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RESUMEN

La contaminacion por metales pesados (MP) es producto de las actividades
antropogénicas modernas, debido al uso intensivo de combustibles fosiles y recursos
minerales no renovables en diferentes procedimientos contemporaneos del desarrollo
industrial y agricola. Aunque muchos de los MP son componentes esenciales de las funciones
metabdlicas de las plantas y se requiere de su biodisponibilidad dentro de los rangos de
concentracion apropiados, el exceso de estos elementos en el medio ambiente tiene el
potencial de inducir un desequilibrio en la disponibilidad de nutrientes. Para contrarrestar
esta contaminacion varias investigaciones se han enfocado en las plantas y microorganismos
que pueden absorber o inmovilizar muchos de estos MP. A esta tecnologia se le denomina
fitorremediacion y surge como una nueva alternativa para la limpieza de ambientes
contaminados. El uso de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en combinacion con
plantas, es un enfoque alternativo para mejorar la eficacia de la fitorremediacion. La
simbiosis micorrizica, considerada por algunos autores como hongos que viven en las raices
de las plantas, es una asociacion mutualista entre los hongos del suelo y las raices de las
plantas vasculares que desempefian un papel fundamental en la limitacién y la translocacion
de los MP a los tejidos de éstas, mitigando asi los efectos de su toxicidad en las plantas. En
particular, el Cromo (Cr) es un metal altamente toxico para los microorganismos y para las
plantas, que debido a su frecuente uso industrial es un contaminante del suelo y de otros
ecosistemas. Para contrarrestar el efecto de este metal en el medio ambiente se utilizan
plantas hipercuamuladoras y acumuladoras de MP como Helianthus annuus L. (girasol), y
Tagetes erecta L. (Cempasuchil), ambas en colonizacion con HMA, ya que esta asociacion
potencializa la capacidad bioacumuladora de las plantas frente a Cr. El objetivo del presente
trabajo fue analizar el efecto sinérgico de H. annuus L. y T. erecta L. en asociacion con tres
indculos de HMA (R. intraradices, G. giganteae y Consorcio-Cr) en un suelo contaminado
con Cr (V1), bajo un gradiente de concentracion de cromato de potasio (K2CrOs), en un rango
de 48 2 192.4 mg / kg de suelo. Las variables evaluadas en las plantas fueron: porcentajes de
sobrevivencia, colonizacion micorrizica, altura, longitud radical, biomasa (peso fresco y seco
aéreo/radical) y la cantidad de Cr absorbido. Entre los principales resultados se reporta que

la mayoria de las plantas de Girasol utilizadas no sobrevivieron hasta el final del experimento



debido a que las concentraciones de Cr establecidas resultaron altamente toxicas, sin
embargo, se pudo observar el efecto positivo de R. intraradices para contrarrestar la toxicidad
del Cr ya que increment0 la altura de las plantas (superior a 60 cm). Para las plantas de T.
erecta los resultados muestran que el aumento de la concentracion de Cr afectd el crecimiento
de las plantas, observando una disminucion en la sobrevivencia, con porcentajes finales de
26.46, 23.93, 20.38, 9.01 % en los tratamientos control, R. intraradices, G. gigantea y
consorcio-Cr respectivamente, con la concentracion mas alta en el suelo (194.2 mg/kg). Los
in6culos de HMA lograron que el efecto del Cr en la planta fuera menor ya que incrementaron
de manera significativa el tamafio de estas con respecto al tratamiento control. En general,
este mismo comportamiento se observo en el peso fresco y seco de la raiz y parte aérea. La
longitud de la raiz fue mayor en plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas, y su
longitud mayor fue de 35 cm en los tratamientos contaminados con 194.2 mg/k de Cr. La
colonizacion de las raices de T. erecta por el Consorcio-Cr muestra un porcentaje bajo con
un 5%, el mas alto lo present6 G. gigantea con aproximadamente 60 % de colonizacion en
las plantas sin Cr y en la concentracion 194.2 mg/kg. La mayor acumulacion de Cr lo
presentaron las plantas en combinacion con los HMA, principalmente G. gigantea con 133
mg/kg seguido de consorcio-Cr con 109 mg/kg a Cr 194.2 mg/kg. Los tejidos de la raiz
acumularon mayor cantidad de Cr cuando se encontraron inoculadas con los HMA (mas de
60 mg /kg en la concentracion mas alta), mientras que la planta por si sola trasloca la mayor
cantidad acumulada de Cr a la parte aérea (factor mayor a 1.2). De igual manera, el factor de
translocacion es mayor a 1 en estos tratamientos, por lo que T. erecta puede ser considera
una planta acumuladora de Cr. De manera general, concluimos que los HMA proporcionaron
proteccion a las dos especies vegetales estudiadas ante la presencia de Cr, mostrando un
efecto positivo en el crecimiento y acumulacion de Cr en las raices de T. erecta, evitando su
translocacion a la parte aérea. Sin embargo, se evidencia que este efecto positivo varia

dependiendo de la especie de planta y del socio fangico involucrado.

Palabras clave: Fitorremediacion, Cromo (V1), Helianthus annuus, Tagetes erecta, HMA,
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1. INTRODUCCION

El suelo contaminado con metales pesados (MP) es un problema que ha ido en aumento
principalmente por actividades antropogénicas (Khalid et al., 2017). Entre las principales causas
de contaminacion se encuentran el uso intensivo de combustibles fosiles y recursos minerales no
renovables, a traves de distintos procedimientos del desarrollo industrial y agricola (Alkorta et al.,
2004, Wuana y Okieimen, 2011, Carredn-Abud et al., 2016). De la mineria y la manufactura
industrial deriva el consumo de combustibles y durante este proceso existe la produccion
concomitante de aguas residuales industriales y la utilizacion de materiales contaminantes. Del
mismo modo, en la agricultura, la introduccion de contaminantes que contienen metales en los
agroecosistemas, por lo general se deriva de la aplicacion de pesticidas quimicos, aditivos de
granja, fertilizantes y su persistencia en suelos agricolas. Tras su liberacion al ambiente, los MP
persisten en los ecosistemas en funcion de su constitucion quimica y biodisponibilidad relativa
(Audet, 2014).

