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Resumen

La generaciéon de residuos a partir de la explotaciébn minera es una seria
amenaza tanto a la salud publica, como al equilibrio de los ecosistemas situados en
la inmediaciones de los jales mineros, esto debido a que los metales pesados
presentes modifican las caracteristicas ambientales y se mantiene en los tejidos de
los organismos impidiendo el aprovechamiento de grandes extensiones de suelo.
Por lo cual se plantea la biorremediacién de estos suelos a través de plantas
hiperacumuladoras en asociacion con especies de hongos micorricicos
arbusculares (HMA). Los objetivos de esta investigacion fueron: Identificar y analizar
la diversidad de HMA aislados de jales mineros, determinar el potencial micorricico
de consorcios de estos hongos y su efecto sobre el rendimiento vegetal de I[pomoea
tricolor. Se seleccionaron dos jales mineros ubicados en los municipios de
Tlalpujahua y Angangueo, ademas de un sitio forestal ubicado en el municipio de
Senguio, de los cuales se colecto suelo para la extraccion y conteo de esporas de
HMA mediante los métodos de Sieverding (1991) y Walker y Vestberg (1994). Se
realizé la identificacion de las especies mediante atributos morfologicos de las
esporas y se efectué un analisis de diversidad con el software Past V.3.0. En la
primera fase del experimento se determind el potencial micorricico mediante el
método de dilucién, utilizando 5 diluciones con tres réplicas para el calculo de NMP,
calculo de colonizacion e indice de potencial (Plenchette et al., 1989). En la segunda
fase se probo la efectividad de los indculos fungicos sobre el rendimiento vegetal de
Ipomoea tricolor en los suelos contaminados de los dos jales mineros y el control,
con 10 réplicas por tratamiento. Se encontr0 que todos los sitios poseen
comunidades nativas de HMA, entre los géneros mas abundantes en los tres sitios
se tienen Acaulospora y Glomus, siendo Acaulospora spinosa y Glomus tortuosum
como las especies presentes en los tres sitios. El sitio con menor diversidad fue el
jal de Angangueo con 11 morfoespecies y solo dos especies Unicas seguido por el
sitio de Tlalpujahua con 29 morfoespecies, 8 especies Unicas pertenecientes al
Acaulospora y Glomus. ElI mayor potencial micorricico lo tuvo el inéculo silvestre
(MSlso= 12.75) seguido por el inéculo de Tlalpujahua (MSlso= 15). Los tres inGculos
fueron efectivos para incrementar el desarrollo de Ipomoea tricolor y ayudaron a su
supervivencia en los suelos contaminados a pesar de la baja infectividad registrada.
Se mostro la importancia de los HMA para incrementar la resistencia de plantas
acumuladoras como Ipomoea tricolor en suelos contaminados por metales.

Palabras clave: Biorremediacion, metales pesados, potencial micorricico,
Michoacan, rendimiento vegetal, Acaulospora spinosa, Glomus tortuosum.



Abstract

The waste generation from mining industry is a serious threat to both public
health and the ecosystems balance located in the vicinity of the mining tailings,
because the heavy metals presented modify the environment characteristics and the
organism’s tissues, preventing the use of large areas of soil. Therefore, the
bioremediation of these soils through hyperaccumulating plants in association with
species of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is proposed. The objectives of this
research were: ldentify and analyze the diversity of AMF isolated from mining
tailings, determine the mycorrhizal potential of the AMF consortia and their effect on
I[pomoea tricolor. Two mining tailings were chosen in the municipalities of
Tlalpujahua and Angangueo, besides a forest site located in the municipality of
Senguio, from which soil was collected for the extraction and counting of AMF spores
using the methods of Sieverding (1991) Walker and Vestberg (1994). The
identification of the species was carried out by morphological attributes of the spores
and a diversity analysis was carried out with the Past V.3.0 software. In the first
phase of the experiment, the mycorrhizal potential was determined by the dilution
method, using 5 dilutions with three replicas for the calculation of MPN, root
colonization and potential index (Plenchette et al., 1989). In the second phase, the
effectiveness of the fungal inoculum on the plant yield of Ipomoea tricolor and the
contaminated soils of the two mining tailings and the control was tested, with 10
replicates per treatment. All the sites were found to have native AMF communities,
among the most abundant genera in the three sites are Acaulospora and Glomus,
with Acaulospora spinosa and Glomus tortuosum being the species present in all
sites. The site with the lowest diversity was the Angangueo tailings with 11
morphospecies and only two unigue species, followed by the Tlalpujahua site with
29 morphospecies and 8 unique species belonging to Acaulospora and Glomus. The
Senguio inoculum have the highest mycorrhizal potential (MSlso= 12.75) followed by
the Tlalpujahua inoculum (MSlso= 15). The three inoculums were effective in
increasing the development of Ipomoea tricolor and helped its survival in
contaminated soils despite the low infectivity recorded. The importance of AMF to
increase the resistance of accumulating plants such as Ipomoea tricolor in soils
contaminated by metals was shown.

Keywords: Bioremediation, heavy metals, mycorrhizal potential, Michoacan,
plant yield, Acaulospora spinosa, Glomus tortuosum.
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1. INTRODUCCION

La mineria es una de las actividades econ6micas de mayor tradicién en
México, la cual ha contribuido desde la época prehispanica hasta el presente en el
desarrollo del pais (Hernandez-Acosta et al., 2009), dicha actividad se concentra
principalmente en las siguientes entidades: D.F., estado de México, Nuevo Leon,
Jalisco, Veracruz, Guanajuato, Campeche, Coahuila, Puebla, Tabasco y Michoacan
(SEGOB, 2015). A pesar del progreso significativo que la mineria ha traido al pais,
también ha generado por décadas una gran cantidad de desechos que se acumulan
en los denominados jales mineros, los cuales pueden ser definidos como lodos
residuales originados durante el proceso de extraccién del mineral econémicamente
aprovechable (Gonzalez Chavez, 2005). Estos lodos, sin embargo, contienen
elementos que no son biodegradables, como es el caso de los metales pesados,
por lo que se convierten en una amenaza para el ambiente al ser una fuente

potencial de contaminacion por derramamiento (Alvarado et al., 2011).

Algunos casos de restauracion de sitios contaminados incluyen el
recubrimiento de los residuos para reducir la dispersion de contaminantes, o la
excavacion y posterior procesamiento fisicoquimico de los mismos. Sin embargo,
estas técnicas presentan algunas dificultades como son los costos elevados o el
requerimiento de una gran cantidad de permisos gubernamentales para aplicarlas,
ademas, si no son suficientemente especificas pueden resultar contraproducentes
(Volke y Velasco, 2002). Otros protocolos mas econémicos y sustentables basados
en la biorremediacion, utilizan plantas acumuladoras de metales o bien, la
asociacion de estas plantas con microorganismos para llevar a cabo la restauraciéon
del equilibrio ecologico debido a los beneficios que dichas asociaciones presentan

para el ecosistema (Rodriguez et al., 2017).

El tipo de plantas utilizadas en la biorremediacién radica en el tipo de
contaminante, y para el caso de la remediacion de suelos y aguas contaminadas

por metales pesados se emplea plantas que presentan un desarrollo rapido de
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biomasa, como es el caso de plantas pertenecientes a los géneros Salix, Populus,
ademas de plantas como el maiz (Zea mays) y ricino (Ricinus communis) que
presentan una capacidad de resistencia a los metales pesados y contribuyen a la
mejora de las condiciones del sitio (cobertura del suelo) presentes en (Abhilash et
al., 2012). Por otra parte los mejores resultados se dan al emplear plantas
metaldfitas las cuales siguen dos estrategias (resistencia o tolerancia). La primera
se basa en que las plantas se pueden desarrollar en suelos contaminados y
acumular o inmovilizar a los metales pesados, en donde estan presentes pero bajo
concentraciones altas de estos metales presentan alguna disminucidn en sus
capacidades de generacion de biomasa o alteraciones en su ciclo de vida. Las
plantas tolerantes reciben el nombre de plantas hiperacumuladoras y tienen la
capacidad de almacenar altas cantidades de metales pesados sin que estos estos
afecten su ciclo de vida o les generen dafios en sus tejidos (e.g. I[pomoea batata,
Ipomoea aquatica, Euphorbia cheiradenia, Alyssum caricum, Helianthus annuus,
etc.) (Ali et al., 2013b; Leung et al., 2013).

También se puede hacer uso de especies fungicas, como los hongos
micorricicos arbusculares, que son un componente natural de los suelos en la
mayoria de los ecosistemas terrestres, de los que se reporta que pueden ayudar a
las plantas cuando se encuentran en condiciones adversas para su crecimiento
debido a contaminacion por metales y otros elementos nocivos a través de

diferentes mecanismos (Alvarado et al., 2011).

La asociacion que establecen los Hongos micorricicos arbusculares (HMA)
con las plantas no es especifica ya que cualquiera de estos puede colonizar
diferentes plantas susceptibles de formar esta simbiosis (Bever et al., 2001). Sin
embargo, se ha observado que algunos hongos benefician en mayor grado a un
determinado hospedante en comparacién con otros, aun bajo determinadas
condiciones edafoclimaticas, lo que denota diferencias funcionales existentes entre
especies de HMA (Bever et al.,, 2001), asi como la importancia de identificar y

analizar su eficiencia en interaccion con diferentes plantas.



Ademas, las esporas de las especies de HMA presentan diferente nivel de
sensibilidad a la presencia de metales pesados en ausencia de las plantas, por lo
cual, especies de HMA que se desarrollen de manera natural en condiciones
extremas de contaminacion u alta concentracion de algin mineral podrian beneficiar
el desarrollo y sobrevivencia de diferentes especies de plantas y asi convertirse en
un servicio para el ecosistema (Pawlowska y Charvat, 2004). En fase simbidtica,
estos hongos también han mostrado tolerancia a metales pesados e incremento en
la acumulacion de estos en las plantas con las que se encuentran asociados (Wong
et al., 2007).

Lo anterior resalta la importancia de seleccionar y caracterizar cepas o
consorcios de HMA provenientes de suelos contaminados, como los jales mineros,
para analizar su eficiencia para establecer la simbiosis (potencial micorricico) y su
efecto para conocer su potencial como fuentes alternativas y sustentables para la

remediacion de suelos, con un beneficio ecoldgico para la biosfera.



2. MARCO TEORICO.

2.1. Metales pesados.

El término ha sido utilizado en grupos especificos de metales en estudios
biol6gicos y ambientales, la limitacion es clara ya que resulta arbitraria e imprecisa.
Debido a que se ha relacionado el término con polucion y toxicidad, se ha

ocasionado gran confusion (Duffus, 2002).

Este término ha sido utilizado en grupos especificos de metales en estudios
biolégicos y ambientales, la limitacion es clara ya que resulta arbitraria e imprecisa.
Debido a que se ha relacionado el término con polucion y toxicidad, se ha

ocasionado gran confusion (Duffus, 2002).

2.1.1. Clasificacién de metales pesados.

Los metales incluidos en el término de metales pesados difieren de un autor
a otro. Anon (1964) los define como aquellos elementos metélicos cuya densidad
es > 4 gr/cm3. Mientras que Lapedes (1974) incluye en este grupo aquellos
elementos metdlicos 2 5 gr/ cm?; otros autores los clasifican como los elementos
comprendidos en el rectangulo de la tabla periddica cuyos vértices lo forman el

Titanio, Hafnio, Arsénico y Bismuto (Burrel, 1974; Lesaca, 1977).

Nieboer y Richardson (1980) consideran que para trabajos en el campo de
toxicologia ambiental deberia abandonarse el término “metal pesado” y usar la
clasificacién de los iones metalicos de acuerdo al tipo de complejo metal/ligando

que forman segun la bioquimica inorgéanica y que los divide en tres grupos (fig. 1).
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Figura 1. Tabla periédica de los elementos mostrando la distribucién de los metales e iones

metdlicos pertenecientes a la Clase A, Clase By Transicion. (Nieboer y Richardson, 1980)

Los metales Clase A tienen configuracion electrénica externa con simetria
esférica, poco deformable por el campo eléctrico del ligando y se pueden considerar
como verdaderas esferas rigidas. Estos metales forman preferentemente complejos
con F- y ligandos con atomos de oxigeno: OH-, (CO3)%, (POa4)%*, (SO4)*

complejos formados por cationes de este grupo forman principalmente enlaces de

caracter ionico (Gray et al., 1980).

En los metales Clase B (Cu*, Hg?*, Ag*. Cd?*, Pb?*), las capas electrénicas
no suelen tener simetria esférica y son mas facilmente deformables por los campos

eléctricos que los iones clase A, es decir, son "mas blandos". Muchos de estos

complejos son, ademas, altamente insolubles en agua (Gray et al., 1980).

. Los




El tercer grupo esta constituido por los cationes de la primera serie de
transicion y corresponden principalmente a metales del grupo del hierro (Gray et al.,
1980).

Duffus (2002) establece que los metales se deben clasificar en cuatro
bloques (bloque s, bloque p, bloque d o bloque de transicién y el bloque f). De
acuerdo con la valencia de los elementos, las similitudes en sus reacciones

qguimicas y al comportamiento en los sistemas biolégicos (fig. 2).
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Figura 2. Modificacién de la tabla periddica, donde se muestran los cuatro bloques en los
que se agrupan los metales (Duffus, 2002).

2.1.2. Toxicidad de los metales pesados.

La contaminacién minera se produce por una mala disposicién y/o manejo de
los residuos o jales mineros. Estos jales contienen altas cantidades de metales
pesados (As, Cr, Cd, Hg, etc.) que resultan altamente toxicos para los organismos
(Rodriguez et al., 2009).



