles, arbuscles and mycelia, VAM) that together with
the root cells provide the larger surface area for Pb adsorption (Galli et al., 1994;
Zhang et al., 2010) leading to an increase in the concentration by a factor of 2.28.
However, the larger number of combined cells of the mycorrhized root also provide
a greater facility for the uptake of the nutrient elements so that the concentrations
of P and Fe show increases by factors of 1.37 and 1.45 respectively. This appears

to be a demonstration of the synergistic improvement of root health by mycorrhizal
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innoculation (Li et al., 2006).

Finally, we turn to the case of the root-mycorrhizal system grown in the Pb
treated medium (Roots+Gi+Pb). In this system the presence of high ambient Pb
greatly stimulated the colonization and numbers of almost all mycorrhizal
structures (Table 1). Resultingly, the concentrations of Fe and Pb increase
dramatically but are more moderate for P. The large number of VAM along with the
root cells, afford greatly increased surface area for the adsorption of Pb so that the
increase with respect to the (Roots-Gi+Pb) system is now by a factor of 9.18. This
spontaneous multiplication of the number of the vesicles and mycelia increases the
number of sequestration sites of the mobile Pb?* cations in the apoplast. This
serves to ameliorate the toxic effects of the large ingress of Pb onto the root cells
which otherwise would have resulted in the absence of such multiplication. Such a
multiplication could be the driving response to ambient HM stress by the
mycorrhizal system. This response to high ambient Pb suggests that G.
intraradices is tolerant to Pb contamination — an observation that is consistent with
those of previous authors, who found an increase of Pb in roots colonized by G.
intraradices in comparison with Glomus mosseae (Wong et al., 2007).

The very large number of vesicles and mycelia together with the root cells
would serve to dilute the competition (see 3.3.1) between the Pb and Fe cations
present in the apoplastic fluid so that the absorption of Fe would be greatly
facilitated despite of the large presence of Pb2+(aq). Thus the Fe concentration
increases by a factor of 20.52 in the (Roots+Gi+Pb) as compared to the (Root-
Gi+Pb) system. This shows the synergistic effect of root colonization by the

mycorrhizal fungus in counteracting Pb toxicity and conferring greater Pb stress
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resistance to the root.

The importance of Fe as a nutrient implies that the mycorrhized root has
evolved specific molecular transporters for intracellular absorption so that Fe would
not be restricted as in the case of Pb to mainly superficial cell wall adhesion (Briat
and Lobreaux, 1997). This would imply that the greater number cells of the
symbiotic system (mycorrhizal structures plus root cells) allows volume filling of Fe
within the cells to take place as against surface adsorption, which in turn translates
to a relatively greater number of Fe species absorbed by the Root+Gi+Pb system.
This might play a part in the increase in Fe concentration by 20.52 times whereas
for Pb it is a 9.18 fold increase.

A high level of Fe has been found in roots growing in HM contaminated soils
(Turnau et al., 1993). From an eco-physiological standpoint, this and our results
suggest that mycorrhizal fungi could protect their hosts by increasing Fe levels
inside the roots. In terms of the possible mutual interactions between the Fe and
Pb, it has been found that associations between Pb and Fe-Mn oxides are
relatively stable in soil (Wong et al., 2002), thereby, these same associations may
occur inside the mycorrhizal roots, which could be a factor towards the decrement
of the toxicity by Pb. Dekock (1981) has proposed Fe as an element that alleviates
heavy metal toxicity.

The concentration of P of the (Roots+Gi+PDb) is higher than the (Roots-Gi+PDb)
system by a factor of 2.17 but is lower than the (Roots+Gi-Pb) system by 0.78. The
large number of the combined VAM and root cells, increase the P absorption in the
case of (Roots+Gi+Pb) thereby mitigating somewhat the effect of Pb on the

decrement of P availability (as discussed before). However, the large presence of
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Pb in the medium perhaps cannot be completely nullified leading to the slight
depreciation in P concentration as compared to the (Roots+Gi-Pb) system. This
finding is contrary to previous works that report that the beneficial effect of
mycorrhizal fungi in the presence of Pb is due to the improvement of phosphorus
uptake (Andrade et al., 2004) and that this element may thus act as detoxifying
agent by dilution or precipitation onto polyphosphate granules (Rabie, 2005). While
such reactions are not contra-indicated per se, the results of this work suggest that
Fe rather than P might have a more useful role in the detoxification of Pb in Pb
stressed mycorrhized roots. The observation by Galli et al (1994) that
polyphosphate granules may likely be ‘artifacts of specimen preparation’ rather
than the binding substances for HM sequestration, also appears to support to this
inference.
3.3.3 pEDXRF and the analysis of mycorrhizal spores and mycelium

The elemental analysis for low mass samples and for low atomic number (Z)
elements (in this work, P) is made possible by the improvements, which the
polarization of the primary x-ray beam brings to this bench-top EDXRF system.
This relatively new technique allows a lowering of the scattered photon
background, enabling a higher sensitivity even in non-evacuated systems. This is
particularly beneficial for the lower Z elements important to biological samples
(Perring and Blanc, 2007). The standard-less TQ-powder routine automatically
corrects for matrix effects (Schramm and Heckel, 1998), which would otherwise
have been difficult to achieve for the complex specimens of this work. These
factors couple favorably to the traditional advantages of bench-top EDXRF

compared to other high energy photon spectrometric techniques, although it cannot
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provide spatial elemental mapping. This work represents possibly the first report of
quantitative elemental analysis of small mass mycorrhizal structures such as the
S/M using pEDXRF.

3.4  Phytoremediation potential

Mycorrhizal fungi have been used for the phytoremediation of contaminated
soils. It has been observed that Pb is highly immobilized in mycorrhizal roots
(Vogel-Mikus et al., 2005; Arriagada et al., 2007), thus aiding the phytostabilization
of Pb contaminated soil. As noted in the preceding, the D. carota L. roots
inoculated with G. intraradices absorbed a high level of Pb from the ‘contaminated’
medium as compared to the non-inoculated roots. The efficiency of
phytoremediation is generally quantified by the Bio-concentration Factor (BCF)
defined as the ratio of the concentration of the HM in the organism to its
concentration in the soil/substrate (Reeves and Baker, 2000). The BCF indicates
how well the organism is able to take-up metal from a given concentration in the
environment, per growth cycle. The results for the S/M are shown in Fig. 4. Even
though the S/M in the Pb treated medium had absorbed a higher concentration of
Pb (Fig. 2) its BCF is lower than the value for the case where no Pb had been
applied. The Pb concentration on a dry mass basis for the Pb-spiked medium used
in this work was found to be quite high (3703.22 mg.kg™).

The BCF response of the organism exposed to such high concentrations of
the HM (Pb) follows the expected pattern of diminishing sensitivity, which has been
previously presented as a manifestation of the Le Chatelier-Braun thermodynamic
principle (Dasgupta-Schubert et al., 2007). This general principle (Prigogine and

Defay, 1954) states that a chemical system responds in a way that minimizes the
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applied external forces. Thus at high elemental concentrations of the external
medium the BCF would be expected to be lower than at lower concentrations,
though the point at which the BCF would be < 1.0 (inefficient phytoremediator)
would vary from system to system.

From Fig. 4 it is clear that the extra-radical S/M are poor vehicles of
phytoremediation. The situation changes within the plant (Fig. 5) where the
synergistic enhancement of concentrations as shown in Fig. 3, leads to higher
BCFs in the symbiotic system as compared to the corresponding non-mycorrhizal
roots for all three elements. The case for Pb in the (Root+Gi+Pb) system seems
anomalous given the high concentrations of Pb in this system (Fig. 3) but here
again by the Le Chatelier-Braun principle, the response diminishes to reach below
the value for the (Root+Gi-Pb) system where the ambient (background) Pb
concentration was much lower. The corresponding values for Fe and P in the same
system maintain their relatively high BCF values, again because the external
medium concentrations of these elements (on a dry mass basis) were much lower
than for Pb (146.57mg P.kg™" and 75.33mg Fe.kg” respectively). Thus at high
ambient concentrations of the HM (Pb), mycorrhizal D. carota L. transformed carrot
roots even though capable of sequestering high tissue concentrations of the HM,
are not very efficient at the removal of the HM from the environment. However at
lower concentrations its overall phytoaccumulation efficiency for both toxic and
nutrient elements improves. Future studies for the enhancement of
phytoremediation efficiencies therefore, might envision amplifying the ambit of this
study to include high-accumulating plants coupled with the appropriate mycorrhizal

strain. It is worth mentioning that a calculation of the BCFs of Pb in other
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mycorrhizal-plant systems such as the system used by Zhang et al (2010),
corroborates the expectation (of diminishing returns) based on the universal Le
Chatelier-Braun principle.
4. Conclusions

The increase in the percentage colonization shows the ability of mycorrhizal
fungi to grow in contaminated soils. Pb treatment increased the percentages of
mycorrhizal colonization, vesicles and mycelia, although the number of the spores
decreased. The mycorrhizal system in the Pb spiked medium showed relatively the
highest concentrations of Fe and Pb in the roots and a high concentration of Pb in
the spores and mycelia. The high Fe concentrations of the D. carota-G.
intraradices system under Pb stress, indicates a synergistic relationship between
the AM fungus and the host and the induction of higher Pb tolerance by the fungus
to the host, possibly through higher Fe absorption. Thus, the protective effect of
AM fungi against heavy metal toxicity in roots appears to be based on the number

and size of fungal structures with reduced metabolic activity, such as the vesicles.
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Tables

Table 1: Effect of lead (Pb) on the percentage of mycorrhizal colonization and the
percentage of vesicles, mycelia and arbuscules in transformed carrot roots. The
roots were inoculated with Glomus intraradices and grown in an in vitro system.
%C = Percentage of colonization, %V = Percentage of vesicles, %M = Percentage
of mycelia, %A = Percentage of arbuscules, -M-Pb = Non-mycorrhizal inoculated
treatment without lead (Pb), +M-Pb = inoculated treatment without Pb, +M+Pb =
inoculated treatment with Pb. Data shown are the means with associated standard

errors over the n observations.