Uno de los MP que es un importante contaminante del suelo es el Cromo (Cr), por su
amplio uso en la industria, en aleaciones, incluyendo la fabricacién de acero, en curtido de pieles,
en la produccion de pigmentos, pinturas y galvanoplastia (Nath et al., 2005). Dichas actividades
han incrementado los niveles de este metal en el ambiente, lo que representa un peligro potencial
para los organismos vivos. El cromo se presenta principalmente en dos estados de oxidacion, el Cr
(1) (trivalente) y el Cr (V1) (hexavalente), de los cuales el ultimo es el mas toxico. EI Cr (V1)
usualmente se encuentra en iones cromato CrO4>~ o dicromato Cr, O7* (Borst-Pauwels, 1981),
los cuales atraviesan facilmente las membranas bioldgicas y puede ser transportado activamente
al interior de las células por medio del transportador de sulfato (Borst-Pauwels, 1981), por lo que
puede resultar nocivo para plantas, animales y microorganismos que habitan en el suelo, ademas
puede afectar a los seres humanos debido a sus efectos carcinogénicos toxicos y potentes (Madhavi
etal., 2013).

Debido a lo anterior existe la necesidad de reducir los niveles de contaminacion de este
metal. Para enfrentar la contaminacion por Cr VI, se han empleado numerosos métodos fisico-

quimicos convencionales utilizados para remover MP de los suelos. Pero estas tecnologias han



presentado como principales desventaja costos elevados y que la mayor parte de los métodos

empleados utilizan sustancias que no son deseables para el ambiente (Zou et al., 2013)

Considerando estas limitaciones, se han buscado alternativas de solucion sobre los procesos
convencionales para la recuperacion de suelos contaminados. Varias investigaciones se han
enfocado en las plantas y microorganismos que pueden absorber o inmovilizar muchos tipos de
contaminantes, incluidos metales, o transformar el metal, lo cual puede reducir su
biodisponibilidad (Rajendran et al, 2003) denominando a esta tecnologia como fitorremediacion;
gue surge como una nueva alternativa para la limpieza del medio ambiente (Barceld y
Poschenrieder, 2003). Entre las ventajas que muestra esta técnica en comparacién con las llamadas
convencionales, se encuentra su bajo costo, la aplicabilidad en grandes areas y un menor impacto

hacia el ambiente (Robinson, et al., 1997).

La fitorremediacion es un enfoque multidisciplinario que combina la fisiologia de las
plantas, la quimica del suelo y la microbiologia del suelo (Yang et al., 2016). Existen varias formas
de fitorremediacion, entre ellas la fitoextraccion es la mas importante; se refiere a los procesos que
utilizan plantas para concentrar los metales del suelo en las raices y los brotes de la planta. Las
plantas que se consideran ideales para la fitorremediacién son identificadas como
“hiperacumuladoras”, las cuales tienen una tasa de crecimiento rapido, mayor biomasa y son
capaces de tolerar y acumular altas concentraciones de metales pesados (Brooks et al., 1977,
Baker, 1981 y Ahemad, et al., 2015).

El uso de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en combinacién con plantas, es un
enfoque alternativo para mejorar la eficacia de la fitorremediaciéon. Los HMA pueden limitar la
translocacion de los MP, mitigando los efectos de su toxicidad (Corradi y Charest, 2011). Se ha
reportado que en algunos casos las plantas micorrizadas pueden mostrar mayor captacion de MP
por la raiz y aumentar el transporte de estos a la parte aérea de la planta (Rabie, 2005), mientras
que en otros casos el uso de HMA contribuye a la inmovilizacion del metal en las raices de las
plantas o en el suelo (Gonzalez-Chavez et al., 2004). Esta asociacion mutualista entre los hongos
del suelo y las raices de las plantas vasculares representa una compleja dinamica constituida por

una diversidad de interacciones que desempefian un papel fundamental en la nutricion de las



plantas y la estabilizacion del suelo a través de una variedad de condiciones del medio (Koide,
1991, 1993), incluyendo las deficiencias de metales y/o de nutrientes (Leyval et al., 1997; Gohre
y Pazkowski de 2006). Esta relacion es considera como simbiosis micorrizica (Boucher et al, 1982;
Leung y Poulin, 2008). Existen numerosos ejemplos exitosos de esta combinacién utilizada para
absorber MP, proponiendo a los HMA como componentes beneficiosos en el funcionamiento y la
recuperacion de los ecosistemas afectados con metales (Joner et al., 2000; Ortiz- Cano et al., 2009,
Alvarado et al., 2011, Audet, 2014; Rajkumar et al., 2012)

Basados en lo anterior, se eligieron dos plantas consideradas acumuladoras, Helianthus
annuus L. y Tagetes erecta L., para este estudio, debido a su buen crecimiento y alta biomasa en
los suelos de campo contaminados por Cr (V1). Investigamos las respuestas de estas plantas a
diferentes gradientes de concentracion de Cr (V1) en el suelo y asociadas a diferentes HMA, para
observar los cambios en la produccion de biomasa y la acumulacion de dicho metal en la planta,

en presencia de estos hongos.



2. ANTECEDENTES
2.1. Los Metales Pesados

Los metales constituyen uno de los mayores grupos de contaminantes toxicos para el ambiente.
En contraste a los contaminantes organicos, que en muchos casos pueden ser degradados, los
metales liberados en el ambiente tienden a persistir indefinidamente, acumulandose en los tejidos
vivos a través de la cadena trofica (Grubor, 2008), ya que son las Gnicas sustancias que no pueden
ser degradadas bioldgica ni quimicamente y solo pueden ser modificadas o transformadas de un
estado de oxidacion a otro o de un complejo organico a otro (Abollino et al., 2002; Bolan et al.,
2014). Como consecuencia de la alteracidn de los estados de oxidacion, pueden transformarse en
sustancias mas solubles en agua que pueden eliminarse por lixiviacion; otros se convierten a
formas menos solubles, lo que conduce a su precipitacion haciéndose menos disponibles; y otros
pueden transformarse en sustancias menos toxicas volatiles que pueden ser removidas del area
contaminada (Garbisu y Alkorta, 1997).

Los metales pesados (MP) son definidos como elementos con propiedades metalicas como
ductibilidad, conductividad, densidad, estabilidad como catidn y especificidad a ligando (Garbisu
et al., 2003), nimero atdmico mayor de 20, y cuya densidad es mayor a los 5 g cm?®. Se consideran
MP el plomo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (TI), entre otros
(Lucho et al., 2005).