La toxicidad de un ion metélico depende de muchos factores (organismo,
disponibilidad, concentracién, la forma de adquisicidn, interacciones dentro del
organismo). Las biomoléculas como las proteinas y enzimas presentan centros de
union que reaccionan con los elementos esenciales ( Na, K, N, P) debido a que
cumplen los requisitos de tamafio y forma para cumplir con su funcion bioldgica;
estos sitios no son selectivos, lo se traduce en que cualquier ion (clase A, clase B o
de transicion, etc.) puede unirse a ellos teniendo un efecto toxico; como bloquear
las funciones esenciales de grupos de biomoléculas; desplazar a los elementos
esenciales en las biomoléculas; inhibiendo las moléculas al cambiar sus estructuras
(Nieboer y Richardson, 1980).

Dentro de los contaminantes que se consideran prioritarios en México debido
a su alta toxicidad y a su persistencia en el ambiente, se encuentran los siguientes:
dioxinas, furanos, hexaclorobenceno, bifenilos policlorados (BPC), plaguicidas
organoclorados, algunos metales pesados como cromo y plomo, entre otros. Dentro
de los residuos peligrosos encontrados con mayor frecuencia en tiraderos
clandestinos se encuentran los desechos provenientes de la industria minera (jales,

metales y escorias de fundicion) (Volke y Velasco, 2002).

Algunos de los riesgos toxicoldgicos que se mencionan de metales como la
plata son quemaduras provocadas por la exposicion a compuestos como el nitrato
de plata(AgNOs3), el 6xido de plata (Agz20), la argiria que es la enfermedad que afecta
la coloracion en piel, érganos y tejidos provocada por la acumulacion en el cuerpo

de sales o polvos de plata (Nordberg, 2012).

El plomo tiene gran afinidad por los grupos sulfhidrilo en especial por las
enzimas dependientes de zinc. El mecanismo de accion es complejo; en primer
lugar parece ser que el plomo interfiere con el metabolismo del calcio, sobre todo
cuando el metal esta en concentraciones bajas, produce efectos neurolégicos en
nifos al dafar el sistema nervioso central (afectaciones al desarrollo cognitivo,

psicomotor) en adulto deteriora las capacidades cognitivas, causa cambios de



comportamiento, déficit de atencion (Nordberg, 2012) Ademas de causar anemias,
fatiga, deficiencias de vitamina D, reduccion de la capacidad auditiva, nefropatias y

carcinomas (Nordberg, 2012).

Si bien el zinc es un nutriente esencial al ser un componente de las
metaloenzimas que participan en el metabolismo de los acidos nucleicos y en la
sintesis de las proteinas. En general, las sales de zinc son astringentes,
higroscépicas, corrosivas y antisépticas. Puede causar la formacién de ulceras
cutaneas. La inhalacion de unos de zinc, pueden causar ataques de escalofrios,
fiebre irregular, sudoracion profusa, nauseas, sed, cefalea, dolores en las

extremidades y sensacion de extremo cansancio (Nordberg, 2012).

2.2. Biorremediacion.

Debido a los efectos nocivos que pueden tener los metales pesados sobre
los seres vivos y la persistencia que tienen en el ambiente, ha surgido la necesidad
de eliminar estos contaminantes para recuperar las condiciones originales de los
ecosistemas. En el caso de la contaminacion del suelo por metales, hay tecnologias
como la remocion de las capas contaminadas de sustrato o la adicion de agentes
guelantes, pero estos métodos no resultan viables al aplicarlos en condiciones in
situ, debido al alto costo 0 a que su aplicacién bajo condiciones no controladas
podria conllevar a una mayor contaminacion. Por lo tanto surge la necesidad de
desarrollar técnicas menos costosas y que sean mas amigables con el ambiente
(Chaney y Baklanov, 2017; Cunningham y Ow, 1996). La biorremediacién es una
tecnologia que emplea organismos vivos (bacterias, hongos, plantas) para limpiar
la contaminacion de suelo y agua a gran escala (Wong et al., 2007) y que al
momento de interactuar en estos ambientes almacenan, metabolizan o inmovilizan

a los contaminantes (Cunningham y Ow, 1996).



2.2.1. Estrategias de biorremediacion.

Existen diferentes mecanismos por medio de los cuales se puede lograr la
extraccion de contaminantes del suelo utilizando diferentes organismos, algunos de
ellos son:

Bioabsorcién: Es la habilidad para extraer los metales de un medio acuoso.
Los organismos capaces de esto son conocidos como bioabsorbentes (algas,

plantas, bacterias y hongos) (Danesh et al., 2013).

Las estrategias que poseen las bacterias se enfocan en lidiar con la
contaminacion de metales pesados mediante agentes quelantes, reductores de pH,

o solubilizacion de fosfatos metélicos (Abou-Shanab et al., 2003; Ma et al., 2009).

Fitoestimulacién: En este caso, los exudados de las raices de las plantas
estimulan el crecimiento de microorganismos capaces de degradar contaminantes
organicos. Como parte de sus actividades metabdlicas y fisioldgicas, las plantas
liberan azucares simples, aminoacidos, compuestos alifaticos y aromaticos,
nutrientes, enzimas y oxigeno, y los transportan desde sus partes superiores hasta
sus raices, favoreciendo el desarrollo de comunidades microbianas en el suelo
circundante; particularmente hongos y bacterias, cuyas actividades metabdlicas

causan la mineralizacion de los contaminantes (Ahemad, 2015).

Fitovolatilizacion: Algunas plantas son capaces de volatilizar ciertos
contaminantes, como mercurio y selenio, contenidos en suelos, sedimentos o agua.
Tales contaminantes son absorbidos, metabolizados, trasportados desde su raiz a
sus partes superiores y liberados a la atmdsfera en formas volatiles, menos toxicas
o relativamente menos peligrosas en comparacion con sus formas oxidadas. La
transformacion de dichos elementos se efectia basicamente en la raiz, y su
liberacion se lleva a cabo durante la transpiracion (Ahemad, 2015; Cunningham y
Ow, 1996; Khalid et al., 2017)



Fitoestabilizacion: Este tipo de estrategia utiliza plantas que desarrollan un
denso sistema de raiz, para reducir la biodisponibilidad de metales y otros
contaminantes en el ambiente por medio de mecanismos de secuestracion,
lignificacion o humidificaciébn. Puesto que este proceso mantiene también una
humedad constante en la zona de la rizosfera, se presentan las condiciones
adecuadas para la inmovilizacion de los metales. En esta zona, los metales se fijan
fuertemente en las raices de las plantas o en la materia orgéanica de los suelos,
limitando asi su biodisponibilidad y su migracién vertical hacia los mantos
freaticos(Ahemad, 2015; Cunningham y Ow, 1996; Sylvain et al., 2016)

Extraccibn o acumulacién: En esta estrategia se explota la capacidad de
algunas plantas para acumular contaminantes en sus raices, tallos o follaje, las
cuales pueden ser facilmente cosechadas. Los contaminantes extraidos son
principalmente metales pesados, aunque también puede extraerse cierto tipo de
contaminantes organicos y elementos e isétopos radiactivos. Generalmente los
sistemas de fitoextraccion se implementan para extraer metales de suelos
contaminados, por medio de plantas conocidas como metaléfitas, es decir
acumuladoras de metales; sin embargo, también pueden implementarse para tratar

aguas residuales (Ahemad, 2015).

Rizofiltracion: Se basa exclusivamente en hacer crecer, en cultivos
hidroponicos, raices de plantas terrestres con alta tasa de crecimiento y area
superficial para absorber, concentrar y precipitar metales pesados de aguas

residuales contaminadas (Cunningham y Ow, 1996).

2.2.2. Plantas y su funcioén en la biorremediacion.

En el caso especifico de la contaminacién por metales pesados en el suelo
se ha visto que las plantas pueden desarrollarse y subsistir en suelos con una alta

concentracion de metales (metaldfitas) y que por lo tanto pueden utilizarse
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preferentemente para la fitorremediacion (Rascio y Navari-1zzo, 2011; Van der Ent
et al., 2013).

Sin embargo, Meharg, (2005) establece que dentro de las plantas metaléfitas
deben buscarse las especies que posean la estrategia de acumulacion de los
metaloides en su sistema. Y para esto identifica dos tipos de plantas, las
acumuladoras y las hiperacumuladoras. Definiendo a las plantas acumuladoras
como aquellas que almacenan ciertos elementos metélicos (Fe, Cd, Cr, As, Cu, Ag)
en concentraciones similares a las que se encuentran en el sitio. Y las plantas
hiperacumuladoras como aquellas en las cuales las concentraciones de los metales

exceden por mucho a las concentraciones que hay en los suelos.

Como puede apreciarse, las estrategias de fitorremediacion hacen referencia
a los mecanismos predominantes realizados por las propias plantas, pero también,
en algunos casos, se ha observado que las comunidades microbianas juegan un
papel importante durante el proceso de remediacidn. Asi, se hace evidente que la
fitorremediacion es un proceso complejo que involucra la participacion de la
comunidad microbiana asociada a su sistema de raiz (Ahemad, 2015; Akbar, 2011;
Hildebrandt et al., 2007).

2.2.3. Ipomoea tricolor Cav.

Esta especie de planta ha sido descrita como una especie acumuladora de
cobre, niquel y arsénico debido a la alta capacidad fitoextractora y a su alta
capacidad de translocacion, asi como su facil adaptabilidad a diferentes tipos de

suelo y clima (Zacarias et al., 2012).

Sus caracteristicas generales son:
Planta herbacea, trepadora, voluble, anual; raices fibrosas; tallode 2a 7 mo
mas de largo, estriado o a veces muriculado, glabro, ramificado; peciolo de (1.5) 3

a 15 (23) cm de largo, glabro, a veces muriculado, lamina foliar ovada, de 3 a 15 cm
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de largo, de 2.5 a 13 cm de ancho, apice acuminado, base cordada, glabra;
inflorescencias en forma de monocasios y dicasios, flores 3 a 12, pedunculo primario
de (3) 7 a 14 (20) cm de largo, glabro, pedunculos secundarios de (0.8) 1 a 3.5 (4.5)
cm de largo, glabros, pedicelos de 1.5 a 3 cm de largo, glabros; sépalos iguales,
largamente deltoideos, de 4 a 6 mm de largo, de 2 a 3 mm de ancho en la base,
agudos, margenes enteros, conspicuamente escariosos, coriaceos, glabros; corola
infundibuliforme, azul a azul celeste, purpura a rojo o blanca, de (3.5) 4 a 6 cm de
largo, tubo recto, blanco en el exterior, de 3 a 5 cm de largo, glabra; estambres
desiguales, blancos, inclusos, de (1) 1.5 a 3 cm de largo, pubescentes en la base
de los filamentos; estilo apenas sobrepasando en tamafio al estambre mas grande,
glabro, estigma capitado, ligeramente bilobado; cdpsula coénica, de 1 a 1.5 cm de
122 largo, de 5 a 6 mm de diametro, café-pajiza, bilocular, 4-valvada, glabra;
semillas 4, elipsoideo-trigonas, de 4 a 7 mm de largo, de 3 a 4 mm de ancho, cafés

oscuras a negras, glabrescentes o puberulentas.

Figura 3. Planta de Ipomoea tricolor Cav.

2.2.4. Hongos micorricicos y su funcién en la biorremediacion.

Los microorganismos juegan un papel importante en la biorremediacion de

suelos contaminados por metales, por lo que es importante saber sus mecanismos
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de accion (Bano y Ashfaq, 2013). En primer término, la efectividad en la extraccion
y tolerancia a los metales contaminantes dependera de dos factores principales: la
planta, y la micro biota (hongos micorricicos, bacterias nitrificantes) presente en los
suelos. En segundo término, las estrategias de biorremediacién utilizada por estos
microorganismos (Khan et.al, 2000). Entre los microorganismos que se han
analizado para potenciar los mecanismos de biorremediacion de suelos
contaminados, se encuentran los hongos micorricicos que son organismos
promotores del crecimiento de las plantas, pero ademas también poseen estrategias
para tratar con los metales pesados (Akbar, 2011), por lo que resulta necesario
entender como interaccionan las plantas con los hongos micorricicos (Khan et al.,
2000).

Existen diferentes tipos de micorrizas dependiendo de la interaccion con el
sistema radicular de la planta (endomicorrizas, ectomicorrizas) y ambas pueden
contribuir en la asimilaciéon de contaminantes metélicos (Bano y Ashfaq, 2013). Las
endomicorrizas son asociaciones planta-hongo que forman simbiosis al llevarse a
cabo la penetracion de las hifas en los espacios inter e intracelulares de la raiz,
desarrollando estructuras para el intercambio de nutrimentos entre la planta
hospedera y el hongo. Dentro de este grupo se encuentra la denominada micorriza
arbuscular que constituye el principal tipo de micorriza encontrado en la naturaleza.
Los hongos también llamados micorricicos arbusculares (HMA), actualmente
formaban parte del filum Glomeromycota (antes Zygomycota) y son denominados
asi porque forman estructuras llamadas arbusculos y en algunos casos vesiculas

dentro de las células corticales de la raiz (Schupler et al., 2001).

Algunas especies de HMA producen proteinas quelantes insolubles, que
extraen los metales de los suelos contaminados (Bano y Ashfaq, 2013). También
pueden bioacumular los metales almacenandolos en las vesiculas, arbusculos e
hifas e inmovilizarlos (Khan et al., 2000; Leung, et al., 2013). O pueden potenciar la
fitoextraccion por la planta al incrementar el area de forrajeo mediante sistema

micelial extra radicular (Upadhyaya et al., 2010). Otro mecanismo puede ser la
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reduccion de la toxicidad de estos metales a través de su metabolismo (Bano y
Ashfaq, 2013).

Las plantas inoculadas con HMA en un &rea contaminada por metales son
mas saludables que aquellas no inoculadas pues el hongo favorece la absorcion de
nutrientes en este tipo de suelos. Sin embrago, algunos reportes sefialan que la
esporulacion y la expansion del micelio del hongo se afectan por la presencia de
metales pesados en el suelo (Pawlowska y Charvat, 2004).