Treatments %C %V %M %A

-M-Pb 0.0 0.0 0.0 0.0

+M-Pb 48+15.9 0.3£0.1 (n=3) 83%5.0 (n=3) 50%5.0 (n=3)
(n=3)

+M+Pb 62+10.6 1.3£0.1 (n=3) 9045.0 (n=3) 4745.0 (n=3)
(n=3)
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Table 2: Mean values of the number of AMF spores, area of AMF spores and the
area of the vesicles, as affected by the application of lead. -M-Pb = Non-
mycorrhizal inoculated treatment without lead (Pb), +M-Pb = inoculated treatment
without Pb, +M+Pb= inoculated treatment with Pb. Data shown are the means with

associated standard errors over the n observations.

Treatments AMF spore Area of AMF Area of vesicles

number (spores spores (um? spore” (mm? vesicles™)

cm?) "
-M-Pb 0.0 0.0 0.0
+M-Pb 91+16.4 (n=10) 448041200 (n=4)  0.138+0.01 (n=4)

+M+Pb 79+15.3 (n=16) 70001300 (n=8)  0.161%0.02 (n=8)
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Figure captions

Fig. 1: Optical microscopic images (40X) of the roots (A and B) of transformed D.
carota colonized by the arbuscular mycorrhiza (AM) Glomus intraradices and the
stereo-microscopic images (10X) of the AM spores (C and D) as affected by the
absence (A and C) or presence (B and D) of Pb in the growth medium. The arrows
indicate the vesicles (A and B) and spores (C and D). High ambient Pb
concentration deforms the vesicular shape (B) from the ovoid (A) while extra-
radically, the spores lighten in opacity, change color to yellowish-red and distend

(D) as compared to the spores in the absence of ambient Pb (C).
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Fig. 2. The concentrations of Fe and Pb in the spores and external mycelia in the

growth medium without Pb treatment (unfilled bars, 2-sigma error) and with Pb

treatment (filled bars). (log scale).
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Fig. 3 Elemental concentrations in the in vitro cultures of the D. carota tranformed
roots inoculated with or without the G. intraradices (Gi) and spiked with or without
lead (Pb) leading to the specimens Roots-Gi-Pb (Control) (unfilled), Roots+Gi-Pb
(horizontal lines), Roots-Gi+Pb (vertical dashes) and Roots+Gi+Pb (cross-

hatched). (log scale).
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Fig. 4. Bio-concentration factors (BCF) in the spore and extra radical mycelia

specimens in media with and without Pb. Bar-design identification as in fig. 2.
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Fig. 5. Bio-concentration factors (BCF) for the elements in the different specimens

as described in Fig. 3. Bar-design identification as in fig.3.
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3.2 DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO.

Durante la etapa de crecimiento las condiciones ambientales se
mantuvieron aproximadamente constantes, teniendo una humedad relativa de 56.5
+ 5% y una temperatura de 28 + 1°C. El fotoperiodo fue de 16hrs con una
intensidad de luz de 4400 + 570 lumenes.

Las plantas fertilizadas con NH; presentaron un buen desarrollo, sin
embargo, las plantas nM+Pb+NH4(2) empezaban a presentar hojas secas en la
parte inferior, ademas de presentar un desarrollo radicular menor comparadas con
las NnM-Pb+NH4(1). Las plantas M-Pb+NH4(3) presentaron un mayor tamafio
comparadas con las M+Pb+NH4(4). Figura 13.

Figura 13. Imagenes de plantas de Tagetes erecta crecidas durante 9 semanas y
fertilizadas con NH,4 inoculadas (3 y 4) y sin inocular (1 y 2) con Glomus intrarradices y
con Pb (2y 4)ysin Pb (1y 3). 1) nM-Pb+NH,4, 2) nM+Pb+NH,, 3) M-Pb+NH, y 4)
M+Pb+NH,.
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Las plantas fertilizadas con NO3; también presentaron un buen desarrollo y
crecimiento. Las plantas no micorrizadas y en presencia de Pb (nM+Pb+NO3(2))
son de menor tamafio que las nM-Pb+NO3(1). Las plantas micorrizadas crecieron
satisfactoriamente y presentan unas hojas mas grandes y saludables (M-Pb-
NO3(3)), por otro lado, las plantas M+Pb+NO3(4) son mas grandes y delgadas.
Figura 14.

Figura 13. Imagenes de plantas de Tagetes erecta crecidas durante 9 semanas y
fertilizadas con NO; inoculadas (3 y 4) y sin inocular (1 y 2) con Glomus intrarradices y
con Pb (2y 4)ysin Pb (1y 3). 1) nM-Pb+NO3, 2) nM+Pb+NO3, 3) M-Pb+NO3 y 4)
M+Pb+NOs;.
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La evaluacion del porcentaje de micorrizacion por tincion de las raices y el
analisis al microscopio de las mismas, mostré que, para ambas fuentes de
nitrogeno existio una buena colonizacion, ademas se encontré un aumento en la

cantidad de vesiculas en las raices que crecieron en presencia de Pb (2 y 3).
Figura 14.

Figura 14. Imagenes de raices de plantas de Tagetes erecta crecidas durante 9 semanas
y fertilizadas con NH4 (1 y 2) y NO;(3 y 4) inoculadas con Glomus intrarradices, con Pb (2
y4)ysin Pb (1y 3). 1) M-Pb+NH,4, 2) M+Pb+NH,4, 3) M-Pb+NO3 y 4) M+Pb+NO3.
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Se logro tener porcentajes por encima del 60% de colonizacion en todos los
casos. Por otro lado, existi6 una aparente disminucion en el porcentaje de
colonizacion en la presencia del Pb, esto puede indicar efectos de estrés del

hongo por presencia del Pb. Figura 15.

100

80

60

40

% de Colonizacion

20

L\

M-Pb+NH4 M+Pb+NH4 ::M-Pb+NO3 [ M+Pb+NO3

Figura 15. Porcentaje de colonizacion en plantas de Tagetes erecta, fertilizadas con NH,4
y NO; inoculadas (M) con el HMA Glomus intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con

una N=5.
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El analisis de las muestras de tejido de planta para cuantificar la cantidad
de Pb extraido (Mp), se realizé primero analizando la concentracion de Pb en las
partes aéreas y raices (Cppa Y Cppr) para después calcular la concentracion en la

planta entera (Cp).

La mayor concentracion de Pb se encontrd en las raices (Cpper), comparado
con la concentracion en la parte aérea (Cppa) para todos los tratamientos. No se
aprecio diferencia significativa entre los tratamientos en el Cppa, alcanzando una

concentracion maxima de alrededor de 120ug de Pb/g de materia seca. Figura 16.
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Figura 16. Concentracion de Pb en parte aérea, Cppa de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con un numero de réplicas (N)=5.
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Para el Cppr, los tratamientos micorrizados (M+Pb+NOj, M+Pb+NH,")

presentaron un incremento en la concentracion de Pb comparado con los

tratamientos no micorrizados (NnM+Pb+NO3", nM+Pb+NH,"). Figura 17.
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Figura 17. Concentracion de Pb en parte raiz, Cppr de plantas de Tagetes erecta,

fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

=5.