Los MP se encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza terrestre, en
forma de minerales, sales u otros compuestos (Abollino et al., 2002); algunos de ellos son
requeridos como micronutrientes para las plantas (Van Assche et al., 1990). Son esenciales para
algunos procesos ya que ejercen funciones cataliticas en determinadas reacciones bioquimicas o
en conversiones metabolicas. ActGan como micronutrientes o cofactores enzimaticos, pueden
estabilizar estructuras proteicas, facilitar el transporte de nutrientes, asi como la neutralizacién y

control de la presion osmotica (Rajendran et al., 2003).

Sin embargo, a cierto umbral ejercen un marcado efecto citotdxico, por lo que el

mantenimiento de las concentraciones adecuadas es un factor importante para lograr el equilibrio



de los organismos y su ambiente (Marrero et al., 2010). Es el caso del boro (B), cobalto (Co),
cromo (Cr), cobre (Cu), molibdeno (Mo), manganeso (Mn), niquel (Ni), hierro (Fe), selenio (Se)
y zinc (Zn). Los metales pesados, sin funcion bioldgica conocida, que resultan altamente toxicos
y presentan la propiedad de acumularse en los organismos vivos son: arsénico (As), cadmio (Cd),
mercurio (Hg), plomo (Pb), antimonio (Sb), bismuto (Bi), estafio (Sn) y talio (TI) (Garcia y
Dorronsoro, 2005).

2.2. Los metales pesados en el suelo.

Las altas concentraciones de MP que estan presentes en los suelos pueden ser por causas
naturales y antropogénicas. Entre las causas naturales se encuentran la actividad volcéanica,
procesos de formacién de suelos, meteoros, erosion de rocas, terremotos, tsunamis, entre otras.
Las causas antropicas son por procesos como la mineria, fundicién de metales, galvanoplastia, la
combustion de carburantes fosiles, la industria a través de los vertidos, emisiones (incineracion,
depdsito), residuos provenientes de algunos pesticidas y fertilizantes, etc., (Garbisu et al., 2003;
Pineda, 2004; Volke et al., 2005). Asi mismo, las formas geoquimicas de los metales en los suelos
afectan su solubilidad, lo cual se relaciona directamente con su biodisponibilidad; el destino de los
MP en el suelo depende principalmente de la forma quimica del metal, pero también de las
condiciones ambientales y edaficas como el pH, potencial redox y contenido de materia organica
(Rajendran et al., 2003).

La capacidad de intercambio catidnico (CIC) afecta la biodisponibilidad del metal y depende
del contenido de materia organica y arcillas del suelo; la toxicidad de los metales en suelos con

alta CIC es baja, mientras que en suelos con baja CIC la toxicidad aumenta (Roane et al., 2000).

El pH es un factor esencial, la mayoria de los metales tiende a estar méas disponibles en un pH
acido debido a formas ionicas libres, excepto As, Mo, Se y Cr, los cuales tienden a estar mas
disponibles a pH alcalino. En medios con pH béasicos moderadamente alto se produce la
precipitacion como hidroxidos y la biodisponibilidad disminuye debido a la formacion de
minerales de fosfatos y carbonatos insolubles (Rajendran et al., 2003). En medios muy alcalinos,

pueden nuevamente pasar a la solucion como hidroxicomplejos. Por esta razon la adsorcion de los



MP esta fuertemente condicionada por el pH del suelo y por tanto, también la biodisponibilidad

de sus compuestos (Alloway, 1995).

La materia organica puede adsorber tan fuertemente a algunos metales, como es el Cu, que
pueden quedar en forma no disponible por las plantas. La textura favorece la entrada e infiltracion
de la contaminacion de MP en el suelo. Por ejemplo, la arcilla tiende a adsorber a los metales
pesados, que quedan retenidos en sus posiciones de cambio, por el contrario, los suelos arenosos
carecen de capacidad de fijacion de los metales pesados, los cuales pasan rapidamente al subsuelo

y pueden contaminar los niveles freaticos (Pineda, 2004).

En general, los MP incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes vias: la primera,
quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase acuosa del suelo u ocupando sitios de
intercambio; segunda, especificamente adsorbidos sobre constituyentes inorganicos del suelo;
tercera, asociados con la materia organica del suelo y cuarta, precipitados como solidos puros o
mixtos. Por otra parte, pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas
tréficas; pueden pasar a la atmdsfera por volatilizacion y pueden ser movilizados a las aguas

superficiales o subterraneas (Garcia y Dorronsoro, 2005).

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

reactividad con otros componentes del ecosistema (Abollino et al., 2002).

2.3 Toxicidad de los Metales Pesados

La entrada de MP al suelo permite que ingresen a la cadena alimenticia, pero esto depende
de la cantidad y origen del metal, las propiedades del suelo, la tasa y magnitud de toma por parte
de las plantas y la absorcién por parte de animales (Bolan et al., 2014). Para que los metales puedan
ejercer su toxicidad, estos deben encontrarse disponibles para ser captados por los seres vivos, es
decir biodisponibles (Soto et al., 2010).



Las actividades industriales generan la movilizacion de MP y producen serias
repercusiones en el ecosistema, de esta manera altas concentraciones de los MP pueden generar
afectaciones serias en la salud de los humanos y otras formas de vida como animales y plantas
(Duffus, 2002). Es conocido que las altas concentraciones de MP pueden afectar la microbiota de
ecosistemas directamente a través de la modificacion del tamafio de la poblacion, la diversidad y
la actividad (Rajapaksha et al., 2004). Cambios en el perfil de elementos traza del suelo producen
alteraciones fisioldgicas y genéticas en varias formas de vida como plantas, fauna acuatica,

insectos, anélidos, aves y mamiferos (Rajendran et al., 2003).