Algunas cepas de hongos micorricicos pueden tolerar el estrés por metales
pesados, entre las que se encuentran algunas especies de Glomus, mientras que
otras pueden ser menos resistentes y que por lo tanto la eficiencia de estos hongos
en la biorremediacién dependera del tipo de planta, el tipo de metal y la especie
fungica (Adamec y Andrejiova, 2018). Debido a esta variacion en la tolerancia a
metales pesados por los HMA, es importante medir su capacidad para establecer

la simbiosis con la planta (potencial micorricico).

2.3. Potencial micorricico

El potencial micorricico es la habilidad de un suelo con propagulos de HMA
de iniciar la asociacion simbiotica con las plantas hospederas, para esto es
necesario realizar multiples diluciones del in6culo de HMA en el suelo, para observar
la dilucion donde la mitad de plantas hospederas estén infectadas (Plenchette et.
al, 1989). Es importante conocer esto ya que permite establecer la cantidad minima
necesaria de inoculo para establecer la relacion simbidtica y esto nos permite

conocer la capacidad infectiva de un inoculo.

Hay dos métodos principales para realizar el calculo del potencial micorricico,
el primero de acuerdo con Adelman y Morton, (1986) en el cual se realiza a partir
del calculo del numero mas probable (NMP), el cual consiste en determinar la
cantidad de propagulos de HMA que contiene un suelo, lo cual consiste en realizar

diluciones consecutivas del suelo bajo un numero dado de repeticiones (tubos),
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desarrollar una planta hospedera, y comprobar a los dos meses si hay colonizacion
micorricica (positivo), posteriormente en las tablas de Mcgrady se consultan la
combinacion de tubos positivos para la diluciones utilizadas y el valor obtenido se
multiplica por el logaritmo de la dilucion usada, para asi obtener el valor corregido
del NMP.

El segundo método es el empleado por Plenchette et al., (1989), el cual
consiste en realizar multiples diluciones del indculo fingico presente en los suelos,
poner en cultivos trampa cada una de las diluciones y crecer un numero X de plantas
para después de dos o cuatro meses sacar el porcentaje de plantas infectadas en
cada diluciéon. Posteriormente estos datos se multiplican contra el logaritmo de la
dilucién para obtener el MSls0/100g (cantidad minima de suelo seco requerido para
infectar al 50% de las plantas).
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3. ANTECEDENTES.

La presencia de iones metalicos (e.g. Ag, Cd, Pb, Cr, As) en suelo puede
deberse al tipo de material litolégico de que proceden (Flores et al., 2010; Géhre y
Paszkowski, 2006), o a actividades antropogénicas como la industria, el uso de
plaguicidas, o la mineria (Go6hre y Paszkowski, 2006). Garcia et. al., (2002)
encontré que la calidad de los suelos ha disminuido debido a la presencia de
metales pesados originados por las industrias la agricultura y la actividad minera, lo

gue conlleva a la perdida de especies y ecosistemas.

Puga et al., (2006) estudiaron la distribucion de los contaminantes (As,
Cd, Zn y PDb) en los suelos a los alrededores de una presa de jales en el Municipio
de San Francisco del oro en Chihuahua, encontraron que las mayores
concentraciones de los elementos se dan en los sitios mas cercanos a los jales y
varia de acuerdo a la profundidad en los suelos, observaron que las
concentraciones de arsénico aumentan debido a la textura y el contenido de materia
organica en los suelos, mientras que las concentraciones de plomo aumentan con
la profundidad de los suelos; por el contrario las mayores concentraciones de
cadmio se encontraron en los estratos superficiales de los suelos. La persistencia e
incremento de las concentraciones de iones metalicos peligrosos (e.g. As, Ag, Pb,
Cr, etc.) en los suelos se debe a la alta resistencia a ser degradados quimica y/o
biol6gicamente (Ali et al., 2013; Khalid et al., 2017). Esta caracteristica les permite
entrar en las cadenas alimenticias y desencadenar dafios a los organismos vivos,
siendo importante dar un tratamiento a estos sitios para la remocion de los

contaminantes.

Khalid et al., (2017) comparan las distintas tecnologias de remediacion,
encontrando que las tecnologias en remocién de tipo fisico (vitrificacion, remocion,
aislamiento) son poco viables debido a alta demanda de mano de obra, recursos
materiales y el alto costo de la extraccion. Los tratamientos quimicos

(encapsulacion, inmovilizacion, lavado) tienen una buena relacién costo beneficio
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en comparacion con los tratamientos fisicos debido a que no es necesaria una alta
cantidad de quimicos para llevarlos a cabo, sin embargo, los costos de estos
tratamientos dependerén del tipo de ion metalico y de los atributos edafologicos de
los sitios. Mientras que en los tratamiento biologicos (fitovolatilizacion,
fitoestabilizacion, fitoextraccion) requieren de mas tiempo para obtener resultados,
pero no tienen afectaciones al ambiente ya que se aprovechan especies de plantas

adecuadas para los sitios (Ali et al., 2013a).

Meharg (2005) plantea que debido a los bajos costos la mejor opcién
para remediar la contaminacion de los suelos por metales pesados es el empleo de
plantas. Gardea-Torresdey et al.,, (2004) proponen el uso de la planta
hiperacumuladora Ipomoea tricolor para la fitoextraccién de cromo, cadmio y cobre.

Fozia et al., (2008) observaron los efectos de distintas concentraciones de
Cr en el crecimiento de tres variedades de girasol (Helianthus annuus L)
encontrando que el incremento en las concentraciones de Cr afecta negativamente
al crecimiento y germinacion del girasol, sin embargo a una concentracion de 60
mg/Kg de suelo las semillas poseen una capacidad germinativa del 40% vy las

plantas poseen la capacidad de fitoestabilizar el cromo.

Sundaramoorthy et al. (2010) estudiaron los efectos del cromo sobre el arroz
(Oryza sativa) bajo multiples concentraciones y vieron que las concentraciones de
cromo tenian un efecto negativo en el crecimiento del arroz y en la adquisicion de
nutrientes, pero que las plantas fitoestabilizaban el cromo a mayor concentracion de
este tenian. También analizaron el efecto del cromo en Cyperus rotundus, Cyperus
kylinga, Marselia quadrifolia y Ludwigia parvifloria usadas en la remediacion de un
suelo contaminado con cromo siendo, Cyperus rotundus la que tuvo una mayor

acumulacion de cromo en sus tejidos.

Covarrubias y Cabriales (2017) plantean que por sus bajos costos deberia

usarse la fitoextraccion de los metales pesados por medio de las plantas Scirpus
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americanus, Typha latifolia, Jatropha dioica, Eichhornia crassipes y Amaranthus
hybridus adicionadas con bacterias del genero Rhizobium, Agrobacterium,
Arthrobacter, Microbacterium entre otras, ademas de especies de hongos

micorricicos especialmente del género Glomus.

Se ha visto que especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA) tienen
un efecto positivo en el crecimiento de las plantas debido a que promueven el
crecimiento de estas al ampliar el area de forrajeo de los nutrientes esenciales;
ademas se ha visto que estas ayudan a las plantas a lidiar con el estrés ambiental
(sequia, pH, salinidad) (Gohre y Paszkowski, 2006; Ahanger, et al., 2014). Por lo
tanto se ha analizado la posibilidad de afadir ciertas especies de HMA que tienen
resistencia a las concentraciones de iones metalicos y que pueden mejorar la
supervivencia de las plantas hiperacumuladoras al formar una barrera con el medio
(Atimanav y Alok, 2004; Atimanav et al., 2004; Gonzalez Chavez, 2005; Hildebrandt
et al., 2007 ; Audet, 2014; Ahemad, 2015). Esto se debe a que los HMA también
poseen estrategias como la quelacion (Khan et al., 2000), la estabilizacién y/o la
acumulacion de los metales pesados (Cabral et al., 2015; Coninx et al., 2017).

Latef et al., (2016) revisaron la literatura sobre el efecto de diferentes tipos
de estrés abidtico y la relacién simbiética entre plantas/HMA. Destacando seis
estrategias diferentes al lidiar con los efectos de metales toxicos a través de medios
fisicoquimicos o la expresion genética: la primera restringe la disponibilidad de los
metales a través de la glomalina. La segunda precipita a los metales en los granulos
polifosfatados del suelo, otra consiste en la inmovilizacion de las sustancias toxicas
en la quitina de la pared celular del micobionte, o la quelacion de los metales al

interior del hongo mediante el uso de metaloteinas.

MacLean et al., (2017) realizaron una revision de la literatura sobre la
sefalizacion que se da entre la planta y el HMA para el establecimiento de la
simbiosis. Dandose al momento en que la planta presenta una deficiencia de fésforo

a través de los estrigolactanos que permiten que la planta sea detectada como
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hospedero receptivo por parte de la espora de HMA, la espora presenta un proceso
oxidativo para la elongacion del micelio hacia la raiz y al llegar a la raiz de la planta
libera proteinas sefializadoras para ser reconocido y que las células corticales
permitan el establecimiento de micelio, después la espora.

Duponnois et al. (2001) realizaron un trabajo en Senegal para observar el
efecto del barbecho sobre el potencial micorricico de los HMA seleccionando
parcelas con 4, 11 y 19 afios de establecimiento, cercadas y sin cercar, ademas de
un suelo forestal, todos con similitud en la diversidad de HMA. Encontraron que la
practicas de barbecho y pastoreo influyen en el potencial micorricico. Las parcelas
con mayor potencial micorricico eran aquellas que se encontraban cercadas (MSlso=
<49.9) y la parcela cercada con cuatro afios de barbecho tenia el menor potencial
micorricico (MSlso= 29.6). En las parcelas en donde se permitia el pastoreo el

potencial micorricico era alto (MSlso= >88.9).

Cuencay Lovera (2010) realizaron un trabajo en un matorral esclerdfilo en la
region de Guayana para observar si el potencial micorricico se ve afectado por la
estacionalidad de la region, realizaron cuatro muestreos a lo largo de un afio, al
principio , mediados vy finales de la temporada de lluvias (Abril, Julio y Octubre) y
durante la temporada de secas (Enero), encontrando que la estacionalidad afecta
al potencial micorricico ya que los mayores potenciales se encontraron al final del

periodo de lluvias (MSlso =5.10) y durante la época de secas (MSlso =5.10).

Gunathilakae et al. (2018) estudiaron el efecto de un in6culo de HMA como
potenciador de la capacidad fitorremediadora de Cd de Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms, en el experimento utilizo plantas de Jacinto acuético inoculadas con HMA
crecidas bajo varias concentraciones de cadmio (0, 5, 10, 20, 50 ppm) durante 52
dias. Encontraron la mayor concentracion de Cd en tallo y raiz (0.22 y 0.25 pp), la
tasa de crecimiento relativo (0.52 g/dia), biomasa seca de raiz (0.56 g), biomasa
seca de tallo (0.62 g) en las plantas inoculadas con HMA. Ademas los tratamientos

de las plantas con HMA mostraron una menor concentraciéon de cadmio tanto en
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suelo como agua en cada uno de las diluciones de cadmio. Encontraron también
una correlacion positiva entre la colonizacion de los HMA y las tasas de crecimiento
relativo. Demostrando que los HMA son capaces de aumentar el potencial
fitorremediador de Eichhornia crassipes en ambientes terrestres y acuaticos

contaminados por cadmio.

Bhaduri y Fulekar, (2012) estudiaron el efecto de un consorcios de HMA en
la planta acumuladora de cadmio Ipomoea aquatica, al desarrollarla bajo multiples
concentraciones de Cd (0, 5, 10, 25, 50, and 100 ppm) en suelos con y sin inoculo
micorricico, encontraron que las plantas inoculadas con HMA tuvieron un mayor
desarrollo de biomasa fresca, una mayor longitud de tallo y raiz frente a las plantas
que no fueron inoculadas, ademas de que no presentaron oxidacion de la raiz, a la

vez que aumenta el potencial fitorremediador de Ipomoea aquatica.

Chang et al. (2018) estudiaron el efecto de Claroideoglomus etunicatum en
la biomasa, la adquisicion de nutrimentos, la adquisicion y translocacion de metales
por plantas de Zea mays L. en suelos contaminados por Lantano (La) y Cadmio
(Cd). Encontraron que concentraciones combinadas de La (100mg/ 25 kg*) y Cd
(5mg/ Kg?) disminuyen significativamente la colonizacién de la raiz en un 22% a
35%. Mientras que en los tratamientos con contaminacion combinada las plantulas
de maiz inoculadas incrementaron su biomasa en un 26.2% comparado con los
tratamientos de un solo contaminante. Ademas de que la inoculacion mejoré la
adquisicién de N, P y K entre un 20 y 76.8% en los tratamientos con La y Cd.
Ademas, los HMS tienen efectos en la interaccion ente La y Cd asi como en la
absorcion de metales y la translocacion en las concentraciones de los

contaminantes.
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4. JUSTIFICACION.,

Actualmente se reconoce la importancia que juegan los hongos micorricicos
en la interaccion planta-suelo en el medio ambiente en general y en suelos
contaminados por metales pesados. Sin embargo, estudios previos se han enfocado
principalmente en la utilizacion de familias de plantas acumuladoras para la
fitorremediacion y los hongos micorricico arbusculares no han sido considerados
como un componente importante en esta estrategia. El uso de plantas micorrizadas
para la fitorremediacion de ambientes contaminados es relativamente reciente y son
muy pocos los estudios enfocados en analizar el papel funcional de estos hongos.
De esta manera, el presente estudio contribuira a conocer la identidad de algunas
especies de HMA presentes en jales mineros y se analizara si es posible
incrementar la supervivencia y/o mejorar el estado fisiolégico de plantas
acumuladoras como Ipomoea tricolor en suelos contaminados mediante su

inoculacion con hongos provenientes de jales mineros.
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5. HIPOTESIS.