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con un numero de réplicas (N)

@A09e



CAPITULOB

Al realizar el analisis de la concentracién de Pb en la planta completa (Cp),
los tratamientos fertilizados con NO3; (nM+Pb+NOs3’, M+Pb+NO3") presentaron una
mayor concentracion que los fertilizados con NHs (nM+Pb+NH4*, M+Pb+NH,"),
Figura 18. Esto posiblemente a que el medio formado con esta fuente de
Nitrogeno facilita mas la solubilidad del metal, lo que ayuda a que este mas

biodisponible para ser tomado por las raices de las plantas.
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Figura 18. Concentracion de Pb en planta entera, Cp de plantas de Tagetes
erecta, fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con un numero de réplicas (N)=5.
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El factor de translocacién del metal (TF) es una relacion entre el Cppr ¥
Cpera, la cual indica la capacidad que presenta la planta para transportar el metal
absorbido de las raices hacia la parte aérea. Los valores del TF calculados para
Pb en T. erecta en este experimento fueron mucho menores a 1, lo que nos indica
la poca capacidad de la planta de transportar el Pb hacia la PA, esto debido a que
el Pb no es un metal que tiene una funcion fisioldgica en las plantas por lo cual
carecen de transportadores especificos para ello. Ademas de que no existe una
diferencia marcada entre los diferentes tratamientos, es decir que el transporte no
se ve afectado por las variables de micorrizacion y/o fuente de nitrogeno. Figura
19.
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Figura 19. Factor de translocacion (TF) para Pb de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con un numero de réplicas (N)=5.
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El Factor de Bioconcentracion (BCF) es una relacién que existe entre la
concentracion de metal en la planta completa (Cp) entre la concentracion de metal
en el suelo (Cs). Donde observamos que los tratamientos micorrizados
(M+Pb+NO3, M+Pb+NH,") presentan un mayor BCF comparado con las plantas
no micorrizadas (NM+Pb+NOj3, nM+Pb+NH,"), esto debido a que las plantas
micorrizadas tienen un mayor Cppr. Los tratamientos fertilizados con NO3
(nM+Pb+NO3;, M+Pb+NOj3;) presentan una mayor eficiencia de extraccion
comparado con los tratamientos con NH; (nM+Pb+NH,", M+Pb+NH,"). Figura 20.
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Figura 20. Factor de Bioconcentracion (BCF) de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus
intrarradices, crecidas en macetas de 50g, para una concentracion de Pb en el sustrato

(Cs) de 1000 mg Pb/ kg de sustrato seco, con una N=5.
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La biomasa de las plantas completas (Bp) es representado por el peso seco
de la planta. El analisis de los pesos secos se llevdo a cabo por partes, de los
cuales la biomasa seca de la parte aérea (Bpa) muestra un aumento significativo
en las plantas micorrizadas en ausencia de Pb (M-Pb+NH4) comparadas con los
demas tratamientos fertilizados con NH4. Para las plantas fertilizadas con NOs,
encontramos una disminucion significativa en el peso de todos los tratamientos
comparados con los controles (nM-Pb+NO3), ademas, el tratamiento micorrizado y
con Pb (M+Pb+NO3) presenta el menor peso, esto debido a la toxicidad del Pb ya

que estas plantas fueron las que presentaron el mayor Cp. Figura 21.
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Figura 21. Peso seco de la parte aérea (PSpa) de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con una N=5.
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El peso seco de la parte raiz de las plantas (PSpr) mostré un
comportamiento parecido al del PSpa, de las plantas fertilizadas con NOs, ya que
en las plantas micorrizadas y con Pb, presentan un decremento de peso para
ambas fuentes de nitrégeno, (M+Pb+NH,;, M+Pb+NOs3). Figura 22. Esta

disminucion se relaciona con el aumento de CPpr de estos tratamientos.
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Figura 22. Biomasa seca de la parte raiz (Bpr) de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con una N=5.
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Al analizar la biomasa seca de la planta completa Bp podemos ver que para
los tratamientos fertilizados con NHj, no encontramos diferencias significativas
entre las plantas nM-Pb+NH4, nM+Pb+NH4 y M+Pb+NHy,4, lo que nos indica que no
se ven tan fuertemente afectadas en su desarrollo por la presencia del Pb.
Ademas, las plantas micorrizadas y sin plomo (M-Pb+NH4) son las que tienen una
mayor biomasa, esto debido a los aportes del HMA a estas. En los tratamientos
fertilizados con NOs, las plantas control (nM-Pb+NQO3) son las que presentan una
mayor biomasa lo que nos indica que para esta fuente de nitrégeno el aporte del
HMA no es tan marcado, sin embargo no encontramos diferencia entre los demas

tratamientos. Figura 23.
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Como era de esperarse, conociendo la toxicidad del Pb en las plantas, en el
experimento se pudo observar que existidé una disminucién en el area foliar de las
plantas (AF) debido a la presencia del Pb en los tratamientos. Ademas, que, las
plantas fertilizadas con NH4 sin plomo tienen un area foliar casi igual a la de sus
controles, es decir, que, no presenta diferencia a la presencia de la micorriza, caso
contrario para las plantas con NO3 donde si se observa una disminucion al estar
micorrizadas, esto debido a que el hongo le demanda carb6n a la planta para
crecer, sin embargo esta parece mostrar una menor disminucion cuando esta
presente el Pb, lo que indicaria una posible funcion de proteccion del hongo hacia

la planta por el estrés de la presencia del Pb, Figura 24.
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y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices, crecidas en

macetas de 50g, con una N=5.
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El analisis de la concentracion de Pb soluble presente en las muestras de

lixiviados, no presentd ninguna diferencia significativa entre los tratamientos

nM+Pb+NH4, M+Pb+NH4 y nM+Pb+NOs3. Sin embargo, existe un ligero aumento

de concentracion en el tratamiento M+Pb+NOs3, lo indica una mayor solubilizacion

del metal, ya que este se encuentra en mayor cantidad libre, lo que concuerda con

los resultados de Cp y Mp obtenidos, Figura 25.
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El pH que se monitore6 durante el experimento mantuvo un
comportamiento estable, mostrando un aumento de la alcalinidad para los casos
en donde se tenia la interaccion hongo-Pb para ambas fuentes de nitrégeno (NH4,
NOs), esto debido probablemente a la solubilizacion del Pb, ya que en los demas
casos se mantiene casi constante y uniendo estos resultados con el analisis de las
concentraciones de Pb, es factible pensar que el proceso de solubilizaciéon del Pb,
que esta influenciado por el pH esta directamente relacionado con dicho cambio,
ya que las plantas de tratamiento M+Pb+NO3; son las que presentan mayor Cp y
es donde tenemos mayor pH, Figura 26.
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Figura 26. El pH acumulativo durante el experimento de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con una N=5.
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Finalmente se calculé la cantidad de metal extraido (Mp) el cual es
resultado de la multiplicacion del Cp por la biomasa de la planta (Bp) y este nos
representa los ug de Pb extraidos por la planta, lo que se puede entender como
una eficiencia de fitorremediacion. Las plantas de los tratamientos fertilizados con
NOs3 presentaron un mayor Mp comparadas con las fertilizadas con NHs. Ademas
que las plantas del tratamiento M+Pb+NO; presentan el mayor Mp de todos los
tratamientos, es decir que con fines de fitorremediacion son los que presentan una

mayor eficiencia. Figura 27.
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Figura 27. Cantidad de metal extraido Mp (ug) de plantas de Tagetes erecta,
fertilizadas con NH, y NO; inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices, crecidas en macetas de 50g, con una N=5.
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En resumen, todos los tratamientos mostraron resistencia al estrés por
plomo, lo cual nos indica una buena tolerancia de la planta T. erecta a
concentraciones elevadas (como lo es 1000 ppm). Asi como también del hongo
MA G. intrarradices, ya que a pesar de que la presencia del plomo su porcentaje

de colonizacién es bueno.

Las plantas micorrizadas y fertilizadas con NO3 presentan mayores valores
de Cp, BCF y Mp asi como de pH y concentracion de Pb en lixiviados lo cual nos
lleva a concluir que es el mejor tratamiento con fines de fitorremediacion. Por lo

cual para el siguiente experimento solo utilizaremos esta fuente de nitrogeno.
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3.3 AUMENTO DEL AREA DE CRECIMIENTO.

Durante la etapa de crecimiento las condiciones ambientales se
mantuvieron aproximadamente constantes, teniendo una humedad relativa de
70.98 + 6.49% y una temperatura de 23.38 + 0.5 °C. Ademas de tener un

fotoperiodo de 16hrs con una intensidad de luz de 4400 £ 570 lUmenes.

Las plantas crecidas en macetas de 50g, presentaron un buen desarrollo y
se mostraron saludables hasta que fueron cosechadas, sin embargo, se aprecio
que las plantas nM+Pb(2) empezaban a presentar hojas secas en la parte inferior,
ademas de presentar un menor tamafio comparadas con las que no contenian Pb
nM-Pb(1). Las plantas micorrizadas sin Pb (M-Pb(3)) presentaron un mayor
tamafio comparadas con las M+Pb(4), pero a pesar de esto siguen estando

saludables. Figura 28.

Figura 28. Imagenes de plantas de Tagetes erecta crecidas en macetas de 50g durante 9
semanas Yy fertilizadas con NO; inoculadas (3 y 4) y sin inocular (1y 2) con Glomus
intrarradices y con Pb (2 'y 4)y sin Pb (1y 3). 1) nM-Pb, 2) nM+Pb, 3) M-Pb y 4) M+Pb.
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Las plantas crecidas en macetas de 135g, se desarrollaron bien y se
mostraron saludables durante el periodo de crecimiento. Las plantas nM+Pb(2) no
presentaron grandes diferencias con las plantas nM-Pb(1). Las plantas

micorrizadas sin Pb (M-Pb(3)) presentaron un mayor tamafio comparadas con

todos las plantas M+Pb(4). Figura 29.

Figura 29. Imagenes de plantas de Tagetes erecta crecidas en macetas de 135g durante
9 semanas y fertilizadas con NO3 inoculadas (3 y 4) y sin inocular (1y 2) con Glomus
intrarradices y con Pb (2 'y 4) y sin Pb (1y 3). 1) nM-Pb, 2) nM+Pb, 3) M-Pb y 4) M+Pb.
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Al comparar las plantas crecidas en macetas de 50g con las de 135g, vimos
claramente que estas ultimas tienen un mejor desarrollo en cuanto a tamaro,

tenian tallos mas gruesos y presentaron un mayor desarrollo radicular.