2.4 Toxicidad del Cromo

El Cr es usado como Cr (I11) y Cr (V1) en la industria de las curtiembres y en la industria
maderera, este metal es altamente tdxico y carcindgeno cuando estd presente a bajas
concentraciones en el agua (Bolan et al., 2004). EI Cr (111) es estable y se encuentra principalmente
unido a materia organica del suelo o de ambientes acuaticos, por lo que tiene una menor movilidad.
Las caracteristicas de los dos estados idnicos del Cr hacen que los efectos nocivos, causados por
dicho metal, sean casi en su totalidad, consecuencia de la exposicion al Cr (VI). Pese a que el
cromo es un elemento esencial para animales, altas concentraciones del metal resultan téxicos. El
cromo (V1) en las plantas, provoca clorosis generalizada, semejante a la deficiencia de hierro
(Hewitt, 1953). Ademas, disminuye la sintesis de clorofila y en consecuencia afecta la fijacion del
CO2 y el metabolismo de carbohidratos (0.01-1 mg Cr (VI) I-1).

De acuerdo a Golovatyj et al. (1999) la mayor concentracion del Cr se encuentra en las
raices y es menor en las estructuras aéreas vegetativas y reproductivas. La razon de la alta
acumulacién del Cr en las raices es porque éste es inmovilizado en las vacuolas de las células de
las raices, haciéndolo menos toxico. Desde que el Cr (V1) y el Cr (I11) cruzan la endodermis via
simplasto, el Cr (V1), en las células se reduce a Cr (I11), el cual es retenido en las células del cortex
bajando las concentraciones de Cr (V1), lo que en parte podria explicar la baja toxicidad de Cr
(1. Las enzimas que reducen el Cr (VI) han sido reportadas ampliamente en bacterias y hongos
(Cervantes et al. 2001).



2.5 Fitorremediacion

Los avances tecnologicos para sanear ambientes contaminados por metales toxicos han
conducido al desarrollo de alternativas que se basan en el empleo de organismos vivos para
prevenir o restaurar dafios provocados por acciones antropogénicas que alteran la estabilidad de
los diferentes ecosistemas. En este sentido resalta la biorremediacion, técnica basada en la
existencia de microorganismos con capacidad de atacar enzimaticamente los compuestos. Las
estrategias pueden ser empleadas in situ y ex situ dependiendo del lugar en donde seran aplicadas,
in situ es un tratamiento que se realiza en el sitio de la contaminacién y ex situ se da cuando se

remueve el suelo o el agua con el subsecuente tratamiento (Saadoun y Al-Ghzawi, 2005).

La fitorremediacion es una de las vertientes de la biorremediacion que puede considerarse
una tecnologia alternativa rentable y sostenible (Robinson, 2006). En ella se emplean plantas (flora
arbdrea, arbustiva, herbacea) (Rahami et al., 2010) y algas (Kirk, 1996) que tienen la capacidad de
almacenar y eliminar sustancias tdxicas mediante sus procesos metabolicos, principalmente MP,
por lo que son denominadas plantas hiperacumuladoras. Existen varias técnicas de
fitorremediacién aplicables a suelos contaminados con metales pesados: fitoextraccion,

fitoestabilizacion, fitodegradacidn, fitovolatilizacion, fitorrestauracion.

La fitoextraccion, también conocida como fitoacumulacion, consiste en la absorcion y
translocacion de los metales desde las raices hasta las partes aéreas de las plantas; estas

posteriormente se cortan y se incineran o son acumuladas con el objetivo de reciclar los metales.

La fitoestabilizacion se basa en el uso de plantas tolerantes a los metales para
inmovilizarlos a través de su absorcidn y acumulacion en las raices o precipitacion en la rizosfera,
con lo cual disminuye su movilidad y biodisponibilidad para otras plantas 0 microorganismos en

suelos donde la gran cantidad de contaminantes imposibilita la fitoextraccion (Epelde, 2009).

La fitodegradacion y rizodegradacién se refieren a la degradacion de contaminantes
organicos a través de las enzimas de las plantas, sus productos o por la accion de microorganismos

rizosfericos; la fitorrestauracion esta referida a la reforestacion de areas contaminadas con especies
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resistentes de rapido crecimiento, que previenen la migracion de particulas contaminantes y la
erosion de los suelos (Rahami et al., 2010; Leigh, 2006).

Las plantas realizan la captura de elementos toxicos mediante diversos mecanismos. Esto
ocurre a través de transportadores altamente especificos presentes en sus raices con una gran

capacidad para absorber distintos contaminantes (Llugany, 2003).

2.6 Plantas hiperacumuladoras

No todas las plantas son apropiadas para la fitorremediacién. Las plantas ideales para este
proposito deben tener varias caracteristicas, entre las que se incluyen un crecimiento rapido, una
alta produccion de biomasa y la habilidad para acumular cantidades significativas de metales en la
parte aérea (Tarig y Ashraf, 2016), asi como tolerancia a altas concentraciones de MP en el medio
de crecimiento. Esta notable excepcion existe en un pequefio grupo de plantas que pueden tolerar,
absorber y translocar altos niveles de ciertos metales, estas plantas reciben el nombre de
hiperacumuladoras (Chen et al., 2001).

El término fue acufiado por Brooks y colaboradores (1977) para referirse a plantas
desarrolladas en campo capaces de acumular >1.000 mg Ni kg-! de materia seca en algin tejido
de su biomasa aérea (Brooks et al., 1977). De forma general, las hiperacumuladoras alcanzan
concentraciones de metales en hojas entre 10 y 100 veces las concentraciones “normales” (Chaney
et al., 2000). La capacidad de las plantas para bioacumular metales y otros posibles contaminantes

varia segun la especie vegetal y la naturaleza de los contaminantes.

La diferencia en la absorcion de metales, pueden ser atribuidas precisamente a la capacidad
de retencion del metal en cuestién, por el suelo de cultivo, a la interaccion planta-raiz-metal y al
metabolismo vegetal propio (Vig et al., 2003). Actualmente se utiliza el termino hiperacumuladora
de metales para designar plantas que acumulan >10.000 mg kg-! de Mn y Zn, >1.000 mg kg-* de
Co, Cu, Pb, Ni, As 'y Se y >100 mg kg-! de Cd y Cr. Otra definicion propone que si una planta

contiene mas de 0.1% de Ni, Co, Cu, Cry Pb 6 1% de Zn en sus hojas sobre una base del peso


http://www.monografias.com/trabajos901/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual.shtml

seco, puede ser llamada "hiperacumuladora”, independientemente de la concentracion del metal

en el suelo (Robinson et al., 2003).