Los HMA provenientes de jales mineros potencian el crecimiento y la

supervivencia de Ipomoea tricolor en este tipo de suelos.

6. OBJETIVOS.

6.1. Objetivo general.

X/
L X4

Analizar el efecto de consorcios de HMA aislados de jales mineros y suelos

silvestres sobre el estado fisiolégico y supervivencia de Ipomoea tricolor.

6.2. Objetivos particulares.

+ Identificar morfol6gicamente y analizar la diversidad de HMA presentes en

los sitios de estudio.

% Determinar el potencial micorricico de consorcios de HMA nativos de los

suelos seleccionados.

 Elucidar el efecto de los consorcios nativos de HMA, sobre el crecimiento y

supervivencia de Ipomoea tricolor
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7. METODOLOGIA.

7.1. Sitio de estudio.

El experimento se realiz6 en dos sitios contaminados por la actividad minera
(jales mineros) y en un suelo forestal (sitio control) en las localidades de Mineral de
Angangueo Yy Tlalpujahua de Rayon a 170 Km y 138 Km de la ciudad de Morelia

respectivamente (fig. 4).

Figura 4. Localizacion de los sitios de estudio: A). Jal minero en el municipio de Angangueo,
B) Sitio contaminado al norte de la localidad de Tlalpujahua, C) Sito silvestre al sureste de

la reserva de la Biosfera de la Mariposa monarca.

El sitio estudiado en Angangueo se encuentra a cuatro kilometros al este de
la localidad de Mineral de Angangueo, la contaminacién por metales se debe a que
son jales mineros obtenidos de la explotacidbn minera de la region de las que se
extraia principalmente plata, zinc y plomo. La region todavia es de interés minero
(INEGI, 2009a) se detectaron tres estrato dentro del jal minero de Angangueo (fig.
5) .
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Figura 5. Foto de un estrato encontrado en el Jal minero de Angangueo.

El sitio contaminado de Tlalpujahua se encuentra a 750 metros al norte de
Tlalpujahua de Rayon, es un sitio contaminado a partir de la tragedia de Tlalpujahua
en 1937 por la ruptura de las presas de jales de la mina Dos Estrellas con metales
como la plata, plomo zinc y oro (INEGI, 2009c) (fig. 6).
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Figura 6. Fotos de los estratos encontrados en el Jal minero de Tlalpujahua.

El sitio silvestre se encuentra a 1.5 km al sureste de la reserva de la biosfera
de la mariposa monarca en el municipio Senguio que es un suelo forestal de pino,

este sitio serd empleado como control en nuestros experimentos (INEGI, 2009b)
(fig. 7).
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Figura 7. Fotos del sitio silvestre. A) Estrato 1, B) estrato 2

7.2. Colecta de muestras.

El muestreo se realizd en cada sitio mediante el método estratificado, se
seleccionaron tres estratos y se tomaron cinco muestras por estrato, para un total
de 15 puntos de muestreo por sitio (fig. 8). Se retiraron los primeros 15 centimetros
de suelo para posteriormente colectarse 120 kg de suelo por sitio. Las muestras
individuales se combinaron y homogenizaron, para asi obtener una muestra
representativa de cada estrato y poder realizar los analisis fisico-quimicos de
acuerdo con la Norma oficial mexicana-nom-021-recnat-2000 (Semarnat, 2002).

Figura 8. Toma de muestras en sitios de colecta.
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Se usaron semillas comerciales de plantas de Ipomoea tricolor, a estas
semillas se les realiz6é la prueba de flotacion e imbibicion. Este método permite
determinar en forma rapida la viabilidad de las semillas y da una referencia de su

poder germinativo.

7.3. Identificacién y andlisis de diversidad de hongos micorricicos
arbusculares (HMA).

Se realiz6 un conteo de esporas por triplicado; usando 100 gr de suelo
obtenido de las muestras de cada sitio, para establecer los requerimientos
necesarios de indculo para los disefios experimentales. Para el aislamiento de las
esporas de HMA se hizo la extraccion, mediante la técnica de tamizado humedo
propuesta por Sieverding, (1991), aunada a la flotacion en Sacarosa (Walker y
Vestberg, 1994).

Las esporas extraidas del suelo sin aparente dafio mecénico, fueron
examinadas al microscopio estereoscopico, seleccionadas por sus similitudes
morfolégicas y colocadas en portaobjetos con PLVG en grupos de 5 a 10 esporas,
en otro portaobjetos con PLVG mas reactivo Melzer se colocara el mismo grupo y
namero de esporas, las cuales se rompieron con cuidado (Brundrett et al., 1996).
Cada preparacion fue observada con microscopio Optico para la caracterizacion
morfologica, medicién e identificacion de HMA a partir de las esporas. Las
caracteristicas morfolégicas a considerar fueron: el tipo de hifa de sostén, asi como
el tamafio, la forma, la ornamentacion, y el nimero y el grosor de las capas que
conforman la pared de la espora, reaccion de la pared de la espora al reactivo
Melzer (Varela-Fregoso y Gonzalez-Chavez, 2007). Se utilizo literatura
especializada provista por el INVAM (International Culture Collection of Arbuscular
and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal fungi) (INVAM, 2000)y AMF-phylogeny
(Arbuscular Mycorrhizal Fungi), ambas consultadas electrénicamente. A partir de
las preparaciones, se tomaron fotografias con camara marca Sony DSC-S75,

montada en microscopio 6ptico marca Zeiss Axiostar Plus.
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Los analisis de diversidad de los HMA presentes en los sitios, se llevo a cabo
usando los indices de Shannon-Weaver para obtener la diversidad a; la diversidad
B se obtuvo mediante los indices de Whittaker, y la riqueza de especies se obtuvo
mediante el indice de Margalef, utilizandose los programas de andlisis de diversidad
PAST 3.0 (Hammer et al., 2001) y EstimateS 9.1 (Colwell, 2016).

7.4. Fase 1. Potencial micorricico de consorcios de HMA nativos de los
suelos seleccionados.

Previo al experimento de potencial micorricico se realizé una prueba de
germinacion entre semillas silvestres y comerciales de Ipomoea tricolor para ver la
capacidad germinativa frente a las condiciones edéficas presentes en los suelos de
los sitios de estudio, para lo cual se emplearon los suelos a dos diluciones (mezcla
de los suelos de los sitios con un estéril) de contaminacion (50% y 100%) ademas
de un control que estuvo formado por una combinacion de vermiculita, perlita y
peatmoss en relacion 1:1:3, se tuvieron cuatro replicas por tratamiento y se

germinaron 5 plantulas de cada tipo de semilla.

Se germinaron 150 semillas de Ipomoea tricolor, sembrandose 3 plantas por
maceta. Para el experimento se utilizé suelo de cada sitio con cinco tratamientos:
cuatro tratamientos con distintas concentraciones de inoculo de HMA (25, 50, 75 y

100%) y un control, teniendo diez macetas de 1 kg por tratamiento.

Después de cuatro meses en invernadero se colectaron y acondicionaron las
raices de las plantas de Ipomoea tricolor para el célculo de porcentaje de
colonizacion usando el método de clareo y tincion con azul tripano (Phillips y
Hayman 1970), el porcentaje de colonizacién total (PCT) fue estimada por el método
de McGonigle et al., (1990) por duplicado. Este dato era necesario para el calculo
de potencial micorricico. Se realizaron los analisis estadisticos usando el programa
Minitab (Minitab 17, 2010).

Para determinar el potencial micorricico de los suelos, se siguid la

metodologia descrita por Plenchette et al., (1989) para lo cual se establecio el cultivo
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trampa de las cinco concentraciones de inoculo de HMA (0, 25, 50, 75y 100%) en
cada uno de los suelos de estudio, para el calculo se consideré el porcentaje de
colonizacion y numero de plantas colonizadas por replica y tratamiento. Se
contabilizé el nimero de plantas que presentaban mas del 50% de colonizacién
(MSI50) y numero mas probable (NMP) (fig. 9).

Figura 9. Disefio experimental para la estimacion de nimero mas probable (NMP) y
potencial micorricico de consorcios de HMA provenientes de 2 jales mineros y un suelo
silvestre asociados a Ipomoea tricolor.

Para determinar si el potencial micorricico se relacioné con su efectividad
para el desarrollo de la planta se determiné el area foliar al final del experimento, de
la siguiente manera: se tomaron tres plantas por tratamiento, se midieron 9 hojas
en total (3 hojas de la zona basal, 3 de la zona media y 3 de la zona apical) mediante
la medicién directa de area foliar por método no destructivo de acuerdo a Galindo y
Clavijo, (2007), el cual consistié en dibujar una cuadricula de 1 cm? sobre una hoja
de acetato y posteriormente colocar la cuadricula sobre las hojas seleccionadas de
Ipomoea tricolor y contar la cantidad de cuadros ocupados por cada hoja (fig. 10).
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Figura 10. Medicién del area foliar de hojas de Ipomoea tricolor mediante el método
no destructivo de Galindo (2007).

7.5. Fase 2. Precisar el efecto de los consorcios nativos de HMA, sobre
el crecimiento y supervivencia de Ipomoea tricolor

Para analizar el efecto de los consorcios nativos de HMA, sobre el
crecimiento y supervivencia de Ipomoea tricolor, se realizaron pruebas cruzadas en
macetas trampa; entre los suelos de los sitios (Angangueo, Tlalpujahua y silvestre)
contra los consorcios de HMA nativos de estos sitios, mas un control, realizandose
de la siguiente manera: las semillas Ipomoea tricolor se plantaron bajo condiciones
de invernadero en macetas con 1 kg de sustrato de cada sitio, previamente
esterilizado tres veces. Las semillas fueron inoculadas al momento de la siembra
usando la proporcién de in6culo requerida por cada tratamiento de acuerdo al
analisis de potencial micorricico y conteo de esporas, para lo cual se mezclé la
proporcion de suelo requerido de cada inoculo con el suelo estéril de cada
tratamiento, previo a la siembra de las semillas (Alarcon et al., 2004).

Se realizé una prueba proporcional de Cox, para conocer el comportamiento
de las curvas de supervivencia, aplicado a las plantas germinadas en el suelo de
los tres sitios, entre tratamientos de concentracion fungica  en el programa

estadistico JMP ver. 8
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Las plantulas se regaron con agua corriente. Después de seis meses, las
plantas fueron cosechadas para evaluar el nUmero de hojas, el area foliar, la

biomasa seca, y el porcentaje de colonizacion en una fraccién de las raices.

La biomasa seca se obtuvo al pesar por separado la parte aéreay el sistema
radicular de las plantas, en una balanza analitica, después las diferentes secciones
de la planta fueron secadas en un horno a 70 C° por 72 h. El porcentaje de
colonizacion de una fraccion radicular fue evaluado por el método previamente

mencionado (McGonigle et al., 1990).

8. RESULTADOS.

8.1. Andlisis fisico-quimicos de los suelos en los sitios.

El andlisis fisico-quimico y de metales pesados genero los resultados que se
muestran en la tabla 1, observamos que las condiciones varian entre los sitios
contaminados y el sitio control; se observa que en cuanto al pH el jal de Angangueo
el suelo es acido, mientras que en Tlalpujahua y Senguio los suelos son alcalinos y
neutros respectivamente. También se observo que el contenido de materia organica
y los elementos esenciales (N, K, P) son bajos en los jales mineros con respecto al

suelo silvestre.

El andlisis de metales pesados presentes en los suelos de jales mineros de
Angangueo y Tlalpujahua ademas del suelo silvestre reporta que los valores
encontrados para arsénico, plomo y plata sobrepasan los valores permitidos por la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (Semarnat, 2007), que son de 260 mg/kg para
arsenico, 800mg/kg para plomo y 5100 mg/kg para plata.
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Tabla 1. Analisis fisico-quimicos y de metales pesados de los suelos en los sitios

contaminados y el sitio silvestre.

Granulometria (%)

Arcilla 12
Limo 6
Arena 82

Constantes de humedad (%)

Humedad a saturacion 12
Capacidad de campo 7
pH en agua 3
pH en solucién CacCl 2.9

Materia organica (%) 0.6 (muy bajo)
Nitrégeno organico (Kg/ha) 15.2 (muy bajo)
Nitrégeno amoniacal (ppm) 3.8 (muy bajo)
24 (bajo)

72 (bajo)

61 (adecuado)

Fosforo (ppm)
Potasio (ppm)
Nitrégeno mineral (ppm)

Cationes intercambiables (meq/100 g)

Potasio 0.2 (insuficiente)
Calcio 2.5 (insuficiente)
Magnesio 1.3 (insuficiente)
C.I.C. 3.6 (baja)
Metales pesados (ppm)
Plata 7057 mg/kg
Zinc 750 mg/kg
Plomo 1312 mg/kg

12
6
82

12

7

8

7.3

0.5 (muy bajo)
13.6 (muy bajo)
3.8 (muy bajo)
30 (adecuado)
72 (bajo)

61 (adecuado)

0.2 (insuficiente)
11.3 (insuficiente)
1.3 (insuficiente)

3.5 (baja)

90.25 mg/kg
4.30 mg/kg
12.46 g/ kg

42
31
27

63

36

5.8

5.3

3.1 (alto)

78.4 (medio)
3.8 (muy bajo)
24 (bajo)

319 (excesivo)

38(bajo)

0.8 (insuficiente)
10 (insuficiente)
3.8 (insuficiente)

14.6 (media)

43.20 mg/kg
28.82 mg/kg

8.2. Identificacion de esporas.

En los sitios de estudios se encontraron 47 morfoespecies de HMA de las
cuales se lograron identificar 33 a nivel de especies y 13 solo a nivel de género. Se
registraron 9 géneros: Acaulospora, Claroideoglomus, Diversispora, Funneliformis,
Gigaspora, Glomus, Pacispora, Paraglomus y Rhizophagus (fig. 11), de los cuales

el mas abundante con 32% de las especies es Acaulospora, que ademas esta
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presente en los tres sitios de estudio (Tabla 2). El suelo silvestre es el de mayor
riqgueza de especies ya que reporta 36 morfoespecies, de las cuales 12 son especies
Unicas (Tabla 2). De las especies encontradas Acaulospora aff. spinosa y Glomus
aff. tortuosum estan presentes en los tres sitios y son las mas abundantes con el
25% y 17% del total de esporas analizadas. Otras especies en los tres sitios pero

con poca abundancia son Gigaspora aff. margarita y Diversispora aff. spurca.