El analisis del volumen de raiz de los diferentes tratamientos en macetas de
50g, presentd una disminucion en los tratamientos nM+Pb, M-Pb y M+Pb
comparado con nM-Pb, lo que nos indica un efecto en el desarrollo por la
presencia de la micorriza tanto como del Pb. En las plantas crecidas en 135g, se
observa un claro aporte de la micorriza en las plantas M+Pb las cuales tienen un
mayor volumen que las controles nM-Pb. En cuanto a las plantas nM y M en
presencia de Pb, presentan disminucion significativa en su volumen radical.
Figura 30.
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Figura 30. Volumen de raiz de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin inocular (M,
nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (hM-Pb, nM+Pb, M-Pb,
M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N = 3.
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La longitud de las raices en las plantas crecidas en las macetas de 50g,
muostro un incremento en las plantas M+Pb comparadas con las nM-Pb del
36.89%. Para las plantas crecidas en macetas de 135g, se observo que las
plantas nM-Pb presentan una mayor longitud radicular comparada con las nM+Pb,
sin embargo, cuando las plantas se encuentran micorrizadas M-Pb y M+Pb se
presentd un aumento en su longitud, el cual se ve disminuido por la presencia de

Pb para todos los tratamientos, Figura 31.
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Figura 31. Longitud de la raiz de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin inocular (M,
nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (hM-Pb, nM+Pb, M-Pb,
M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N = 3.
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La evaluacion del porcentaje de micorrizacion por tincion de las raices y el
analisis al microscopio de las mismas, mostro que, existié una buena colonizacion.
Por otro lado, existié un aumento en el numero de vesiculas a la presencia del Pb,

esto puede indicar efectos de estrés del hongo por presencia del Pb, Figura 32 y
33.

Figura 32. Micrografias de raices tefidas de plantas de Tagetes erecta inoculadas (M)
con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (M-Pb (1), M+Pb(2)) y en
135g (M-Pb(3), M+Pb(4)), con un numero de réplicas, N = 3.
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Figura 33. Porcentaje de colonizacion de raices tefiidas de plantas de Tagetes erecta
inoculadas (M) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (M-Pb,
M+Pb) y en 135g (M-Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N = 3.

A26H



CAPITULOB

El analisis de las muestras de tejido de planta crecidas en macetas de 50g y
en 135g para cuantificar la cantidad de Pb extraido (Mp), se realiz6 primero
midiendo la concentracion de Pb en las partes aéreas y raices (Cppa Y Cper) para
después calcular la concentracion en la planta entera (Cp).

El Cppa de las plantas crecidas en 50g M+Pb presenta un ligero incremento
comparado con las plantas nM+Pb, el cual estan pequefo apenas del 5.5% que
no se puede decir que exista un aporte por parte del hongo para dicho
comportamiento. Mientras que en las plantas crecidas en 135g, las plantas nM+Pb
tienen hasta un 22.7% mas Cppa que las M+PDb. El efecto del aumento de sustrato
sobre Cppa €s claramente beneficioso logrando un aumento del 146.16% para las
plantas nM y del 90% para las M, siendo las nM+Pb las que presentan la mayor
concentracion de 79.61ug por g de materia seca de parte aérea. Figura 34.
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Figura 34. Concentracion de Pb en parte aérea, Cppa de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices, crecidas en macetas
de 50g (nM+Pb, M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), cada barra representa la mezcla de 3

plantas de cada tratamiento.
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En las macetas de 50g el CPpr, encontramos que las plantas nM+Pb
presentan una mayor concentracion que las plantas M+Pb, dicho incremento
representa un 29.31% mas de Pb por g de materia seca. Y en las macetas de
135¢, el aumento fue del 14.2% entre las nM+Pb y M+Pb. La comparacion entre
los tamafos de maceta muestra un incremento para las plantas crecidas en las
macetas de 135g, del 77.33% para las nM+Pb y del 100.79% en las M+Pb.
Siendo las nM+Pb las de mayor concentracién con 1552.19ug por g de materia
seca de raiz. Figura 35.
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Figura 35. Concentracion de Pb en parte raiz, Cppr de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g (nM+Pb, M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), cada barra representa la mezcla de 3

plantas de cada tratamiento.
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La concentracion de Pb en la planta completa, Cpiotal calculada con los Cppa
y Cper, para las plantas crecidas en 50g, encontramos que las plantas nM+Pb
presentan un 41.066% de Pb mas que las plantas M+Pb. Para las plantas crecidas
en 135g, el incremento de concentracion de las plantas nM+Pb es apenas del
6.69% comparado con las M+Pb. La comparacion entre los tamafios de maceta
muestra un claro aumento en la las macetas de 135g y la disminucion de la
diferencia entre los tratamientos nM y M para estas, el cual es mas marcado en las
de 50g. Figura 36.
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Figura 36. Concentracion de Pb en plantas entera Cpy de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g (nM+Pb, M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), cada barra representa la mezcla de 3

plantas de cada tratamiento.
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El factor de translocacién indica la capacidad que presenta la planta para
poder transportar el Pb de las raices a la parte aérea, para el caso de las plantas
crecidas en macetas de 50g, las plantas M+Pb, tienen un TF mayor en 36.44%
con respecto a las plantas nM+Pb, para las plantas crecidas en 135g,
encontramos un comportamiento diferente, ya que las plantas M+Pb tiene un TF
un poco menor a las nM+Pb. Al hacer la comparacion entre los dos sistemas, se
puede ver como las plantas M+Pb, nM+Pb y M+Pb, tiene un TF aproximadamente
igual. Pero aun asi en ambos casos el valor de factor es muy pequefio como para

ser considerado como posibilidad de fitoextraccion. Figura 37.
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Figura 37. El factor de translocacion TF de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin
inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (hnM+Pb,
M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), cada barra representa la mezcla de 3 plantas de cada

tratamiento.
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El factor de bioconcentracion BCF de las plantas crecidas nM+Pb fue
41.06% mayor que el de las M+Pb. Para las plantas crecidas en 135g
encontramos un aumento comparando con las de 50gr, y una pequeia
disminucién entre las plantas nM+Pb y M+P. Lo que nos indica una mayor
capacidad de capturar metal del suelo cuando las plantas crecen en un volumen

mayor de sustrato. Figura 38.
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Figura 38. EL factor de bioconcentracion BCF de plantas de Tagetes erecta inoculadas y
sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g
(nM+Pb, M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), cada barra representa la mezcla de 3 plantas

de cada tratamiento.
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La comparacion de la biomasa seca de la parte aérea Bpa de las plantas
crecidas en macetas de 50g y las de 135g, muestra un mayor crecimiento en las
plantas M-Pb que los demas tratamientos de ambos sistemas. Ademas de un
incremento del 68.25% con las plantas M-Pb, lo que indica claramente que al
aumento de area de crecimiento las micorrizas se desarrollan mejor y aportan
mayores beneficios a las plantas. Por otro lado para el sistema de 50g vemos que
existe una clara disminucidon en las plantas nM+Pb comparadas con las nM-Pb,
esto debido a la toxicidad del Pb. pero para el caso de las plantas micorizadas
esta disminucion no es significativa. Caso contrario a las plantas del sistema de
135¢, las cuales por tener un mejor espacio de desarrollo las diferencias por la

toxicidad por el Pb son mas marcadas. Figura 39.
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Figura 39. Biomasa seca de la parte aérea Bps de plantas de Tagetes erecta inoculadas
y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (nM-
Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de

réplicas, N = 3.
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En cuanto al Bpr de las plantas crecidas en macetas de 50g, encontramos
una disminucién en los tratamientos nM+Pb, M-Pb y M+Pb comparado con nM-Pb,
y en las plantas crecidas en 135g podemos observar como la mayor cantidad de
sustrato ayuda a un mejor desarrollo del sistema radicular de la plantas,
comparadas con las de 50g, ademas de un claro efecto de disminucién por la
presencia de Pb. Figura 40.
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Figura 40. Biomasa seca de las raices Bpg de plantas de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un

numero de réplicas, N = 3.
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En cuanto la Bp para los plantas crecidas en 50g, las plantas nM presentan
una disminucion en su biomasa hasta de 35.95% en presencia de Pb (nM+Pb),
mientras que en las plantas M, no encontramos diferencia. Las plantas crecidas en
135g muestran un mejor desarrollo que las macetas con 50g. La disminucion por
la toxicidad del Pb es mas evidente en este sistema, pero aun asi, se logra un
crecimiento igual o mayor que en el sistema de 50g. Figura 41.