La absorcion de MP por las plantas es generalmente el primer paso para la entrada a la
cadena alimenticia. La absorcion y posterior acumulacion dependen de la movilidad de los metales
desde la solucidn en el suelo a la raiz de la planta y después a la parte aérea. También existen
plantas que pueden hiperacumular diversos elementos contaminantes, no sélo uno (Brooks, 1998).

Més de 400 especies de plantas hiperacumuladoras, pertenecientes a 45 familias, han sido
identificadas globalmente. Sin embargo, las plantas que pueden acumular y tolerar Cr son menos
numerosas. Las plantas hiperacumuladoras de Cr pueden acumular> 1000 mg/kg Cr, en sus tejidos
(Redondo-Gomez et al., 2011). Algunas plantas identificadas hiperacumuladoras de Cr incluyen
Spartina argentinensis (Redondo-Gomez et al., 2011), Dyera costulata (Ghafoori et al., 2011),
Pluchea indica (Sampanpanish et al., 2006), Amaranthus dubius (Mellem et al., 2012),
Convolvulus arvensis (Gardea-Torresdey et al., 2004), Prosopis laevigata (Buendia-Gonzalez et
al., 2010), Pteris vittata (de Oliveira et al., 2016) y Leersia hexandra (Liu et al., 2011).

Ademas de acumular altos niveles de metales, las especies de plantas hiperacumuladoras
transforman el Cr a formas menos tdéxicas e inmdviles (Cervantes et al., 2001). Las plantas
hiperacumuladoras pueden tolerar Cr a través de la quelacion, biotransformacién con reductantes,
ligandos de alta afinidad y con la compartimentacion en la vacuola o el citoplasma. Varios estudios
informaron que la reduccion de Cr (V1) a Cr (1) y la inmovilizacion / compartimentacion en
vacuolas de las células de la raiz representan un mecanismo de desintoxicacion de Cr por las
plantas (Pulford et al., 2001).

La hiperacumulacién de Cry otros MP por las plantas depende de numerosos factores, tales
como (i) mayor movilizacion de metales en el suelo de la rizosfera (ii) aumento de la absorcion y
translocacion para disparar tejidos a través de una mayor carga de xilema, y (iii) quelacion y
desintoxicacion de metales dentro de las células vegetales (Shahid et al., 2014a). Se informa que
las plantas hiperacumuladoras mejoran la movilidad y biodisponibilidad del metal al secretar
acidos organicos, que forman complejos solubles con metales en el suelo (Shahid et al., 2012¢).

Estos estan generalmente formando complejos con ligandos organicos, seguido de su secuestro en
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vacuolas (Shahid et al., 2014e). Los ligandos incluyen aminoacidos, acidos organicos, péptidos y

polipéptidos.

Entre las plantas cominmente utilizadas para la extraccion de metales se encuentra la planta
H. annuus (girasol) una planta que crece de manera silvestre, puede llegar a medir hasta 2.5 m, se
ambienta con facilidad a cualquier tipo de clima, llega a resistir temperaturas altas y sequias, la
semilla de H. annuus se utiliza para la produccién de aceite. Esta especie absorbe metales pesados
en grandes cantidades por lo que se considera una planta hiperacumuladora para Cd, Zn, Pb y
elementos radiactivos (Christie et al., 2004; Reeves, 2003; Davies et al., 2002). También se ha
reportado como hiperacumuladora para Cr (111) y Cr (VI) (De la Rosa et al., 2008; Davies et al.,
2002), ademas de As, Bi, Cu, Mn, Sb y Ti (Boonyapookana et al., 2006; Christie et al., 2004).

Otra de las plantas que se ha empleado para la fitorremediacion es T. erecta (cempasuchil)
se encuentran entre las plantas ornamentales, medicinales e industriales comerciales mas
importantes. Estas plantas se utilizan comunmente como plantas de flores ornamentales en el
paisajismo. Ademas, tienen varios beneficios medicinales, por ejemplo, se usa en el tratamiento
de parésitos gastrointestinales. Existe un estudio que concluye que T. erecta cultivada y en
asociacion con HMA en un suelo contaminado con Cr (VI) puede crecer y acumular
concentraciones considerables de Cr (V1) principalmente en las raices de la planta (Karthik et al.,
2016).

Por otro lado, el 80% de las plantas vasculares, incluidas las que crecen en sitios impactados
por MP, estan colonizadas por HMA, formando una asociacién mutualista. Los HMA pueden
promover la restauracién ecoldgica de estos sitios, a través de varios mecanismos, como
incrementar la absorcién de minerales y la tolerancia y acumulacién de las plantas, ya que muestra
efectos positivos significativos como mayor supervivencia de la planta, crecimiento, nutricion, asi
como mejor estructura y calidad del suelo, ayudando a mantener la estabilidad y el funcionamiento
del ecosistema. (Gaur y Adholeya, 2004).
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2.7 Contribucion de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en la Fitorremediacion.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes obligados del 70-90% de las
plantas terrestres (Harrison, 1999). Los HMA desempefian funciones importantes en el suelo.
Algunos autores los consideran parte integral de las raices de las plantas por su funcién para la
mayor adquisicion de nutrientes como fosforo (P) y nitrégeno (N) y algunos micronutrientes. De
igual manera, participan en la modificacion del ambiente rizosférico (&rea de influencia de las
raices en el suelo), mejoran la estructura del suelo, disminuyen las condiciones de estrés (salinidad,

sequia, acidez, etc.) e incrementan la tolerancia a enfermedades de la raiz (Singh et al., 2013).

En condiciones de altas concentraciones de MP en el suelo, se ha observado que los HMA
colonizan en forma natural las raices de plantas que crecen en estos sitios contaminados (Ortega-
Larrocea et al., 2010), jugando un papel importante en la resistencia de las plantas a la
contaminacion por MP (Wu et al., 2010) como As, Cd, Cu, Zn, Pb y Cr. Gonzélez-Chavez et al.
(2009) mostraron evidencias de que los HMA pueden estar involucrados en la atenuacion natural

de ambientes contaminados.