El Jal de Angangueo presenta el menor nimero de especies y es el suelo de
mayor contaminacion.

Dominancia de géneros de HMA
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Figura 11. Porcentaje de los géneros de HMA encontradas en los sitios de estudio.

El sitio que presentdé mayor numero de especies unicas fue el sitio silvestre
(12), Angangueo solo presentd dos especies unicas y el sitio de Tlalpujahua
presentd 8 especies Unicas predominando las especies del género Acaulospora,
gue es un género reportado como resistente a sitios con pH acidos. (Tabla 2).
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Tabla 2. Géneros de HMA encontradas en los sitios de estudio.

Acaulospora aff. bireticulata Rothwell y Trappe, (1979)
Acaulospora aff. capsicula Blaszk, (1990)
Acaulospora aff. delicata Walker et al., (1986)
Acaulospora aff. denticulata Sieverd. y Toro, (1987)
Acaulospora aff. dilatata Morton, (1986)
Acaulospora aff. foveata Trappe y Janos, (1982)
Acaulospora aff. lacunosa Morton, (1986)
Acaulospora aff. laevis Gerd. y Trappe, (1974)
Acaulospora aff. mellea Spain y Schenck, (1984)
Acaulospora aff. rugosa J.B. Morton (1986)
Acaulospora aff. scrobiculata Trappe (1977)
Acaulospora aff. spinosa Walker y Trappe, (1981)
Acaulospora aff. tuberculata Janos y Trappe, (1982)
Acaulospora sp.1

Acaulospora sp.2

Claroideoglomus aff. claroideum Walker y Schufler
(2010)

Claroideoglomus aff. lamellosum Walker y SchiiRler
(2010)

Claroideoglomus sp.1

Claroideoglomus sp.2

Diversispora aff. epigea Walker y Schifler (2010)
Diversispora aff. spurca Walker y SchuRler, (2004)
Diversispora aff. trimurales Walker y SchuRBler, (2010)
Funneliformis aff. geosporus Walker y SchuBler (2010)
Funneliformis aff. mosseae Walker y SchiiRler (2010)
Funneliformis aff. verruculosus Walker y SchuRler
(2010)

Gigaspora aff. margarita Becker y Hall, (1976)
Glomus aff. globiferum Koske y Walker (1986)
Glomus aff. multicaule Gerd y Bakshi, (1976)
Glomus aff. tortuosum Schenck y Sm. (1982)
Glomus sp.1

Glomus sp.2

Glomus sp.3

Glomus sp.4

Glomus sp.5

Glomus sp.6

Glomus sp.7

Glomus sp.8

Pacispora aff. franciscana Sieverd y Oehl, (2004)
Pacispora aff. scintillians walker et al., (2007)
Paraglomus aff. occultum Morton y Redecker, (2001)
Paraglomus sp.

Rhizophagus aff. aggregatus walker, (2016)
Rhizophagus aff. clarus walker y SchiiRler (2010)
Rhizophagus aff. fasciculatus walker y SchiiRler (2010)
Rhizophagus sp.

Rhizopagus aff. intraradices walker y SchiiRler (2010)
Rhizopagus aff. irregularis walker y SchuRler (2010)
Total de especies

Especies compartidas

Especies Unicas

Densidad de esporas/100gr
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A continuacion, se presenta la descripcion de las principales caracteristicas que

permitieron la identificacion de géneros:
Acaulospora

Este género se caracteriza por presentar una cicatriz en la espora debido a que se
forma a partir del cuello de un saculo esporifero. La micorriza se tifie débilmente. La
pared germinal mas interna tiene una superficie con excrecencias. Germinacion a
través de una estructura de germinacion esférica, plana, flexible. Las esporas de
este género pueden o no tefiirse al ponerlas en contacto con el reactivo Melzer, lo
cual permite diferenciar algunas especies. Fue el género dominante en el Jal minero

de Tlalpujahua y en el suelo silvestre (fig. 12).

Figura 12. Esporas de HMA pertenecientes al género Acaulospora encontradas en los sitios
de estudio. A) Acaulospora aff. capsicula en pvlg a 40x (presente en el sitio de Tlalpujahua),
B) Detalle de la pared de la espora y cicatriz de Acaulospora aff. capsicula en pvig a 100x,
C) Acaulospora aff. denticulata en pvlg a 40x (presente en los sitios de Angangueo y
Silvestre), D) Acaulospora aff. mellea en pvig+melzer a 100x (colectada en los sitios de
Tlalpujahua y Silvestre), E) Acaulospora sp.2 pvlg 100x (presente en el sitio Silvestre), F)
Acaulospora aff. rugosa en pvlg 40x (presente en Tlalpujahua), G) Acaulospora aff.
scrobiculata en pvlg a 40x (presente en los sitios de Tlalpujahuay Silvestre), H) Acaulospora
aff. spinosa en pvig+melzer a 40 x (presente en los 3 sitios), 1) Detalle de la pared de la
espora con sus ornamentaciones en Acaulospora aff. spinosa.
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Claroideoglomus

El desarrollo de las esporas ocurre igual que en el género Glomus y formadas
blasticamente sobre una hifa de sostén, la capa externa de la pared de la espora es
el primer componente que se forma en las esporas juveniles, y frecuentemente se
degrada conforme la espora envejece (en el suelo o en cultivo en maceta trampa).
Usualmente la superficie acumula materia organica y no reacciona reactivo melzer
(fig. 13A, By C).

Figura 13. Esporas de HMA pertenecientes al género Claroideoglomus, Diversispora y
Gigaspora encontradas en los sitios de estudio. A) Claroideoglomus aff. claroideum en pvig
a 40x (presente en los sitios de Tlalpujahua y Silvestre), B) Claroideoglomus aff. lamellosum
en pvig+melzer a 40x (presente en los sitios de Tlalpujahua y Silvestre), C) Claroideoglomus
sp.2 en pvlg a 40x (presente en el sitio Silvestre), D) Diversispora aff. epigea en pvlg a 40x
(presente en los sitios de Tlalpujahua y Silvestre), E) Diversispora aff. trimurales en pvig a
40x (presente en los sitios de Tlalpujahua y Silvestre), F) Diversispora aff. spurca en pvig a
40x (presente en los 3 sitios), G) Gigaspora aff. margarita en pvig+melzer a 20x (presente
en los 3 sitios) y H) Detalle de la hifa de Gigaspora aff. margarita en pvig+melzer 100x.
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Diversispora

Las esporas son glomoides, algunas de las cuales forman un peridium que
se ramifica de la hifa y que puede formar pequefios racimos de dos o tres esporas
(fig. 13D, Ey F).

Funneliformis

Esporas pigmentadas formadas individualmente o en agregados de 2 a 20
esporas rodeadas total o parcialmente por un grueso manto micelial. Las esporas
presentan en su base una forma de embudo, la pared de la espora consiste en dos
o tres capas. La capa externa es hialina y frecuentemente se degrada con la
maduracién de la espora. La espora normalmente presenta su hifa obstruida por un

septum en la parte distal a la base de la espora (fig. 14).

Figura 14. Esporas de HMA pertenecientes al género Funneliformis encontradas en los
sitios de estudio. A) Funneliformis aff. geosporus en pvlg a 40x (presente en los sitios de
Tlalpujahua y Silvestre), B) Funneliformis aff. mosseae en pvig+melzer a 40x (presente en
los sitios de Angangueo y Silvestre), C) Funneliformis aff. verruculosus en pvilg a 40x
(presente en los sitios de Angangueo y Silvestre).

Gigaspora

Esporas formadas terminalmente sobre una célula esporégena bulbosa;
células auxiliares finamente papiladas o equinuladas. No se forman vesiculas, Hifas
intrarradicales frecuentemente enrolladas, especialmente, cerca de los puntos de
entrada; a menudo nodosas o con proyecciones. Arbusculos con troncos hinchados
angostandose abruptamente en las ramificaciones. Esporas con la pared esporal

formada por dos capas permanentes, no se diferencian paredes germinales. Al
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germinar, se diferencia una capa delgada con verrugas esparcidas y crece un tubo

germinativo a través de la pared esporal. (fig. 13G y H).

Glomus

Poseen esporas formadas blasticamente sobre una hifa de sostén, solitarias,
en agregados laxos o en esporocarpos. Vesiculas de pared delgada y elipsoides.
Hifas intrarradicales raramente enrolladas, conectada a una hifa ramificada. La
micorriza se tifie muy obscuro. Arbusculos con troncos aplanados o cilindricos
adelgazandose sucesivamente en las ramificaciones. Las esporas con la pared
esporal formada por un nimero variable de capas todas originadas a partir de la hifa
de sostén. No se observan paredes germinales diferenciadas. Germinacion a través

del lumen de la hifa de sostén o a través de la pared de la espora (fig. 15).

E - 4 F .
Figura 15. Esporas de HMA pertenecien

estudio. A) Glomus aff. globiferum en pvlg a 40x (presente en los sitios de Tlalpujahua y
Silvestre), B) Glomus aff. tortuosum en pvlg a 40x (presente en los 3 sitios), C) Glomus sp.
1 en pvlg a 40x (presente en los 3 sitios), D) Glomus sp. 2 en pvilg a 40x (presente en
Angangueo), E) Glomus sp. 4 en pvilg a 40x (presente en el sitio Silvestre), F) Glomus sp.
5 en pvlg a 40x (presente en Tlalpujahua), G) Glomus sp. 6 en pvilg a 40x (presente en
Tlalpujahua), H) Glomus sp. 7 en pvlg a 40x (presente en Tlalpujahua), 1) Glomus sp. 8 en
pvilg a 40x (presente en Tlalpujahua).

Pacispora

Esporas formadas terminalmente de una hifa de sostén (como en Glomus).
Pared de la espora generalmente formada por tres capas distintas y la pared

germinal compuesta también por tres capas. La segunda capa de la pared germinal
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generalmente reacciona con el reactivo de Melzer. Las paredes de la hifa de sostén
son continuas con la primera y segunda capa de la pared esporal. Germinacién de
la espora directamente de la pared germinal a través de la pared de la espora (fig.
16Ay B).

>

Figura 16. Esporas de HMA pertenecientes al género Pacispora y Paraglomus encontradas
en los sitios de estudio. A) Pacispora aff. franciscana en pvilg a 40x (presente en el sitio
Silvestre), B) Pacispora aff. scintillians en pvlg a 40x (presente en los sitios de Tlalpujahua
y Silvestre) C) Paraglomus aff. occultum en pvlg a 40x (presente en el sitio Silvestre), D)
Paraglomus sp. en pvlg a 40x (presente en el sitio Silvestre).

Paraglomus

Esporas formadas terminalmente de una hifa de sostén como en Glomus.
Los arbusculos y las hifas intrarradicales se tifien débilmente. Las vesiculas y
células auxiliares no estan diferenciadas. Las estructuras subcelulares de la espora

y la germinacién como en Glomus (fig. 16C y D).

Rhizophagus

Esporas glomoides formadas individualmente o en pequefios a grandes racimos en
un medio solido y en raices. Forman micorrizas arbusculo-vesiculares tipicas,
aunque las vesiculas tienden a formarse mas temprano (en los puntos de entrada)
que en otros clados la espora presenta varias capas y algunas de ellas reaccionan

al reactivo Melzer (fig.17).
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Figura 17. Esporas de HMA pertenecientes al género Rhizophagus encontradas en los
sitios de estudio. A) Rhizophagus aff. Fasciculatus en pvilg a 40x (presente en los sitios de
Tlalpujahua y silvestre), B) Rhizophagus aff. clarus en pvlg a 40x (presente en los sitios de
Tlalpujahua y silvestre), C) Rhizophagus aff. irregularis en pvlg a 40x (presente en el sitio
silvestre), D) Rhizophagus sp. en pvig a 40x (presente en Angangueo) y E) Rhizopagus aff.
intraradices en pvilg a 100x (presente en el sitio silvestre).

8.3. Analisis de componentes principales

Se realiz6 un analisis de componentes principales en el que se analizo el
efecto de las variables edafologicas sobre la diversidad fungica por género en los
sitios de estudio. El pH es el factor principal que influye en la diversidad de hongos
(68.6%), la materia organica es otro factor relevante (31.4%) (fig. 18). Los géneros
Acaulospora. Glomus y Diversispora se encuentran mejor representados en suelos
con alto contenido de materia organica, mientras que los géneros Claroideoglomus,
Pacispora, Rhizophagus y Funneliformis se desarrollan mejor a bajo contenido de

materia organica.
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Figura 18. Analisis de componentes principales (ACP) entre las variables edafolégicas de
los sitios de estudio y la diversidad de géneros de HMA presentes en los mismos.

En cuanto al efecto de los parametros fisicoquimicos de cada sitio sobre la
riqueza de especies se encontré que el pH es el factor principal que influye en la
riqueza de especies (65.1%), la materia organica es otro factor relevante (34.9%)
como sucedioé en el caso de la distribucion de géneros (fig. 19). La riqueza de
especies encontradas en los sitios se relaciona positivamente para el pH, mientras

que un contenido bajo de materia organica favorece esta riqueza.
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Figura 19. Andlisis de componentes principales entre las variables edafoldgicas de los sitios
de estudio frente a su riqueza de especies.