1.6

1.4

1.2

0.8

Bp (g de masa seca)

0.6

0.2

O nM-Pb EnM+Pb EM-Pb m M+Pb
OnM-Pb EnM+Pb N M-Pb MW M+Pb

Figura 41. Biomasa de la planta Bp de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin
inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (nM-Pb,
nM+Pb, M-Pb, M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de

réplicas, N = 3.
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El area foliar presenta un comportamiento muy interesante, mientras que en
las plantas crecidas en macetas de 50g, se aprecia una disminucioén del 28% de
los tratamientos nM+Pb, M-Pb y M+Pb, comparados con las nM-Pb. En las plantas
crecidas en macetas de 135g, la disminucién del AF entre las plantas nM-Pb y las
nM+Pb es del 62% y con las plantas M-Pb y M+Pb es de 50%, entre estas ultimas
no existe diferencia, lo que indica que la micorriza ayuda a aminorar la

disminucién. Figura 42.
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Figura 42. El aérea foliar AF (cm?) de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin inocular
(M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (nM-Pb, nM+Pb,
M-Pb, M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N =

3.
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La concentraciéon de Pb en los lixiviados de las plantas nos muestra la
concentracion de Pb soluble que se pierde por riego durante el experimento. Para
el sistema de 50g, encontramos una concentracion mayor para las planas M+Pb
que en las nM+Pb. para el caso de las macetas de 135g, tenemos exactamente lo
contrario siendo la concentracion M+Pb la mas pequefia de todos los tratamientos
en ambos sistemas, lo cual puede explicar porque el valor de Mp fue menor para
este tratamiento ya que pudo existir menos Pb soluble en el sistema. Figura 43.
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Figura 43. Concentracion de Pb en los lixiviados de riego de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g (nM+Pb, M+Pb) y en 135g (nM+Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N = 3.
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El pH acumulativo durante el crecimiento de las plantas se mantuvo
practicamente constante. ElI comportamiento para ambos sistemas fue
practicamente igual, encontrando un aumento en el pH para todos los tratamientos
que contienen Pb (nM+Pb, M+Pb, nM+Pb y M+Pb). Figura 44.
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Figura 44. El pH acumulativo durante el crecimiento de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un

numero de réplicas, N = 3.
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El analisis de la concentracion de Pb en la solucién sulfactante proveniente
del lavado de las raices de las plantas crecidas en macetas de 50g, nos muestra
la concentracion de Pb desorbida. Se puede ver que la concentracion de Pb es
mayor para las plantas . Figura 45.
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Figura 45. Concentracion de Pb en la solucién sulfactante utilizada para el lavado de
raices de plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus

intrarradices crecidas en macetas de 50g (hnM+Pb, M+Pb), N = 3.
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La comparacion del Cppr de las plantas crecidas en macetas de 50g, sin
tratar y tratadas con una solucién sulfactante (ver capitulo 2c), nos ayuda a
cuantificar la cantidad de metal absorbido y el adsorbido en las raices. En las
plantas nM encontramos que la concentracion de las plantas sin tratar (nM+Pb) es
72.12% mayor que en las tratadas (nM-Pb) y en las plantas M es un 28.54%
mayor en las sin tratar (M+Pb) que las tratadas (IVi+Pb). Lo que nos indica que las
plantas M presentan mayor cantidad metal absorbido, es decir, una afinidad 2.53
mayor que las plantas nM. Figura 46.
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Figura 46. Concentracion de Pb en las raices Cppr de plantas de Tagetes erecta
inoculadas y sin inocular (M, nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas
de 50g, tratadas (nM+Pb, M+Pb) y sin tratar (nM+Pb, M+Pb) con solucion sulfactante,

cada barra representa la mezcla de 3 plantas de cada tratamiento.
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La cantidad de metal extraido (Mp) en las macetas de 50g fue un 33.0%
mayor en las plantas nM+Pb que en las plantas M+Pb, sin embargo, hubo un gran
aumento de este cuando las plantas crecieron en macetas de 135g, casi del 100%
para ambos casos, siendo las plantas nM+Pb las que removieron una mayor

cantidad de Pb alcanzando los 1860ug de Pb. Figura 47.
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Figura 47. Mp en ug de Pb por plantas de Tagetes erecta inoculadas y sin inocular (M,
nM) con el HMA Glomus intrarradices crecidas en macetas de 50g (hM-Pb, nM+Pb, M-Pb,
M+Pb) y en 135g (nM-Pb, nM+Pb, M-Pb, M+Pb), con un numero de réplicas, N = 3.
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4.1 IN VITROX

El porcentaje de colonizacidén en las raices aument6 del 48% (tratamiento
sin plomo) al 62% cuando se trataron con plomo. El porcentaje de estructuras
tales como vesiculas y micelio también aumenté en las raices micorrizadas

tratadas con Pb. No asi el porcentaje de arbusculos el cual mostro una reduccion.

La aplicacién de Pb afectdé el numero de esporas total producido por G.
intraradices en el medio de cultivo, disminuyéndolas en un 14%. El tamano de las
esporas, también fue influenciada por la aplicacién de Pb. En contraste con el
numero de esporas, el area de las esporas aumento con el tratamiento con Pb de
4480 um?esporas™ en el tratamiento sin Pb a 7000 um?esporas™ en el tratamiento
con Pb.

El aumento de la micorrizacion se ha observado en suelos contaminados
por metales pesados (Wong et al., 2007) y se interpreta como la tolerancia del
hongo a metales pesados (Arriagada et al., 2005). El aumento del numero y del
area de las vesiculas, asi como del micelio podria interpretarse como mecanismo

de proteccién y/o de supervivencia del hongo dentro de la raiz.

El mecanismo de proteccion de las esporas contra los metales pesados no
ha sido suficientemente aclarado. Sin embargo, el aumento del area de las
esporas parece tener relacion con la retencion del Pb. Los HMA tolerantes a
metales pesados tienen una alta afinidad por los metales pesados (Joner et al.,
2000).

En presencia de Pb2+(aq), las esporas y las vesiculas responden
aumentando su tamafio, cambiando de color a amarillo-rojo (esporas) o su forma
(vesiculas). Esto nos lleva a la hipotesis de que una importante concentracion de
Pb se haya acumulado dentro de las esporas y dentro de raices colonizadas.
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Ademas, es bien sabido que el cambio de color es una de las manifestaciones del
cambio de composicion quimica (Bartecki et al., 2000). Las esporas adquieren un
color rojo amarillento cuando se expone al Pb?*(aq). Este color es caracteristico de
la Pb(Il)-O (Gardner, 2005) y trabajos previos reportan la unién de Pb(ll) a los
grupos carboxilo del acido galactoronico entre otros compuestos de la pared
celular de las plantas (Sharma y Dubey, 2005), por lo cual el Pb podria ser
sustancialmente fijado en las paredes celulares de la espora. Gonzalez-Guerrero
et al (2008) observaron un cambio de color de las esporas de G. intraradices a un
azul-verdoso cuando se expone a los iones de cobre (Cu?*(aq)) en el medio de

cultivo in vitro. Se correlaciona esto a la alta acumulacion de Cu en las esporas.

El aumento del porcentaje de colonizacion muestra la capacidad de los
hongos micorricicos para crecer en suelos contaminados con Pb. El sistema de
micorrizas en medio contaminado con Pb mostré altas concentraciones de Fe y Pb
en las raices y una alta concentracion de Pb en las esporas y micelio. Las altas
concentraciones de Fe en el sistema D. carota-G.vintraradices en condiciones de
estrés por Pb, indica una relacion sinérgica entre el HMA y el huésped, y una
posible mayor tolerancia al Pb por el hongo a través de una mayor absorcion de
Fe. Por lo tanto, el efecto protector de los HMA frente a la toxicidad de metales
pesados en las raices parece estar basado en el numero y tamano de las

estructuras del hongo con actividad metabdlica reducida, como las vesiculas.
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4.2[FUENTES DE NITROGENO®

A pesar que las plantas fertilizadas con NH4 crecieron bien y no presentaron
grandes sintomas de toxicidad por la presencia de Pb, las plantas fertilizadas con
NO3; se muestran mas sanas, lo que puede indicar que estas lograron tener una

mayor resistencia o tolerancia al Pb.

La aparicidn de hojas secas en las plantas pudo deberse a los sintomas de
estrés, posiblemente indica que existid6 un transporte de Pb hacia las partes
aéreas y esto empezo a interferir en las funciones fisiologicas de la planta, como la
produccion de clorofila entre otras. (Sharma y Dubey, 2005).

El analisis de la colonizacidn en los tratamientos inoculados nos mostré un
interesante aumento en cuanto al numero de estructuras internas del hongo, como
vesiculas, cuando las plantas se encontraban en presencia de Pb,
comportamiento similar ha sido visto para el caso de cobre en el mismo sistema
simbidtico Tagetes erecta-Glomus intrarradices (Castillo et al; 2011), y ademas ya
se ha reportado para otros metales en otras plantas y HMA. Los analisis
realizados mostraron una posible relacion entre la cantidad de metal absorbido y el
aumento de las vesiculas, una hipotesis al respecto puede ser que se trate de una
respuesta natural a la toxicidad por parte del HMA y que una forma de respuesta
al estrés sea generar mayor numero de vesiculas, las cuales son estructuras de
reserva. Dicho aumento a su vez, ayuda a la acumulacion de metales pesados ya
que estos pueden quedar adheridos en las paredes de las vesiculas, lo anterior
recientemente reportado mediante un analisis con microscopio electréonico de

transmision (TEM) en raices de Z. mays inoculadas con HMA (Zhang et al 2010).