Entre los principales mecanismos de accion de los HMA se encuentran: la restriccion en la
absorcién de metales pesados y si estos son absorbidos, pueden acumularlos en su biomasa
(esporas, micelio, pared) en donde ocurre un secuestro intracelular y compartimentalizacion, otro
mecanismo es la secrecion de quelantes y evitar o disminuir la cantidad que ingresa a la célula
vegetal (Gohre y Paszkowski, 2006). En el caso de la restriccién en el ingreso de MP, el micelio
externo (o extrarradical) y la glomalina son capaces de inmovilizar los MP, actuando a nivel de

pared celular fungica.

El micelio que se encuentra fuera de la raiz explora una mayor area del suelo, la glomalina
es una glicoproteina a nivel de superficie que las hifas de los HMA producen abundantemente
durante su crecimiento activo (Gonzalez-Chavez et al., 2004). Por tanto, ambas estructuras
fangicas reducen la disponibilidad y asi disminuyen la toxicidad de estos contaminantes en el

sistema suelo-planta (Joner et al., 2000).
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El secuestro intracelular ocurre a nivel de citoplasma por formacion de complejos de los
iones metalicos por medio de aminoacidos, fitoquelationas o metalotioneinas (Gonzalez-Guerrero
et al., 2007 y Shine et al., 2015). También se observa compartimentalizacion, principalmente en
las vacuolas (Gonzalez- Guerrero et al., 2008); asi, se disminuye la forma idnica de los MP y su
toxicidad.

En suelos contaminados con MP, al estar micorrizadas, las plantas adquieren mayor
tolerancia y capacidad para sobrevivir la condicion de estrés abitdtico (Gonzélez-Chavez et al.,
2009, 2011, 2013b). Cornejo et al. (2013), encontré que esporas de HMA acumulan Al y Cu en

suelos con elevado contenido de MP.

Cuellar et al. (2011) observaron significativamente menor produccién de micelio externo
al incrementar la concentracion de Cd (1 mg/L adicionado en la solucion nutritiva), Pb (20 mg/L)
y Zn (40 mg/ L). Sin embargo, a estas altas concentraciones de los elementos la capacidad del
micelio para secuestrar estos MP aun fue significativa (20 g de Cd por g micelio seco, 60 g de Pb

gy 25gdeZng).

Gonzalez-Chavez et al., (2004) mostraron que la glomalina secuestra Pb, Cd, Cu, Zn, Mn,
entre otros MP presentes en suelos contaminados. Esta disminuye el riesgo de MP en su forma
idnica y, por tanto, su toxicidad. Aunado al carécter recalcitrante de la glomalina y su abundante
produccion, el secuestro de MP puede considerarse un proceso irreversible a largo plazo.

La presencia de los HMA en suelos contaminados con metales pesados puede contribuir
significativamente a mitigar y disminuir la contaminacion de éstos, sin embargo, la contaminacion
de el/los metales continGan en el sitio y para eliminarlos de una forma mas eficiente, es necesario
investigar en conjunto otras estrategias, como la utilizacién de plantas hiperacumuladoras de
metales pesados que sean capaces de extraer el/los metales a la parte aérea o raiz. De esta manera,
los HMA evitarian el paso de los contaminantes a las cadenas troficas mientras la planta extrae el

contaminante del suelo.

En este sentido se han realizado investigaciones tendientes a resolver el problema de la

contaminacion de suelos contaminados con algin MP. Davies et al., (2001) encontré que Glomus
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intraradices, enriquecié la capacidad de las plantas de girasol (Helianthus annuus L.) para tolerar

Cr (VI) y absorbe mayor cantidad de metal en sus raices que en sus brotes.

Por otro lado, Lin et al., (2003) examinaron los efectos de diferentes concentraciones de
CuSOy4 sobre el crecimiento y la acumulacion de Cu?* en raices, hipocétilo, cotiledon y hojas de
H. annuus. Las concentraciones usadas de CuSQO4 dentro el intervalo 10° a 10~ M. Las plantulas
expuestas a solucion de Cu?* 10° M con un aumento del 33% en crecimiento (P < 0,005) en
comparacion con la longitud de raiz del testigo. Las plantulas tratadas con 10° M Cu?* fueron
inhibidas en la formacion de los brotes (P <0.005). Las raices de las plantas expuestas a 10 M
Cu? * acumulado mayor cantidad de Cu, y el Cu? * nivel fue aproximadamente 25 veces superior
a la de control. Con lo que concluyeron que H. annuus tiene capacidad potencial para acumular
Cu.

Asi mismo Pineda (2004), estudio la contribucion de HMA, Glomus intrarradices, en la
absorcién y translocacion de Zn y Cu en H. annuus (girasol) crecida en un suelo contaminado con
residuos de mina. Se muestrearon suelos de cuatro sitios, en un gradiente de 74 km de longitud,
escogiendo el que tiene presencia de HMA nativos. Propagados para su identificacion. Se
cuantifico la concentraciéon de Zn y Cu raiz y parte aérea. Encontrd una diferencia significativa
entre los tratamientos, los HMA aumentaron absorcion de Cu en la raiz y redujo el paso a la parte

aérea.

Simona et al., (2006) determinaron la presencia Cd, Cu, Pb y Zn en el crecimiento de H.
annuus (girasol) y en la expresion total de proteinas foliares. Se evaluaron la altura, la produccién
en masa y la distribucion del metal en la planta (raices, tallos y hojas) absorbié 4 iones metalicos
lo que disminuye la altura y la masa en un 35% y 40%, respectivamente, en comparacién con el
control. Los tratamientos que absorbieron Zn y la solucion de iones mixtos mostraron cierto grado
de estrés oxidativo. Concluyeron que H. annuus es una especie que tiene la capacidad de acumular
altas concentraciones de uranio y cadmio en sus tejidos (principalmente tallo y raiz) con una

razonable tolerancia.
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Wu et al., (2014) demostraron con su investigacion el papel positivo de HMA en la
tolerancia al Cr por las plantas diente de leon (Taraxacum platypecidum D.) y bermuda comun

(Cynodon dactylon L.).

De igual manera, se ha informado que T. erecta cominmente llamada cempasuchil es una
planta que acumula metales pesados en sus tejidos y ademas forma asociaciones simbidticas con
HMA, que aumentan la capacidad de estas plantas para tolerar la fitotoxicidad de los MP. Se
observo que las asociaciones simbidticas con hongos micorrizicos aumenta el crecimiento de T.

erecta y la acumulacion de Cu en ambientes con alta concentracion de Cu (Castillo et al., 2011).