8.4. Andlisis de diversidad.

Es de vital importancia conocer el estado de las comunidades de HMA en los
sitios de estudio, ya que nos permite conocer la riqueza de especies en una
poblacién y la abundancia proporcional de especies. Se encontré que el sitio
silvestre presentd mayor riqueza de especies y diversidad a (7.062 y 3.089
respectivamente) frente a los valores de los suelos de jales mineros de Tlalpujahua
con 6.18 y 2.73, mientras que el jal de Angangueo tuvo los valores mas bajos (4.29
y 2.46 respectivamente) (fig. 20). El indice de uniformidad sin embargo, nos indica
que el suelo silvestre aunque posee mayor numero de especies, estas no presentan
una abundancia equitativa sino que existen especies dominantes (U = 0.5), mientras
qgue la comunidad Angangueo posee el menor nimero de especies pero presenta
mayor uniformidad en su abundancia relativa, la baja diversidad es un reflejo
probablemente de la baja capacidad de adaptacion de algunas especies fungicas a
la contaminacion presente en los suelos de esta region. El andlisis del grado de
cambio o reemplazo en la composicion de especies entre los sitios fue alto (B =
0.831).
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Figura 20. indices de Diversidad a, uniformidad y riqueza de especies de los HMA
presentes en los suelos de jales mineros de Angangueo, Tlalpujahua y un suelo silvestre.

Los analisis de rarefaccion mostraron que los muestreos realizados fueron

adecuados y representan eficientemente la riqueza de especies (fig. 21).
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Figura 21. Prueba de rarefaccion de los sitios de estudio.
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8.5. Potencial micorricico.

8.5.1. Prueba de germinacion.

Previo al experimento de potencial micorricico se realizé una prueba de
germinacion con semillas comerciales de Ipomoea tricolor y semillas silvestres. Para
el experimento se establecieron dos tratamientos con cada uno de los suelos
contaminados provenientes del Jal minero de Angangueo y el Jal minero de
Tlalpujahua, ademas del suelo silvestre, para asi poder analizar la resistencia de la
especie de la planta a utilizar. El primer tratamiento se monté con suelo estéril al
100% de contaminacion y el segundo al 50% de contaminacién, mas un control con
sustrato estéril libre de contaminacion (Peat moss, agrolita, vermiculita en

proporcion 3:1:1).

Se pudo observar que los tratamientos con semillas comerciales presentaron
mayor porcentaje de germinacion y que aun en la concentracion al 100% de
contaminacion, ambos tipos de semillas germinaron, pero esta germinacion
disminuy6 con respecto a los tratamientos al 50% y control, en las semillas crecidas

en el suelo del jal de Angangueo (fig. 22).
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Figura 22. Porcentaje de germinacion de semillas de Ipomoea tricolor (silvestre y comercial)
bajo dos tratamientos de contaminacién (50% y 100%) mas un control crecidos en los
suelos de A) Jal de Angangueo, B) Jal de Tlalpujahua y C) Silvestre.

Al comparar el crecimiento de las plantulas a los 7 y 21 dias entre
tratamientos, se encontr0 que las plantulas silvestres a pesar de la menor
germinacion presentaron la mayor altura, siendo notorio a los 21 dias (fig. 23 y 24).
También se observa que el tratamiento de mayor contaminacion afecto de manera

negativa y significativa el desarrollo de las plantas (fig.23).
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Figura 23. Longitud de plantulas de Ipomoea tricolor provenientes de semillas silvestres y
comerciales. Medidas a los 7 y 21 dias bajo diferentes niveles de contaminacién en los
suelos de A) Jal de Angangueo, B) Jal de Tlalpujahua y C) Silvestre. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (p = 0.05, Tukey).
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Figura 24. Plantas de Ipomoea tricolor provenientes de semillas comerciales y silvestres
desarrolladas en los suelos de jal de Angangueo, jal de Tlalpujahua y silvestre, bajo dos
concentraciones de contaminacion (50% y 100%) mas un control. A) Plantas de
Angangueo, B) plantas crecidas en el suelo de Tlalpujahua y C) plantas crecidas en el suelo
silvestre.

Con los resultados de este experimento se determiné el uso de las semillas
comerciales para los posteriores experimentos ya que estas presentaban mayor
capacidad germinativa y un comportamiento similar bajo las diferentes condiciones

de sustrato.

8.5.2. Potencial micorricico.

Para obtener el potencial micorricico primero fue necesario obtener el
porcentaje de numero de plantas infectadas por tipo de suelo, para lo cual se realiz6
una prueba de colonizacion de las plantas en cada concentracion fungica (fig.25),
encontrdndose una correlacién positiva entre la concentracion del inéculos
micorricicos y el porcentaje de plantas infectadas desarrolladas en el suelo del jal
minero de Angangueo, observando que en todas las concentraciones fangicas
superiores al 25% mas de la mitad de las plantas en los tratamientos presentaron
colonizacion micorricica (MSI > 50%) (fig. 25A). En el caso de Tlalpujahua todos
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los tratamientos con indculo fungico presentaran mas del 50% de plantas infectadas

(fig. 25B). Lo contrario se reportod para las plantas crecidas en el suelo silvestre,

debido a que conforme aumento la concentracion de inoculo disminuyd el porcentaje

de plantas infectadas (fig. 25C).
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Figura 25. Porcentaje de plantas infectadas por HMA de los sitios de estudio A) Jal de
Angangueo, B) Jal de Tlalpujahua y C) Silvestre, bajo cinco concentraciones flingicas.

Después se realizo la prueba de numeros mas probables en el cual se

contabilizé el numero de réplicas colonizadas por tratamiento y por concentracion y

con este dato se obtuvo el nUmero mas probable (NMP) de propagulos en cada

tratamiento de acuerdo con la tabla de Alexander (1982) (tabla 3).
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Tabla 3. Valores de NMP.

100 4 5 5 81 810 8.1
75 5 4 4 350 3500 35
50 3 45 40 400 4
25 0 0 0
0 0 0
Tlalpujahua
100 5 5 5 1600 16000 160
75 4 2 4 44 440 4.4
50 2 3 3 20 200 2
25 4 4 5 69 690 6.9
0 0 0 0
Silvestre
100 2 1 5 19 190 1.9
75 1 4 5 22 220 2.2
50 4 5 1 48 480 4.8
25 4 4 3 54 540 5.4
0 0 0 0

Del andlisis de colonizacién micorricica de las raices de Ipomoea tricolor se
observé mayor desarrollo de las plantas en los tratamientos inoculados con HMA en
los suelos contaminados. Para las plantas de |I. tricolor crecidas en el suelo de
Angangueo se observo una mortandad del 100 % de las plantas en los tratamientos
con bajo contenido de indculo fungico (concentracidon al 25%) y el mayor porcentaje
de colonizacién en el sistema radicular (con 51%) lo tuvo el tratamiento al 75% de
concentracion de indculo (fig. 26). Para las plantas de Tlalpujahua se encontré que
aun a la concentracion mas baja de in6culo (25%) se presento colonizacién y una
mayor longitud de las plantas con respecto al control. En el caso de las plantas
crecidas en el suelo silvestre se encontré el mayor porcentaje de colonizacion en la

concentracibn mas baja de indculo (25%) mientras que conforme aumentaba la
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concentracion fangica disminuia la colonizacion en las raices de las plantas de

I[pomoea tricolor.

Colonizacion
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Figura 26. Porcentaje de colonizacion de los HMA en las raices de plantas desarrolladas
en el suelo del Jal de Angangueo, Jal de Tlalpujahua y Silvestre, bajo cuatro
concentraciones fangicas y un control. Realizada a los cuatro meses.

En cuanto al porcentaje de estructuras flngicas se observo que en las raices
de Ipomoea tricolor en el suelo de Angangueo el tratamiento al 100% presento el
mayor porcentaje de arbusculos, siendo esto de importancia debido a que es la
estructura encargada del intercambio de nutrientes con el hospedero (Tabla 4),
mientras que en el tratamiento a menor concentracion de indéculo no se encontraron
arbasculos. En los suelos de Tlalpujahua Y que la cantidad de arbusculos y

vesiculas es inferior a lo encontrado en el suelo con indculo del jal de Angangueo.
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Tabla 4. Porcentaje de estructuras micorricicas observadas en las raices de las plantas de
Ipomoea tricolor desarrolladas en el suelo del Jal de Angangueo. En cinco concentraciones
de inoculo (100, 75, 50, 25y 0).

Angangueo
100 30.36% 10.15% 53.09% 2.56% 3.85%
75 17.20% 9.45% 62.40% 5.35% 5.59%
50 26.34% 8.56% 57.37% 4.40% 3.33%
25 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
0 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Tlalpujahua
100 21.90% 0.40% 76.42% 0.49% 0.78%
75 17.42% 3.17% 77.75% 0.56% 1.11%
50 16.37% 4.07% 72.53% 3.25% 3.78%
25 21.52% 6.30% 60.11% 6.04% 6.04%
0 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Silvestre
100 19.71% 7.97% 63.03% 4.44% 4.85%
75 10.49% 1.35% 82.39% 0.00% 5.77%
50 15.70% 4.63% 72.26% 3.70% 3.70%
25 10.52% 1.67% 87.36% 0.00% 0.46%
0 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

Con el numero mas probable y los datos obtenidos del porcentaje de colonizacion,

se pudo obtener el Potencial micorricico (Tabla 5).

Los consorcios de los tres sitios analizados presentaron alto potencial
micorricico, encontrandose que el inéculo proveniente del sitio silvestre es el que
posee la mayor infectividad debido a que posee un valor de 12.75 MSIso/100g (Tabla
5), aunque por encontrarse en un suelo con condiciones normales y baja
contaminacion, la planta no requiere tanto del socio fangico, por lo cual solo se
encontré un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de Ipomoea tricolor en

los suelos contaminados por metales pesados.
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Tabla 5. Potencial micorricico

) MSI,,/100g
o : b . (obtenido  Potencial
SIMIEE] e e (pendiente) Oef. 4 partir de micorricico
de ) NMP
Angangueo 1.147 -6.665 0.847 0.718 21 0.79
Tlalpujahua 0.187 66.667 0.328 0.108 15 0.81
Silvestre -0.24 80 0 9'23 0.852 12.75 0.87

Valores bajos muestran mayor potencial de infectividad.

Se observa que la presencia de indculos de HMA favorece el desarrollo de
las plantas en los suelos contaminados adun a bajas concentraciones, en
comparacién con los tratamientos sin hongos. Las plantas desarrolladas en el suelo
del Jal de Angangueo (que es el mas alterado), fueron las mas afectadas,
observando una disminucion en su desarrollo. Mismo que se reflejéo en una menor
longitud a los 30, 60 y 120 dias, sobre todo a bajas concentraciones de indculo
fungico; pero que permitid la sobrevivencia de las plantas, ya que las plantas sin
presencia de HMA en este sitio, no sobrevivieron. (fig. 27 A).

Por su parte las plantas desarrolladas en suelo del Jal de Tlalpujahua, a los
15 dias no presentaron diferencias en cuanto a la longitud de las plantas con
respecto al control. Sin embargo, a los 30 dias las diferencias de todos los
tratamientos con inéculos fueron significativas con respecto al control, A los 60 y
120 dias se observa que las plantas con mayor longitud se encuentran en los
tratamientos al 75 y 100 % de in6culo fangico (fig. 27 B). La diferencia entre los
tratamientos a los 120 dias coincidié con los mayores porcentajes de colonizacion

encontrados en los tratamientos con mayor contenido de inéculo (fig. 26).

Mientras que el desarrollo de las plantas en el suelo silvestre no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos aun a los 30 dias. Si se considera
gue Ipomoea tricolor es una planta ubicuista, de facil adaptacion y reportada como

acumuladora de metales, es muy probable que la presencia de los HMA en sus
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raices no resulte benéfica al considerar el costo/beneficio de la interaccion, por lo
gue el establecimiento de la asociacion requirié de un periodo de tiempo mas largo,
como lo corrobora el analisis de colonizacién (fig. 26), ya que a diferencia de lo
observado con los in6culos de Angangueo y Tlalpujahua, en este tratamiento el
porcentaje de estructuras fungicas tipicas de los HMA observadas, fue muy bajo
(Tabla 4). Sin embargo, a los 60 dias se aprecia un aumento considerable en la
longitud de las plantas bajo tratamiento fungico con respecto al control (P = 0.05)
(fig. 27C).
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Figura 27. Longitud de las plantas de Ipomoea tricolor a los 15, 30, 60y 120
dias en los suelos de A) Jal de Angangueo, B) Jal de Tlalpujahua y C) Silvestre.
Bajo cuatro concentraciones de indculo nativo y un control. Letras diferentes indican
una diferencia significativa entre los tratamientos (p= 0.05, Tukey).

En el caso del area foliar para las plantas desarrolladas en el suelo Jal de
Angangueo las hojas presentan menor superficie foliar en el tratamiento de menor
concentracion fungica y el control. En estos tratamiento ademas, el area foliar es

mayor en la parte basal de la planta, mientras que en los tratamientos con mayor
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concentracion de inéculo el area foliar es mayor en la parte media de la planta,
debido probablemente a su mayor longitud. (fig. 28 A) En cuanto al area foliar de las
plantas de Tlalpujahua encontramos que los tratamientos con in6culo en mayor
proporcion presentaron hojas con mayor superficie que el control y los deméas
tratamientos (P = 0.05) (fig. 28 B), lo que dejaria en claro la interaccion positiva del
consorcio micorricico arbuscular presente en estos suelos, observando sin embargo
que aunque el potencial micorricico es alto, la accion positiva de la interaccion para
la planta se pone de manifiesto sélo a alto contenido de in6culo. Con respecto al
analisis de area foliar de las plantas de suelo Silvestre se observdé que los
taramientos inoculados presentan hojas con mayor superficie que las del control (P
=0.05) (fig. 28 C), a pesar de que la simbiosis entre las plantas y HMA probablemete
es mas reciente en este suelo con respecto a los suelos contaminados.También se
observa que el area foliar en los diferentes estratos de la planta es semejante a los
tratamientos de los sitios de Angangueo y Tlalpujahua en donde las hojas de la parte

media de la planta son mas grandes (fig. 29).
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Figura 28. Medicién de area foliar en tres estratos de la planta (basal, media y apical), a los
dos y cuatro meses de desarrollé en los suelos de A) Jal de Angangueo, B) Jal de
Tlalpujahua y C) Silvestre bajo cuatro concentraciones de indculo nativo y un control.
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Figura 29. Foto de las hojas de las plantas de Ipomoea tricolor crecidas en los suelos del
jal de Angangueo, jal de Tlalpujahua y suelo silvestre bajo cuatro concentraciones de
inoculo y un control. A) Area foliar en los diferentes tratamientos de Angangueo, B) Area
foliar en los diferentes tratamientos de Tlalpujahua y C) Area foliar en los diferentes
tratamientos de suelo silvestre.