Las plantas fertilizadas con NH; presentaron incrementos en las
concentraciones de Pb tanto en las raices (PR) y en las partes aéreas (PA)
cuando las plantas se encontraban inoculadas con HMA Glomus intrarradices, lo
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que indica que el hongo ayuda a acumular mayor cantidad de plomo a las plantas
en sus diferentes partes. Por otro lado, las plantas fertilizadas con NOj3; no
micorrizadas (nM) presentan un mayor Cppa comparado con las M, pero en las
raices se presenta un comportamiento contrario, es decir que las plantas
fertilizadas con NOj3; y micorrizadas presentaron un mayor Cppgr, teniendo un
incremento en el Cppr del 26% comparado con las plantas nM. Esto nos indica
que la inoculacion con el HMA Glomus intrarradices ayuda al aumento de la
acumulacion de Pb en las partes de la planta para las dos fuentes de nitrégeno
NH4 y NOs, sin embargo, aunque las plantas micorrizadas y fertilizadas con NHy4
presentan aumenté en los Cppr Yy Cppa, comparando con los controles no
micorrizados y mayor Cppa que las plantas micorrizadas vy fertilizadas con NOg, las
plantas del tratamiento M+Pb+NO3; son las que presentan el mayor Cppr y por
consecuencia un mayor Cp en la planta entera, lo que indica que son las plantas

que tienen mayor concentracion de Pb en sus tejidos.

La capacidad que tenga o presente una planta para acumular los metales
pesados en su parte aérea se mide o expresa mediante el factor de translocacion
(TF). Dicho factor es muy importante ya que este nos indica la capacidad que tiene
una planta para ser utilizada en las subtecnologias de la fitorremediacion utilizadas
para el caso de suelos contaminados por metales pesados que son la
Fitoextraccion y la Fitoestabilizacion. Los resultados obtenidos nos indican que la
plantas Tagetes erecta no son capaces de transportar y acumular el Pb en sus
partes aéreas, ya que los valores de TF obtenidos son muy bajos ya que estan por
debajo de 1, esto independientemente de la fuente de nitrogeno utilizada o si
estan micorrizadas, por todo lo anterior, se puede ver que Tagetes erecta no sirve
para ser utilizada como planta fitoextractora de Pb, sin embargo, los valores de Pb
acumulados en sus raices son buenos y nos indica que si puede servir como una
planta fitoestabilizadora de Pb y cuando esta se encuentra micorrizada y fertilizada

con NOj3 sus valores de Pb inmovilizado son mayores.

Una forma de medir el desarrollo de las plantas puede ser a través del area

foliar, la cual, en todos los tratamientos que crecieron en presencia de Pb se
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aprecia una reduccion del area, lo cual, era de esperarse ya que el Pb no es un
elemento esencial para el crecimiento de las plantas si no un elemento toxico que
afecta el crecimiento. Sin embargo, las plantas micorrizadas muestran una menor
disminucién por la presencia del Pb comparadas las plantas no-micorrizadas, lo
cual indica que la presencia del HMA ayuda a tolerar mejor el estrés por el Pb a
las plantas, ademas, cuando se encuentran fertilizadas con NO3 la disminucién es
mucho menor, es decir que las plantas se lograron seguir desarrollando a pesar de
la toxicidad del Pb, lo cual es muy importante para los fines de la fitorremediacion.
Esto se puede relacionar con la cantidad de biomasa de las plantas Bp, donde
vimos que de las plantas fertilizadas con NHs del tratamiento compuesto por
plantas micorrizadas sin Pb, (M-Pb+NH,), fueron las que presentaron mayor
biomasa esto por los aportes que le da el hongo a la planta, que claramente le
ayudan a mejorar su desarrollo. Para el caso de las plantas fertilizadas con NOs,
las plantas que generan mayor biomasa son las control sin micorriza y Pb (nM-
Pb+NO3) esto indica que la planta crece mejor con esta fuente de nitrégeno, existe
una disminucién en la Bp cuando las plantas crecen en presencia de Pb debido a
la toxicidad de este, y para el caso de las micorizadas sin plomo (M-Pb+NO3) la
disminucién se puede explicar por la demanda de carbon de parte del HMA a la
planta.

La concentracion de Pb en los lixiviados no presentd ninguna diferencia
significativa entre los tratamientos nM+Pb+NH4, M+Pb+NH4 y nM+Pb+NO3 lo que
puede indicar que la cantidad soluble en el medio es aproximadamente igual para
estos tratamientos. Sin embargo, existe un ligero aumento de concentracion en el
tratamiento M+Pb+NOQOs, lo indica una mayor solubilizacion del metal, y que este se
encuentra en mayor cantidad libre y por consiguiente esta mas disponible para ser
tomado por las plantas, lo que concuerda con los resultados de mayor Cp para

este tratamiento.

La concentracion de Pb soluble presente en las muestras de lixiviados, esta
muy relacionada con el pH, y este es un factor importante en la fitorremediacion

que cobra mucha relevancia en la aplicacion de esta tecnologia ya que los metales
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pesados deben encontrarse en forma soluble para ser tomados por las plantas, lo
cual es una de las principales limitantes o retos a los que se enfrenta la
fitorremediacion de suelos contaminados por metales pesados.

Los datos de pH durante el experimento muestran un cambio significativo
de este cuando se presenta la interaccion de las variables micorriza y Pb para
ambas fuentes de nitrogeno, siendo el mayor para las plantas M+Pb+NOs,
recordemos que el compuesto utilizado como fuente de Pb, es un acido doble que
es poco soluble, ampliamente utilizado en la industria metal mecanica por sus
propiedades anticorrosivas y nos ayuda a representar mejor las condiciones reales
en las que se encuentra el Pb en los sitios contaminados. Otra caracteristica
importante es que tiene propiedades anfotericas, es decir que se puede disociar
tanto en pH acido, como basico, lo cual dado los resultados de la medicion del pH
y la concentraciéon de Pb presente en los lixiviados nos indica que debido a la
interacciéon micorriza NOs3, se logré solubilizar una mayor cantidad de Pb, esto
puede deberse a los acidos organicos de bajo peso molecular, entre otros
compuestos exudados por las raices de las plantas y las hifas de la micorriza, que
es un mecanismo natural para solubilizar nutrientes. Todo esto ayudo a que el Pb
estuviera mas disponible para ser tomado por la planta, lo cual se relaciona y
explica por qué las plantas del tratamiento M+Pb+NOs3 son las que presentan una

mayor concentracion de Pb en sus tejidos de raiz.

La cantidad de metal extraido (Mp) por las plantas fertilizadas con NH4 fue
menor que el de las plantas fertilizadas con NOs. La inoculacion con el HMA para
las plantas fertilizadas con NH4, muestra un ligero decremento en la cantidad de
metal extraido, lo que puede ser indicativo de un papel de proteccién del hongo
sirviendo como una especie de barrera que no permite el paso y/o acumulacién de
Pb. Caso contrario para las plantas fertilizadas con NOs;, en las cuales al estar
micorrizadas se tiene un aumento de metal extraido, siendo este el valor maximo
de 1200ug alcanzado por las plantas de este tratamiento. Este valor es el de
mayor importancia para los trabajos de fitorremediacion ya que indica la cantidad
de metal que puede ser removido por una planta en funcion de su biomasa (Bp),
por lo cual para el caso de este sistema y para los fines de la tecnologia de
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fitorremediacion resulta mas recomendable fertilizar con NOjs; y utilizar la
inoculacién con el HMA Glomus intrarradices ya que con este tratamiento se logra
la mayor extraccion de Pb a las condiciones ambientales en las que se realizo el

experimento.

Todos los resultados obtenidos indican que la planta Tagetes erecta, es
resistente y capaz de crecer satisfactoriamente en suelos contaminados con Pb,
ademas de mostrar una buena capacidad de acumular el Pb en sus raices. La
fuente de nitrégeno que mostro ser mas fue el NO3 ya que fue la que ayudo mas
para la solubilidad del Pb. Ademas que la utlizacion del HMA Glomus
intrarradices, ayuda a aumentar la acumulacion de Pb en estas condiciones
ambientales, esto debido a que la micorriza aumenta el area superficial de las
raices, ademas de ayudar a la solubilizacion mediante los compuestos exudados
por las hifas. Por lo cual surgido el interés de aumentar dicha acumulacién,
aumentando el volumen de sustrato y comparar el desarrollo asi como la cantidad

de Pb extraido por plantas crecidas en 50g y en 135gr.
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4.3WOLUMENES DE SUSTRATO[

A pesar de que la concentracion de Pb en los tratamientos fue alta
(1000mg/kg) las plantas no presentaron grandes sintomas de toxicidad, como
podria ser la inhibicion severa de crecimiento, la aparicion de necrosis o la muerte,
entre otros sintomas que se pueden presentar cuando el Pb entra a las células

segun lo reportado por Burton et al., en 1984.

Las plantas crecidas en 135g de sustrato tuvieron un mejor desarrollo en
todos los aspectos comparadas con las crecidas en 50g. Esto debido a que el
aumento de volumen de sustrato permiti6 un mejor desarrollo radicular lo cual
claramente beneficio el crecimiento de las plantas. Todas las plantas micorrizadas
independientemente del volumen del sustrato en que crecieron presentan un
aumento en su desarrollo comparadas con las no micorrizadas, debido a los
aportes conocidos del HMA, como es la captacion de agua y nutrientes. Por otro
lado cuando estas se encuentran en presencia del Pb, pareciera que puede
ayudar también en la proteccion de la toxicidad, sirviendo como proteccién para la
planta no dejando entrar el Pb a estas y dejandolo inmovilizado en sus estructuras

como son los micelios y vesiculas.