Coelho et al., (2017) investigaron el potencial de T. erecta en la fitorremediacion de Cr.
Sin embargo, depende de una variedad de factores tales como las caracteristicas del suelo, la
naturaleza de los metales pesados, los HMA y las plantas para comprender el comportamiento. Sin
embargo, una mejor comprension de la interaccion entre HMA y las plantas sera clave para mejorar

la eficacia de la fitorremediacion.

3. JUSTIFICACION

La importancia de este estudio se sustenta en los problemas de contaminacion de suelo con
Cr (V1) que existen actualmente, debido principalmente al uso de este metal en las industrias de
curtiduria y textil. Para resolver el problema se requiere de métodos de tratamiento menos costosos
y eficientes de descontaminacion de metales pesados que sean amigables con el ambiente. Tal es
el caso de la fitorremediacion. La capacidad de algunas plantas “hiperacumuladoras” para
absorber, metabolizar, acumular, estabilizar o volatilizar contaminantes organicos y/o inorganicos
como los metales pesados, puede potencializarse en combinacion con hongos micorrizicos
arbusculares. Sin embargo, se requiere mas informacién sobre las interacciones planta-
microorganismos de la rizdsfera, y sobre los efectos de estas interacciones en la acumulacion de
MP al interior de las plantas, asi como del papel que juegan los HMA en el proceso de
fitorremediacion. En la medida en que este conocimiento se incremente, sera posible una

aplicacion mas eficiente de esta tecnologia.
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4. HIPOTESIS:

La asociacion de los HMA con plantas meta-tolerantes Helianthus annuus L. y Tagetes

erecta L. tiene la capacidad de potenciar la absorcion y acumulacion de Cr en los tejidos vegetales.

5. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de los HMA en el desarrollo y acumulacion de Cr en Helianthus annuus L.

y Tagetes erecta L. crecidas en un suelo contaminado con diferentes concentraciones de Cr.

5.1 Objetivos Particulares:
A. Determinar el efecto de la infectividad de los HMA en la proteccién de las plantas H.
annuus, crecidas en suelos contaminados con diferentes concentraciones de Cr.

B. Evaluar la respuesta de la inoculacion de HMA en la proteccion y crecimiento de T. erecta

en suelos contaminados con diferentes concentraciones de Cr.

C. Cuantificar la cantidad de Cr que absorben H. annuus y T. erecta inoculadas con HMA.
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6. MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue dividido en dos experimentos:

Experimento A: para este experimento se utilizaron plantas H. annuus y tres indculos de
HMA: Rhizophagus intraradices, Gigaspora gigantea y un Consorcio-Cr, crecidas en suelo
suplementado con Cr (V1) a concentraciones de 150, 200 y 300 mg/kg de suelo.

Experimento B: Se empled a T. erecta (cempasuchil) y tres indculos de HMA: Rhizophagus
intraradices, Gigaspora gigantea y un Consorcio-Cr, crecidas en suelo suplementado con Cr (V1)

a concentraciones de 48.5, 97.1, 194.2 mg/kg de suelo.

6.1 Experimento A

6.1.1 Desinfeccién de semilla

Se seleccionaron semillas de girasol de tres variedades (enana, gigante y otofio) de peso
similar, viables y sin dafio aparente y se sometieron a una desinfeccion superficial por inmersion
en alcohol al 95% (v/v) por 5 minutos y posteriormente con cloro comercial (Cloralex) al 20% por
7 minutos, finalizando con 5 enjuagues en agua tridestilada estéril (Talukdar y Germina, 1994;
Zhu et al., 2000).

6.1.2 Disefio experimental de germinacién de semillas

Una vez esterilizadas, un lote de las semillas de H. annuus (girasol) se colocaron en 5 cajas
Petri con medio de cultivo MS 0.2x (Murashige y Skoog 1962), suplementado con 1% de sacarosa
y 1% de agar. Se colocaron 3 semillas en cada caja, dando un total de 15 semillas por cada una de
las tres variedades de girasol. Se incubaron en una cdmara de crecimiento (Percival AR95L), a una

temperatura de 25 °C y 16 horas luz, hasta el rompimiento de testa y formacién primera raiz.
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Un segundo lote de semillas se coloco en charolas de germinacion con sustrato de
Peatmoss, perlita y vermiculita, en una proporcion 1:1:1 esterilizado previamente. Se colocaron
20 semillas en cada una, para un total de 240 semillas puestas a germinar. Las semillas se
mantuvieron himedas con agua estéril, en condiciones semicontroladas de invernadero durante 15

dias.

Se realizaron observaciones diarias y se registro el tiempo y porcentaje de germinacion en
cada uno de los tratamientos. Después de la germinacion las plantulas que mostraban mas

vigorosidad y presentaron un tamafio aproximado a 2 cm se utilizaron para el trasplante.

6.1.3 Caracterizacioén del suelo.

Para este proyecto se utilizado un suelo que fue colectado de la capa arable del suelo
proviene de la localidad de Tiripetio del Municipio de Morelia, Michoacan de Ocampo; debido a
que es un suelo representativo del centro del pais. La localidad se encuentra localizado en las
coordenadas geograficas 19°32'48"N 101°20'54"019.54667, -101.3483 y tiene una altitud de 2

020 metros sobre el nivel del mar.

Los pardmetros especificados en la tabla 1, se determinaron en el Laboratorio de Edafologia

de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana.

Cuadro 1. Analisis realizados en el laboratorio de edafologia de la UMSNH. En base a la
Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de la
fertilidad salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y anlisis.
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Cuadro 1. Analisis realizados en el laboratorio de edafologia de la UMSNH. En base a la
Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de la
fertilidad salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis

PARAMETRO METODO
ANALISIS FISICO
TEXTURA DEL SUELO DE BOUYOUCOS
DENSIDAD APARENTE VOLUMETRICO
DENSIDAD REAL PICNOMETRO
HUMEDAD DEL SUELO GRAVIMETRICO

ANALISIS QUIMICO
DE OXIDACION CON ACIDO CROMICO Y

MATERIA ORGANICA ACIDO SULFURICO
pH POTENCIOMETRICO
CAPACIDAD DE INTERCAMBIO )
CATIONICO TOTAL (CICT) VOLUMETRICO DEL VERSENATO

6.1. 4 Siembra de plantulas H. annuus.