A (e

8.6. Efecto de los consorcios de HMA sobre el rendimiento vegetal
Ipomoea tricolor.

8.6.1. Pruebas preliminares de germinacion y supervivencia.

Se realiz6 una prueba de germinacion preliminar al experimento del efecto
micorricico sobre el rendimiento vegetal de Ipomoea, encontrandose que para las
plantas crecidas en el suelo silvestre no hubo diferencias significativas (X2= 8.37
P=0.07) ya que todos los tratamientos tuvieron una germinacion cercana al 100%
en todos sus tratamientos, mientras que en las plantas de Angangueo la mayor
germinacion se obtuvo en los tratamientos al 75% y 100% de concentracion de
indculo (X2=53.86 P=0.0001). Lo cual se puede deber a una mejor asociaciéon con
la microbiota nativa del suelo. En el caso de Tlalpujahua todos los tratamientos con
indculo fueron significativamente mas eficientes para la germinacion que el control
sin hongos (X2= 37.22 P= 0.0001) (fig. 30).
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Figura 30. Prueba de germinacion de las plantas desarrolladas en los suelos del jal de
Angangueo, Tlalpujahua y un suelo silvestre, bajo cuatro concentraciones flngicas (25, 50,
75y 100%) y un control.

Al realizarse la prueba de supervivencia previas al experimento (fig. 31), se
encontré que para las plantas crecidas en el suelo silvestre todos los tratamientos

tuvieron una supervivencia cercana al 100% (X?= 4.11 P= 0.391), mientras que las
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plantas de Angangueo tuvieron una supervivencia cercana al 20 y 30% en las
diluciones mas bajas. Lo cual se debe al alto contenido de contaminantes,
presentando asi un medio hostil que no permite la supervivencia de las plantas. De
manera que se observa el efecto positivo de los inéculos con mayor concentracion
de esporas sobre la sobrevivencia en los suelos contaminados de Angangueo (X?=
39.16 P=0.0001).
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Figura 31. Prueba de supervivencia de las plantas desarrolladas en los suelos del jal de
Angangueo, Tlalpujahua y un suelo silvestre, bajo cuatro concentraciones flngicas (25, 50,
75y 100%) y un control.
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8.6.2. Efectos de loa consorcios de HMA sobre Ipomoea tricolor en
suelos de jales mineros.

En el experimento para determinar el efecto de los consorcios de HMA sobre
Ipomoea tricolor se observa que el origen de indculos de HMA influye en el
desarrollo de las plantas en los suelos, en comparacion con los tratamientos sin

hongos.

En general, las plantas germinadas y crecidas en suelo silvestre se
encontraron mejor desarrolladas y mas sanas que las de suelos contaminados,
independientemente del indculo utilizado. En cuanto a las pruebas cruzadas con los
indculos, las plantas desarrolladas en el suelo del Jal de Angangueo (que es el mas
alterado) tuvieron el mayor desarrollo con el in6culo proveniente de Tlalpujahua
(81.81 cm) mientras que el tratamiento con el indculo nativo (Aa) no logro subsistir,
probablemente debido al menor potencial micorricico (MSI = 21) obtenido en la fase
1 ya que se requeria de mayor cantidad de esporas para una infectividad mas
eficiente. Por su parte las plantas con un mayor desarrollo en el suelo de Tlalpujahua
fue el tratamiento con indculo silvestre (73.5). En el caso de los tratamientos con
suelo silvestre, las plantas desarrolladas con el indculo de Tlalpujahua tuvieron la
mayor longitud (88.08). El hecho de que las plantas tuvieran menor longitud bajo los
tratamientos con indculo nativo puede deberse a que estos ya se encuentran
adaptados a las condiciones de cada uno de sus sustratos, lo que puede limitar su

velocidad de respuesta (fig. 32).
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Figura 32. Longitud de las plantas de Ipomoea tricolor a 1, 2, 4 y 6 meses en los suelos de
Angangueo (A), Tlalpujahua (T) y Silvestre (S), con tres tipos de in6culo Angangueo,
Tlalpujahua y Silvestre y un Control. Letras diferentes indican una diferencia significativa

entre los tratamientos (p= 0.05, Tukey).

En el caso del area foliar todas las plantas desarrolladas con el inéculo del
Jal de Tlalpujahua presentan mayor superficie foliar frente a los demas inéculos. En
éstos tratamiento ademas, el area foliar es mayor en la parte apical y media de la
planta (fig. 33) y (fig. 34).
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Figura 33. Medicién de area foliar en tres estratos de la planta (basal, media y apical), a
los dos y cuatro meses de desarrolld en las plantas crecidas en los suelos de Angangueo
(A), Tlalpujahua (T) y Silvestre (S), con tres tipos de indculo (Angangueo (a), Tlalpujahua

(t) y Silvestre (s)) y un control.
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Figura 34. Foto de las hojas medias de las plantas de Ipomoea tricolor crecidas en los
suelos del jal de Angangueo, jal de Tlalpujahua y suelo silvestre, con tres indculos fungicos
(Angangueo, Tlalpujahua y silvestre) y un control. A) Area foliar en los diferentes
tratamientos de Angangueo, B) Area foliar en los diferentes tratamientos de Tlalpujahua y
C) Area foliar en los diferentes tratamientos de suelo silvestre.

Para corroborar si las diferencias encontradas entre tratamientos se debian a la
presencia de HMA en las raices de las plantas, se realizé un muestreo para analizar
colonizacion fangica. EI mayor porcentaje de colonizacién en el sistema radicular
(con 56%) lo tuvo el tratamiento silvestre con indculo de Tlalpujahua (fig. 35),
ademas el tratamiento con mayor porcentaje de arbusculos (35.29%) fue el de
Angangueo con inéculo silvestre, siendo esto de importancia debido a que es la
estructura encargada del intercambio de nutrientes con el hospedero (Tabla 8) y
(fig. 36).
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Figura 35. Porcentaje de colonizacion de los HMA en las raices de plantas de Ipomoea
tricolor desarrolladas en los suelos de jales mineros (Angangueo y Tlalpujahua) y un suelo

silvestre, bajo tres condiciones de inéculo y un control.

Tabla 8. Porcentaje de estructuras micorricicas observadas en la raices de las plantas de
Ipomoea tricolor desarrolladas en los suelos del Jal de Angangueo, Tlalpujahua y un suelo

silvestre (A, T, S). En tres condiciones de in6culo (a, t, s) y un control.

Aa 0% 0% 0% 0% 0%
At 20% 20% 20% 20% 20%
As 35.29% 0% 64.71% 0% 0%
Ac 0% 0% 0% 0% 0%
Ta 0% 0% 100% 0% 0%
Tt 7.94% 14.29% 74.60% 3.17% 0%
Ts 17.14% 5.71% 75.71% 1.43% 0%
Tc 0% 0% 0% 0% 0%
Sa 20% 0% 80% 0% 0%
St 18.18% 3.90% 77.92% 0% 0%
Ss 21.88% 0% 75.00% 0% 3.13%
Sc 0% 0% 0% 0% 0%
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Figura 36. Fotos de las estructuras fungicas encontradas en las raices de Ipomoea tricolor desarrolladas en los suelos de jal de Angangueo,
jal de Tlalpujahua y suelo silvestre, bajo diferentes tipos de indculo (Angangueo, Tlalpujahua y silvestre) y un control. Ac = suelo Angangueo
control, Aa = suelo Angangueo con in6culo Angangueo, At = suelo Angangueo con indculo Tlalpujahua, As = suelo Angangueo con in6culo
silvestre, Tc = suelo Tlalpujahua control, Ta = suelo Tlalpujahua con in6culo Angangueo, Tt = suelo Tlalpujahua con inéculo Tlalpujahua, Ts
= suelo Tlalpujahua con inéculo silvestre, Sc = suelo Silvestre control, Sa = suelo Silvestre con inéculo Angangueo, St = suelo Silvestre con
inoculo Tlalpujahua y Ss = suelo Silvestre con indculo silvestre.
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9. DISCUSION.

El andlisis de las condiciones fisico-quimicas de los suelos presentes en los
sitios de estudio es de vital importancia ya que influyen sobre las funciones e
interacciones que pueden tener los organismos como bacterias, hongos
micorricicos arbusculares, plantas y seres humanos. En nuestro trabajo
observamos que el sitio mas contaminado (Angangueo) presenta el pH mas acido,
lo que ocasion6 una mayor toxicidad hacia las plantas de Ipomoea tricolor y la
mortandad de la totalidad de éstas en el tratamiento control del experimento de
potencial micorricico. De acuerdo con los trabajos realizados en otros jales mineros
se ha encontrado que los pH acidos presentan mayor riesgo que aquellos cercanos
a la neutralidad, esto debido a que los valores menores de 4 permiten las reacciones
de hidrolisis de cationes provocando asi un aumento en la solubilidad y movilidad
de los metales pesados (e.g. Pb, As,Zn, etc.) (Martinez-Taylor y Noriega-Luna,
2015; Ponce et al., 2015; Luna, et al., 2016; Contreras Lopez et al., 2019; Salas
Urviola et al., 2020), también conocido como drenaje acido de mina. Esto también
influye sobre la diversidad de HMA, ya que cambios bruscos en estos valores como
la alcalinidad o acidez alteran esta composicion (Coral, 2015; Teixeira et al., 2017;
Posada et al., 2018; Ramirez-Viga et al., 2020); en este trabajo se observo un mayor
namero de especies de HMA en el sitio silvestre (37 spp y pH de 5.8) con respecto
al jal minero de Tlalpujahua (29 spp y pH de 8) y de Angangueo ( 11 spp y pH 3).

Aunado a lo anterior, los suelos de los jales mineros presentaron deficiencia
en elementos esenciales como el potasio, calcio y magnesio, esto es importante de
considerar, porque como lo reporta la literatura son macronutrientes esenciales
requeridos para el crecimiento de las plantas y de otros organismos presentes en la
rizésfera (Paul, 2007). También se reporté un bajo contenido de materia organica,
y se conoce que esta influye junto con los elementos anteriores sobre la capacidad
de intercambio cationico (C.I.C). Se considera que alrededor del 98% de los
nutrientes esenciales para los organismos estan inmovilizados en los minerales y

materia organica del suelo (Valagro, 2004) y una medida del nivel de su fertilidad de
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gran importancia es la C.I.C., ya que nos indica la capacidad de un suelo de
almacenar en sus coloides nutrientes de carga positiva o cationes. En los jales
mineros se encontré muy baja C.I.C. (3.6 y 3.5) con respecto al suelo silvestre, por
lo que muchos de estos nutrientes al quedar expuestos son lixiviados por la lluvia
(Toledo, 2016). Este es un factor importante porque repercute sobre el crecimiento
vegetal, lo que se observo en algunos de los estratos muestreados en los jales,
donde la vegetacién era nula o escasa; al igual que la diversidad fangica que para
el jal de Angangueo presentd los indices mas bajos (indice de Shannon= 2.75). Se
ha visto ademas que el contenido de materia organica influye positivamente en el
desarrollo de los HMA presentes en el suelo ya que ésta es el medio por el cual se
vuelve accesible el fosforo mineral y fomenta mayor esporulacion por parte de los
HMA (Joner y Jakobsen, 1995; Gryndler et al., 2001; Treseder y Cross, 2006;
Gryndler et al., 2009).

También se ha observado como los factores abiéticos (la granulometria del
suelo, el contenido de fosforo y la precipitacion), juegan un papel importante en la
composicion de la comunidad de HMA presentes en el suelo de los sitios, asi como
en la rizésfera (Stevens et al., 2020). Siendo importante ya que la densidad de
esporas se ve afectada positivamente por el mayor porcentaje de arcillas en el
suelo. El sitio silvestre que present6 mayor contenido de arcillas (42%) también fue
el que contenia mayor numero de esporas (370/100g de suelo). Stevens et al.,
(2020) encontraron que la diversidad de especies en la rizésfera esta correlacionada
positivamente con el contenido de P en los suelos y que esto influye sobre la
presencia de especies. El jal minero de Tlalpujahua en donde los valores de fésforo
fueron adecuados (30 ppm) presentd mayor riqueza de especies unicas y con una

abundancia homogénea.

El Jal minero de Angangueo, el cual es el sitio mas contaminado posee una
diversidad de especies muy baja, lo que confirma lo propuesto por algunos
investigadores que afirman que la diversidad y el numero de especies se reduce

conforme las concentraciones de Pb y Zn aumentan en el suelo (Ortega-Larrocea
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et al., 2001; Renker et al., 2005; Zarei et al., 2008). Ademas esta diversidad se ve
influenciada por la interaccion entre diferentes metales pesados. Debido a que las
especies fungicas presentes en los sitios contaminados se encontraron también en
el sitio forestal podemos inferir que hay una alta resiliencia por parte de dichas
especies a la contaminacion por plomo, zinc y plata (Alguacil et al., 2011; Macek et
al., 2016; Sanchez-Castro et al., 2017).