Al analizar las imagenes se vio una posible modificando de la estructura
radical de las plantas crecidas en presencia de Pb, esto puede ser una respuesta
a la toxicidad del Pb que afecta el desarrollo de estas y/o que tratan de disminuir la
absorcion del Pb, haciendo que la generacion de pelos y raices secundarias sea
menor y aumentando la longitud de la raiz principal. Esto se puede relacionar con
los reportes en los cuales se indica que el plomo causa inhibicion en el desarrollo
de las raices como uno de sus primeros efectos de toxicidad. (P. Sharma y R. S.
Dubey; 2005). Lo anterior se pudo constatar con las mediciones de longitud y del
volumen de las raices. Las plantas crecidas en macetas de 50g cuando no estan

micorrizadas presentan una disminucion en su longitud y volumen en presencia de
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Pb, esto por la toxicidad del metal que inhibe el crecimiento de estas, pero cuando
se encuentran micorrizadas se presenta un aumento en la longitud y no presentan
cambio en el volumen lo que indica un papel importante del HMA ayudando a
tolerar mejor el estrés. En las plantas crecidas en 135g se tuvo un mejor desarrollo
radicular por el aumento de volumen comparado con las de 50g, ademas de que
las diferencias en longitud y volumen por efecto de la toxicidad del Pb fueron mas
marcadas. Sin embargo, cuando las plantas estan micorrizadas se logra aumentar
la longitud por encima de los controles y ademas la disminucién de esta por la
toxicidad del Pb es menor, todo esto nos indica que la inoculacién con el HMA
Glomus intrarradices a la planta Tagetes erecta, ayuda a tolerar la toxicidad de Pb
permitiéndole crecer por encima de las plantas no micorrizadas, lo cual para fines
de fitorremediaciéon es muy importante ya que se necesitan plantas que sean
capaces de crecer y desarrollarse bien en presencia de metales pesado para

poder ser una opcion viable para la aplicacién de estas en suelos contaminados.

La colonizacion de las raices de plantas de Tagetes erecta por el HMA
Glomus intrarradices fue alrededor del 70% y se volvid a ver el aumento en el
numero de estructuras internas del hongo, (vesiculas) lo cual confirma los
resultados del experimento anterior de que cuando las plantas inoculadas crecen
en presencia de Pb, el aumento de estas es muy claro, lo que tal como muestran
los reportes puede ayudar a aumentar la cantidad de Pb atrapado en las raices, ya
que estas presentan una gran afinidad para que el Pb se quede adherido a sus
paredes.

La concentracion de Pb en las plantas Cp es mucho mayor en las raices
que en las partes aéreas de todos los tratamientos. Cuando las plantas crecen en
macetas de 50g las concentraciones de Pb en las raices Cppr, SONn menores que
cuando se crecen en macetas de 135g, ya que estas presentan un aumento hasta
del 100% en el caso de las nM+Pb comparadas con las mismas plantas crecidas
en 50g, esto muestra claramente que al aumentar la cantidad de volumen de
sustrato disponible para el crecimiento de las plantas, se logra incrementar de una

manera muy importante la cantidad de plomo atrapado en las raices, ya que al
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existir un mayor espacio para desarrollarse, estas estan en contacto con una
mayor cantidad de Pb, es decir que se aumenta el area de contacto. Las plantas
no micorrizadas fueron las que presentaron los mayores valores de Cppr esto
puede deberse posiblemente a que las condiciones ambientales de humedad y
temperatura durante el experimento, afectaron la absorcién de Pb por las raices
de las plantas micorrizadas, ya que la humedad fue muy alta (cercana al 80%) y
esto afecta la transpiracion y el potencial del agua, debido que las plantas se
mantuvieron con riego diario para asegurar capacidad de campo, el gradiente
hidrico fue bajo; ademas, la temperatura fue mas baja (23°C) lo cual se sabe que
afecta la difusibn de las moléculas, estos dos factores pueden ser los
responsables que el transporte y absorcion en las plantas micorrizadas fuera
menor ya que se sabe que las micorrizas ayudan a meter mas agua a las plantas
lo cual disminuyo aun mas el gradiente de transferencia de agua de la planta al

ambiente y con esto el transporte de Pb a las raices.

La concentracion de Pb en las partes aéreas Cppa, también mostro un
efecto positivo con el aumento de volumen de sustrato, con un incremento también
del 100% para las plantas crecidas de 1359, esto debido a que aumento de Pb en
la raiz provoca que exista un mayor transporte a parte aérea, sin embargo al no
existir transportadores especificos para Pb, este transporte se da por el gradiente
de concentraciéon es decir por difusion. A pesar de todo esto el factor de
translocacion (TF) para todos los tratamientos fue muy bajo y no existié una
diferencia entre las plantas crecidas en 50g y las crecidas en 135¢g lo cual indica
que la relacion que existe entre la cantidad de metal absorbido por las raices y el
acumulado en la parte aérea es constante y no depende del aumento del volumen
de sustrato disponible para el crecimiento de la planta, ni de la presencia del HMA,
sino que es un efecto simplemente de gradientes de concentracion, ya que el
plomo no es un elemento esencial para las plantas y no existen en estas

transportadores para él.

El aumento de volumen de sustrato para crecimiento también ayudo para

mejorar el desarrollo del area foliar de las plantas, siendo las plantas crecidas en
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1354, sin micorrizas y Pb, las que alcanzaron el mayor valor, esto debido a que las
condiciones de crecimiento para estas plantas son mas adecuadas de todos los
tratamientos, ya que las condiciones de estrés que pueden representar la
presencia de Pb y/o el HMA no se encuentran presentes. Para el caso de las
plantas micorrizadas se volvio a presentar la inhibicion de la reduccion del area
foliar por la presencia de Pb, caso contrario con las plantas no micorrizadas donde
se presenta dicha disminucion, esto viene a confirmar que la presencia del HMA
juega un papel importante en la tolerancia al estrés, permitiéndole a la planta
continuar con su desarrollo. No obstante existe la disminucion en la biomasa de
las plantas Bp, debido a la presencia de Pb, se aprecia un aumento en la biomasa
por el aumento de volumen de sustrato de crecimiento, siendo este maximo para
las plantas micorrizadas crecidas en 135g y en ausencia de Pb, esto indica que
dicho aumento de volumen ayuda a un mejor desarrollo del HMA y este maximiza
su aporte a la planta, lo que no se logra cuando el volumen de sustrato es de 50g,

en las mismas condiciones ambientales y mismo periodo de crecimiento.

La concentracion de Pb presente en los lixiviados no mostro grandes
cambios entre los tratamientos sin embargo existe una clara relacion de estas con
los valores de pH, ya que para los valores de concentracion mas bajos que son los
de los tratamientos nM-Pb y M+Pb los valores de pH son 55 y 53
respectivamente y los valores mayores de concentracion en los tratamientos M+Pb
y nM-Pb, presentaron unos valores de pH de 5.4, lo que demuestra que la
solubilidad es extremadamente sensible a los pequefios cambios en el pH y esto
impacta seriamente con la eficiencia de la fotorremediacion de Pb.

Del analisis de la fraccion de Pb absorbido en las raices hecho mediante la
cuantificacion de Pb en la solucion sulfactante con la que se lavaron las raices de
la plantas (crecidas en 50g), se encontr6 que las raices no micorrizadas
desprendieron una mayor cantidad de Pb comparado con las plantas micorrizadas,
lo cual indica que las raices de plantas micorrizadas presentan una mayor
capacidad de retencion de Pb, esto se corroboro cuando se midio la concentracion

de Pb en los tejidos de estas raices encontrando que las plantas micorrizadas
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presentaron un mayor Cppr que las no micorrizadas, lo cual concuerda con los
reportes sobre la afinidad de las estructuras de los HMA con los metales pesados,
la cual es 2-5 veces mayor que las raices solas (Joner et al., 2000), la afinidad
para este caso es 2.53 mayor cuando las plantas se encuentran micorrizadas, es
decir, que, el Pb se encuentra mas fuertemente atascado que en las raices de
plantas no micorrizadas. Ademas, Castillo (2011) modelo la respuesta del mismo
sistema estresado por Cu encontrando un valor de afinidad de 4.

Cuando se compara los Cppr de las plantas tratadas contra el Cppr de las
plantas sin tratar, encontramos que la disminucion en la concentracion de Pb en
las raices micorrizadas es menor. Esto es muy interesante ya que demuestra que
aunque en estas condiciones ambientales las plantas micorrizadas tienen menor
concentracion de Pb en las raices que las no micorrizadas, este se encuentra mas
fuertemente atrapado en las plantas micorrizadas lo que para la fitorremediacion y
especificamente para la fitoestabilizacion que es la subtecnologia de la que se
esta hablando en este caso es mas conveniente que las plantas se encuentren

micorrizadas ya que el Pb estara asi mas fuertemente inmovilizado por las plantas.