En México se han descrito 104 especies de HMA, que representan el 44% de
las especies totales que hay en el mundo (Chimal-Sanchez et al., 2016). Para el
estado de Michoacan no se ha realizado un listado de especies de HMA general,
aungue se tienen varios trabajos realizados en los que se enlistan especies de HMA
asociadas a cultivo de aguacate y bosque de pino-encino en las regiones de
Uruapan, Los Reyes (Barcenas-Ortega et al., 2011; Gonzéalez-Cortés et al., 2012a)
y Agave cupreata en las regiones de Etucuaro, Morelia y Tzitzio ( Trinidad Cruz et
al., 2017). En nuestro estudio encontramos 47 morfotipos para la regién de Senguio,
Angangueo Yy Tlalpujahua, en donde la vegetacion nativa corresponde a bosque de
pino y pino-encino. Se lograron identificar 33 especies y se presentaron de 11 a 13
especies compartidas, algunas de ellas fueron Acaulospora denticulata, A. delicata,
A. spinosa, Diversispora spurca, Glomus tortuosum, Pacispora scintillians. La
diversidad encontrada en el sitio silvestre es semejante a la reportada por Trinidad
Cruz et al., (2017) para Agave cupreata (39 morfotipos) y la reportada por Gonzalez-
Cortés et al., (2012) para la zona de conversion de bosque a huertas de aguacate
con 39 morfotipos, pero menor a la encontrada por Cuenca y Lovera (2010) que
reportaron 50 morfotipos para un matorral escleréfilo, mientras que para los jales

mineros se observa una diminucidon en esta diversidad.

Van der Heyde et al., (2017) encontraron que los distintos géneros de HMA
se comportan de manera diferente dependiendo del tipo de disturbio al que se
enfrentan, observando diferente tolerancia en las familias de HMA: Glomeraceae
(Glomus, Funneliformis y Rhizophagus) presentan tolerancia a la mayoria de tipos

de disturbios como cambio de cobertura vegetal, adicion de fertilizantes y otras
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practicas agricolas, asi como a disturbios quimicos. Esto debido a que no poseen
una especificidad con la planta hospedera, su capacidad esporulativa, asi como su
alta capacidad de inocular a las plantas. Caso contrario es el de la familia
Gigasporaceae (Gigaspora) que presenta una menor tolerancia al cambio de
vegetacion y disturbios mecéanicos, debido a su tamafio y a la lentitud con la que se
desarrolla, sin embargo genera una amplia cantidad de estructuras fungicas (
Declerck, et al., 2004; Hart y Reader, 2002) lo que le confiere mayor resistencia a
los disturbios quimicos al igual que el género Acaulospora. En el sustrato de
Angangueo los in6culos de Tlalpujahua y Silvestre que presentaron dominancia de
especies y especies Unicas del género Acaulospora, tuvieron mejor desempefio en
el desarrollo y supervivencia de Ipomoea tricolor que el indculo nativo, en el cual

predominé el género Glomus.

Trabajos en suelos contaminados por metales pesados reportan las
siguientes especies de HMA: Acaulospora mellea, Acaulospora morrowiae,
Ambispora  gerdemannii, Claroideoglomus claroideum, Claroideoglomus
etunicatum, Cetraspora gilmorei, Entrophospora infrequens, Gigaspora gigantea,
Gigaspora decipiens, Gigaspora margarita, Glomus macrocarpum, Glomus
spinuliferum, Funneliformis caledonius, Funneliformis geosporum, Funneliformis
mosseae, Rhizophagus fasciculatus, Rhizophagus intraradices, Septoglomus
deserticola, Septoglomus constrictum (Gonzalez-Chavez et al., 2002; Wang et al.,
2005; Wang et al., 2007; Gonzalez-Chavez et al., 2009; Bissonnette et al., 2010; Wu
et al., 2011; Rangel et al., 2014; Cabral et al., 2015; Garcia Velasco, 2016; Pérez et
al., 2019), de las cuales en el presente estudio se identificaron Acaulospora mellea,
Claroideoglomus claroideum, Gigaspora margarita, Funneliformis geosporum,
Funneliformis mosseae, Rhizophagus fasciculatus y Rhizophagus intraradices. Las
especies antes mencionadas tienen estrategias que les permiten lidiar con maltiples
metales pesados (Pb, Zn, As, Cu, etc.), en Gigaspora margarita se documenta la
acumulacion de estos metales en vesiculas e hifa intrarradicales, mientras que en
Rhizophagus Intraradices se produce una mayor generacion de hifas

extrarradicales, o las estrategias reportadas para los géneros Glomus y Acaulospora
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los cuales poseen una alta capacidad de esporulacion, una mayor capacidad
infectiva a partir no solo de esporas, sino también a partir de partes muy pequefas
de micelio (Gonzalez-Chavez et al., 2002; Wang et al., 2005; Janouskova y Vosatka,
2005; Zhu et al., 2007; Wang et al., 2007; Gonzéalez-Chavez et al., 2009; Bissonnette
et al., 2010; Wu et al., 2011; Van der Heyde et al., 2017; Muhsen, 2018; Stevens et
al., 2020). Se esperaria que las especies obtenidas en este trabajo presenten
estrategias similares para su supervivencia en los jales mineros, o para lograr una
mejor adaptacion a estas condiciones, por lo cual seria de vital importancia realizar
nuevos trabajos para dilucidar estrategias particulares de las especies nativas de

jales mineros.

Preliminar a las pruebas de potencial micorricico la prueba de germinacién
nos permitié corroborar los trabajos realizados por otros investigadores en los que
se relaciono el aumento en la concentracion de metales pesados con la afectacion
del desarrollo de las plantulas (Lam y Lai, 2018; Sanchez-Castro et al., 2017; Wang,
2017). En nuestro experimento las plantulas de Ipomoea tricolor (silvestre y
comercial) al aumentar la concentracion de plomo, zinc y plata; sufrieron
afectaciones en su longitud, a su vez se presentd una disminucion en el porcentaje
de germinacién siendo menor en las semillas silvestres desarrolladas en el suelo
mas contaminado (Angangueo). Sin embargo, no se reportan casos comparativos
entre variedades silvestres y comerciales de una misma especie de planta. En este
trabajo, las plantas silvestres, a pesar de su menor germinacion mostraron una
mejor adaptacion a las condiciones adversas de contaminacion ya que se
desarrollaron mejor que las plantas germinadas de semillas comerciales en los
suelos contaminados. A este respecto mucho se ha hablado sobre los procesos de
seleccién natural que operan en condiciones naturales y que favorecen que los
individuos mejor adaptados a las condiciones cambiantes del medio son capaces
de sobrevivir mejor que aquellos con poca variedad genetica como lo son las

semillas comerciales (Eguiarte et al., 2013).
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La prueba de potencial micorricico (PM) muestra la capacidad de un
consorcio micorricico para establecer la asociacién simbidtica con las plantas. El
sitio silvestre present6 un potencial micorricico de 12.75 MSI mientras que el jal de
Tlalpujahua presenta 15 MSlso y el jal de Angangueo 21 MSilso, al compararlo con el
trabajo de Duponnois et al., (2001) nuestros sitios presentaron un mayor potencial
micorricico ya que ellos obtuvieron un valor de 109.3 MSiso para su sitio forestal (es
decir que se requiere mayor cantidad de esporas por gramo de suelo para que se
colonice el 50% de las plantas); ellos atribuyeron el bajo potencial a que el tipo de
vegetacion analizado no favorecia la presencia del inoculo fungico (Scutellospora
verrucosa, Scutellospora gregaria y Glomus spp.), ademas observaron que las
parcela de barbecho cercadas tuvieron un PM promedio de 41.4 MSlso y las parcelas
de barbecho sin cercar tuvieron PM promedio de 98.5 MSlso lo que puede deberse
al dafio encontrado en la mayoria de esporas ocasionado por el ganado que
Dupponois menciona. El potencial obtenido en estas parcelas fue mayor al de
nuestro sitio mas contaminado (Angangueo) en donde el dafio a las esporas es

ocasionado por las condiciones en los parametros del suelo.

El potencial micorricico de los indculos probados fue alto para establecer la
asociacién con Ipomea tricolor y favorecer su desarrollo y supervivencia (longitud,
area foliar, porcentaje de germinacion, tasa de supervivencia y colonizacion fungica
de la raiz) en el caso de los suelos contaminados, ya que mientras mas alta
contaminacion presentaban los suelos, la eficiencia en el establecimiento de la
asociacion fue buena aun a las mas bajas concentraciones del inéculo, mostrando
ademds una alta infectividad y efectividad ya que se encontraron altos porcentajes
de colonizacion y la formacion de vesiculas y arbusculos, lo que influyé en el
desarrollo y supervivencia de las plantas, mientras que en los controles no
contaminados el establecimiento de la asociacion fue tardio; existen trabajos que
reportan el beneficio que estos hongos le aportan a la plantas para lidiar con
diferentes tipos de estrés bidticos y abidticos (Giasson et al., 2005; Audet y Charest,
2006; Liu et al., 2015; Abu-Elsaoud, et al., 2017; Gu et al., 2017; Garcia et al., 2018).
EL alto potencial encontrado en los indculos probados puede ser un reflejo del
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proceso de adaptacion de los hongos presentes en los jales. Existen trabajos como
el de Cuenca y Lovera, (2010) que sefialan que indculos formados por especies
como Glomus tortuosum, Acaulospora foveata, Acaulospora laevis y Acaulospora
tuberculata entre otros, presentaron mayor PM en un matorral escleréfilo (5.10
MSIsoy 6.90 MSlso) en temporada de lluvias y secas respectivamente. Ademas de
que el tipo de vegetacion presente en estos matorrales beneficié la diversidad de

HMA en los suelos.

Sobre el desarrollo de las plantas, en la fase 2, se esperaba que los inGculos
nativos funcionaran mejor en el suelo del cual se extrajeron, sin embargo, los
resultados fueron diferentes. se observo que el indculo de Tlalpujahua tuvo el mayor
efecto en el desarrollo vegetal de Ipomea tricolor en los tres sustratos, lo cual puede
deberse al hecho que el indculo de Tlalpujahua contenia mayor cantidad de esporas
por gramo de suelo (2), alta diversidad de especies de HMA (29), probablemente
adaptadas a las condiciones de contaminacion por metales pesados (Helgason et
al., 2002; Klironomos, 2003; Zhang et al., 2004; Herrera-Peraza et al., 2011; Mori et
al., 2013), ademas de una cantidad considerable de especies unicas del género

Acaulospora.

Elindculo silvestre aunque presentaba mayor cantidad de esporas por gramo
de suelo (3) y mayor diversidad (36 especies) presentd menor efectividad en el
desarrollo de las plantas de Ipomea tricolor en los suelos contaminados,
probablemente debido a que las especies de HMA tienen que lidiar con el estrés de
los metales pesados, mientras que las especies presentes en los jales mineros se
encuentran adaptadas a este tipo de estrés, como reportan algunos trabajos en los
que especies nativas funcionaron mejor en los suelos de los que provenian, que
consorcios comerciales (Klironomos, 2003). El in6éculo de Angangueo con 1 espora
por gramo y solo 11 especies, presentd menor efectividad que el consorcio de
Tlalpujahua que exhibi6 mayor diversidad y presencia de especies Uunicas

reportadas con alta capacidad de resistencia (Mickan et al., 2019).
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El inoculo de Tlalpujahua tuvo una alta infectividad en el suelo del jal del cual
provenia (porcentaje de colonizacion = 44%) y en el suelo silvestre (porcentaje de
colonizacion = 56%); y a pesar de la baja infectividad que presento en el suelo de
Angangueo (porcentaje de colonizacion = 2%) fue el mas efectivo en todos los
tratamientos para el desarrollo y la supervivencia de las plantas, por lo cual podria

ser considerado un buen candidato para la creacion de inoculante micorricico.
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10. CONCLUSIONES

Los suelos de los jales mineros presentaron alteraciones en parametros
fisico-quimicos importantes para el desarrollo de las plantas y para un buen
equilibrio en las interacciones y diversidad de los organismos presentes como los
HMA

La diversidad de HMA fue mayor en los suelos menos alterados (sitio silvestre
y Tlalpujahua), encontrando presencia de especies Unicas reportadas con alta

resistencia a diferentes tipos de estrés, como Acaulospora spp.

Los inéculos de HMA probados en este estudio y provenientes de jales
mineros mostraron tener un alto potencial micorricico para establecer la asociacion

con Ipomea tricolor en suelos contaminados por metales pesados.

El alto potencial micorricico favorecié una alta infectividad y efectividad de los
consorcios fungicos en el desarrollo y la supervivencia de Ipomea tricolor en suelos

contaminados por metales pesados.

La presencia de HMA favorece el desarrollo y sanidad vegetal en plantas

crecidas tanto en suelos no alterados como en suelos contaminados

El in6culo del jal de Tlalpujahua fue el mas eficiente para promover el
desarrollo y la supervivencia de Ipomoea tricolor en los tres suelos analizados, por

lo que se considera una buena alternativa para la generacién de bioinoculante.
Se corroboro que los HMA provenientes de suelos contaminados presentan

mayor resistencia y son mas eficientes para establecer la asociacion y promover el

desarrollo de plantas acumuladoras como Ipomoea tricolor.
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La importancia de un alto potencial micorricico de HMA radica en que aun
con pocas esporas presentes en el suelo se logré establecer una asociacion exitosa
gue contribuya a la salud de las plantas bajo condiciones de estrés, como lo
demostré este trabajo.

Perspectivas

Es importante realizar estudios sobre el comportamiento de diferentes
consorcios de HMA provenientes de jales mineros, para conocer mejor la funcién
de los hongos en estos sitios, asi como la capacidad de inmovilizacion o
acumulacion de metales pesados, analizar la eficiencia entre el uso de in6culos
monoespecificos o de consorcios de multiples especies. Ademas se debe analizar
el comportamiento de estos consorcios con diferentes plantas acumuladoras de

metales como Ficus benjamina, Ipomoea aquatica, Ipomoea batata entre otras.
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