El parametro que al final es el mas importante para la fitorremediacion es la
cantidad de metal extraido Mp, el cual fue alrededor de un 30% mayor en el caso
de las plantas no micorrizadas para ambos volumenes de sustrato. Sin embargo
se logré un aumento hasta del 100% de la cantidad de Pb extraido en las plantas
crecidas en 135g. Lo cual quiere decir que al aumentar el volumen de sustrato se
incrementa favorablemente la extraccion de Pb, esto se puede explicar claramente
con los datos que demuestran que dichas condiciones de crecimiento ayudan a
mejorar el desarrollo de las plantas lo cual termina impactando en el incremento
del Mp, ya que este depende directamente de la concentracion de metal en la
planta y la biomasa de esta, es decir, que al mejorar las condiciones de desarrollo
de la misma y/o la concentracion de metal absorbido se logra eficientar la
fitorremediacién, que en este caso especifico se realiza atreves de una

fitoestabilizacion del Pb por las raices de las plantas.
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A pesar de que en estas condiciones ambientales las plantas no
micorrizadas lograron remover una mayor cantidad de Pb que las micorrizadas, se
demostrd que la micorrizacion es importante, ya que con esta se ayuda a las
plantas a tolerar mejor el estrés causado por el Pb y este queda mas fuertemente
atrapado en las raices debido a la afinidad que presentan los HMA Ila cual es
mayor que la de las raices. Ademas, de que, el tener un mayor volumen de
sustrato para desarrollarse ayuda a incrementar la cantidad de metal extraido de
una forma muy importante. Todos estos resultados obtenidos son bastante
interesantes y prometedores para los fines de la fitorremediacidon ya que ayudan a
entender como es el comportamiento de la planta Tagetes erecta y el HMA

Glomus intrarradices y su interaccion en presencia de Pb.
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Las plantas de Tagetes erecta presentan tolerancia para crecer en suelo
contaminado con altas concentraciones de plomo. Ademas son capaces de

acumular el Pb en las raices.

La simbiosis de la planta Tagetes erecta con el HMA Glomus intrarradices,
ayuda a la planta a tolerar mejor el estrés causado por el Pb, permitiéndoles

desarrollarse satisfactoriamente.

Las plantas de Tagetes erecta micorrizadas tienen una mayor afinidad para

absorber el Pb en las raices que las plantas no micorrizadas.

La cantidad de Pb acumulado por las plantas asi como el papel del HMA
Glomus intrarradices, esta ligado a las condiciones ambientales como la

temperatura y la humedad.
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APENDICES

Apéndice 1

Medio minimo para crecimiento de micorrizas in vitro (con NO;) desarrollado

por Bécard y Fortin (1988).

REACTIVO STOCK para100 ml | ADICION ml /|
MgSO,7 H,O 7.31g 10 ml /1
KNO3 0.500 g 16 ml/|
KCI 0.500 g 13 ml/I
KH2,PO4 0.100 g 4.8ml /I
Ca(NO3);4H,0 1049 28.8 ml /|
NaFe EDTA 0.100 g 8ml/lI
Kl 0.010g 7.5ml/l
MnCl; 4H,0 0.100 g 6.0ml/I
ZnS0O4 7H0 0.100 g 2.65ml/l
H.BO3 0.100 g 1.5ml/I
CuS0O4 5H,0 0.010g 1.3ml/|
NaMoO4 2H,0 0.010g 0.024 ml /1 = 24l
GLICINA 0.100 g 3ml/lI
TIAMINA 0.100g 0.1 ml/1=100pl
PIRIDOXINA 0.100 g 0.1 ml /1 =100pl
Ac.
NICOTINICO 0.500 g 0.1 ml/1=100pl
MIOINOSITOL 0.500 g 10ml/lI
SACAROSA 10g/1
FITAGEL 49/l
pH 5.5
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OBSERVACIONES:

Cuando se prepare este medio, debe considerarse el volumen final
real a fin de evitar aumento del mismo (poner un volumen de agua
menor que el preparado debido a que la mayor parte de los
componentes se encuentran en stock y esto aumentaria el volumen

final).

Después de ajustar el pH; aforar la solucion al volumen deseado y

agregar el fitagel, poco a poco y agitando si el medio lo requiere.

Esterilizar a 120° C durante 20 min.
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Apéndice 2
Técnica para tincion de micorrizas desarrollada por Vierhelig, et al (1998)

1).- Cuando el material bioldégico (raices) va a ser transportado por espacio
prolongado de tiempo (horas y/o dias) antes de ser analizado en el laboratorio; es
conveniente mantener las raices en una bolsa ziplock con una solucion: etanol —

agua (1:1).

2).- Las raices se colocan en una charola para limpiarlas; es decir para quitar los
excesos de sustrato (suelo o cualquier sustrato inerte). Para poder obtener una
buena tincion deben ser retiradas las raices dafadas, envejecidas o muy
engrosadas. En la misma charola se acomodan las raices a lo largo para hacer

cortes con una hoja de bisturi o un cutter de 1cm de largo aproximadamente.

3).- De esta manera las raices se pasan a unas “cajitas” llamadas casetes o rejillas
(ver figura 1) las cuales constan de orificios para permitir la entrada y salida de
liquidos. Los casetes deben ser etiquetados con lapiz de grafito (ningun tipo de
marcador indeleble).

4).- Para el blancamiento de las raices se prepara KOH al 10%, el volumen a

preparar va a depender de la cantidad de muestras para tefir.

5).- Se pone a calentar el KOH en un vaso de precipitados sobre una parrilla
magnética y cuando alcanza su punto de ebullicion se meten con mucho cuidado
los casetes, una vez reiniciado el proceso de ebullicion se toma el tiempo para el
blancamiento (10  minutos) o hasta que la solucion de
KOH se torna de un color café amarillento. Este tiempo puede variar dependiendo
de las raices de la planta que se trate o bien de la consistencia de las mismas.

Transcurrido el tiempo de aclareo enjuagar en la tarja al chorro del agua de 10 a

15 minutos.

6).- Para la tincidon de las raices se prepara una solucién de vinagre blanco con
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tinta china negra (sheafer) al 5 %. Dependiendo del numero de muestras para tefir
se puede preparar 1000 ml o 500 ml de solucion; es decir, 950 ml (vinagre blanco):
50 ml (tinta china), o bien podria ser 475 ml (vinagre blanco) : 25 ml (tinta china) u

otro volumen menor.

7).- Se pone a calentar en un vaso de precipitados la solucion de vinagre/tinta
cuando ha alcanzado su punto de ebullicion se meten con mucho cuidado los
casetes, una vez reiniciado el proceso de ebullicidn se toma el tiempo para la
tincion (5 a 7 minutos).

Transcurrido este tiempo se sacan con mucho cuidado los casetes (con una
cuchara o pinzas) poniéndose en otro vaso de precipitados al chorro del agua por
espacio de 10 a 15 minutos, hasta que el agua de enjuague esté clara.

8).- Los casetes o rejillas se colocan en una charola de plastico, las raices™ de
cada casete se ponen en una caja de Petri con poco agua y con la ayuda de una
aguja de diseccion o unas pinzas finas se tratan de separar las raices para
colocarlas en portaobjetos.

9).- Se ponen 10 segmentos de raiz en cada portaobjetos debidamente
etiquetado. Estos segmentos deberan de ser lo mas uniformes posible
procurando que sean todos del mismo tamafio es decir, de 1cm. de largo
aproximadamente. Se coloca con un gotero un poco de agua con mucho cuidado

para que no se muevan las raices y de esta manera se coloca el cubreobjetos.

10).- De esta manera las raices pueden ser observadas al estereoscopio o bajo el
microscopio optico para evaluar el porcentaje de colonizacién micorrizica.

**Las raices sobrantes se pueden guardar en bolsitas de plastico debidamente
etiquetadas poniéndolas en agua con un poco de vinagre. De esta manera se

pueden conservar de dos a tres meses.
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Apéndice 3

Porcentaje de colonizacién micorrizica desarrollado por Biermann y
Linderman (1981).

1).- Antes de realizar la observacion al microscopio colocar unas gotas de una
solucion de agua—glicerina en el portaobjetos y después se colocan las raices, se

cubren con un cubreobjetos evitando la formacion de burbujas.

2).- Para llevar a cabo la evaluacion se observara con el objetivo de 10x. Cada
segmento de raiz (longitud 10mm) debera revisarse cada 2mm; de tal manera que
cada uno de éstos debera dividirse en cinco puntos para su observacion a todo lo
largo del segmento.

3).- La presencia o ausencia de estructuras internas micorrizicas sera reportada
como (+) 6 (-) respectivamente segun sea el caso. Si el campo de observacion lo

permite contar estructuras como: arbusculas, esporas y/o vesiculas.

4).- Para evaluar colonizacién micorrizica se le da un valor de 20% a cada uno de
los cinco puntos (=2mm) de cada segmento; esto, siempre que se haya
observado alguna estructura micorrizica. Si hay ausencia de estas estructuras
entonces el valor sera de 0% de tal suerte que si los cinco puntos observados
presentan alguna estructura, ese segmento tendra un valor de 100%. Este mismo
proceso se hara para los nueve segmentos restantes de los 10 montados en cada
preparacion.

Al final se hara la sumatoria total de los porcentajes obtenidos de los segmentos
observados dividiéndose entre el numero de segmentos (10) para obtener el
porcentaje promedio de la preparacion. Ejemplo:

Promedio de Porcentaje de Porcentaje de colonizacién de los segmentos
Colonizacion total = Numero de segmentos totales
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