Se seleccionaron las plantulas con caracteristicas semejantes en tamario, color, diametro
del tallo y se trasplantaron a macetas con capacidad de 1 kg, cada maceta contenia suelo estéril
colectado de una parcela de maiz, se trasplantaron un total de 80 plantas para el establecimiento
de un disefio experimental de 4 tratamientos con cuatro niveles cada uno. Las plantas fueron

semicontroladas en condiciones de invernadero y se regaron a capacidad de campo.

6.1.5 Indculacion de HMA.

La inoculacion se realiz6 al momento del trasplante, aplicando 10 % de inéculo del total
de sustrato puesto en cada maceta, el cual consistio en una mezcla de suelo y sistemas radicales
(conteniendo raices colonizadas, esporas y micelio externo), en cada uno de los tratamientos
(Gonzalez-Chavez et al., 1998). Los indculos que se utilizaron fueron: Rhizophagus intraradices,
Gigaspora gigantea y un consorcio-Cr. Para la inoculacion de HMA se realizd previamente una
cuantificacion del numero de esporas presentes en 50g de suelo inoculado, por el método de
tamizado en hiumedo y decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963). De manera que los 100 gr
de indculo por maceta contenian un promedio de 70 esporas. Ademas de un tratamiento sin adicién

de in6culo como control.
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6.1.6 Disefio Experimental.

El experimento se desarrollo bajo condiciones de invernadero con una temperatura que
fluctto entre 25 a 30 °C durante el dia. Las plantulas de H. annuus con 15 dias de germinacion se
sacaron de las cajas de germinacion, y fueron colocadas en las macetas de experimentacion. Bajo
un disefio completamente al azar. Posteriormente se coloco el indculo de 100 g de los tres indculos
de HMA (cuadro 2). A las tres semanas de trasplante se realiz6 riego a capacidad de campo con

una solucion de dicromato de potasio a diferentes concentraciones: 0, 150, 200, 300 mg/kg.

Cuadro 2. Disefio experimental H. annuus experimento A.

In6culos Concentracion de Cr en mg/kg Repeticiones
Control 0 150 200 300 5 x4=20
R. intraradices 0 150 200 300 5 x4=20
G. gigantea 0 150 200 300 5 x4=20
Consorcio Cr 0 150 200 300 5 x4=20

6.1.7 Determinacion de las variables vegetativas de H. annuus (girasol).

Se evaluaron variables de la planta cada semana, hasta su cosecha a las 12 semanas de
crecimiento. Se evalud supervivencia, floracion y las variables: altura de la planta (AP), longitud
radical (LR) y biomasa: peso fresco y seco aéreo/radical (PFA/PFR) (PSA/PSR). Después de la
cosecha las raices se lavaron con agua corriente, con mucho cuidado para evitar desprenderlas de
la planta, y quitando en la medida posible todos los residuos de suelo. Posteriormente se midi6 con
ayuda de una regla AP, LR y para PFA/PFR y PSA/PSR de cada planta se utilizé una balanza
analitica separando parte aérea y raiz. Para el peso seco las plantas cosechadas se colocaron en
estufa de secado a una temperatura de 60° durante 72 horas, después de lo cual se registré su peso.
La supervivencia se determind en porcentaje de plantas vivas al final del experimento, del total de
réplicas para cada tratamiento. Para la floracion se registraron el nimero de botones y flores por

repeticion.
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6.1.8 Determinacion del porcentaje de colonizacion de los HMA utilizados.

Se registro el porcentaje de colonizacion observando estructuras como hifas, arbdsculos y
vesiculas. Las raices después de la cosecha, fueron separadas de la parte aérea y lavadas para
eliminar cualquier exceso de suelo adherido. Se usé la técnica de Phillips & Hayman (1970), la
cual emplea la tincion del colorante azul de tripano, y cuyo procedimiento, con ligeras
modificaciones, consiste en lo siguiente: se limpiaron las raices con agua corriente y un enjuague
final con agua destilada, se colocaron en tubos de ensaye, cubriéndolos con una solucién de
hidroxido de potasio (KOH) al 10%, posteriormente se calentaron a bafio maria a 65°C, durante

10 minutos.

Pasados los 10 minutos se decantd el KOH y se lavaron con agua para eliminar el resto de
la solucion. Consecutivamente las raices se cubrieron con acido clorhidrico (HCI) al 10% durante
3 a4 minutos a temperatura ambiente. Este tratamiento tiene como funcion neutralizar los residuos
de KOH. Se elimind la solucién sin enjuagar. Y se tifieron con azul de tripano al 0.05% en
lactoglicerol, calentando durante 10 minutos a una temperatura de 65°C en Bafio Maria. Se retird

el colorante sin enjuagar.

Finalmente se adiciond lactoglicerol limpio y se guardaron en tubos Falcon para su
conservacion y posterior montaje. Para observar la colonizacién, se tomaron las muestras de las
raices tefiidas y se colocaron en cajas Petri; en un portaobjetos y con pinzas, se colocaron 20
segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud, de la raiz tefiida, en forma paralela y se coloco
un cubreobjetos. Se montaron dos laminillas por muestra. Se determin6 el porcentaje de
colonizacidén mediante la técnica de McGonigle et al. (1990). Para realizar la evaluacién se observo
al microscopio, donde se efectuaron pasajes semejantes a cada una de las laminillas. A partir de
100 intersecciones, al revisar un campo Optico donde se encontraba un segmento que contenia
hifas, vesiculas, arbusculos, micelio externo, independientemente de la intensidad de
micorrizacion se le dio el valor de 1 para un total de 100 observaciones. El porcentaje de

colonizacidn se determiné por cantidad de observaciones colonizadas con respecto al total.
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6. 1.9 Andlisis estadistico.

Los datos se analizaran utilizando el analisis de ji cuadrada con nivel de significancia
(p<0,05) de los tratamientos. Se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 23. Se utiliz6
este analisis por que las muestras no tenian una distribucion normal, de tal forma que se corrieron

los para datos no paramétricos.

6.2 Experimento B.

6.2.1 Desinfeccidn de semillas de T. erecta (cempasuchil).
Las semillas usadas fueron de la marca comercial “Rancho Los Molinos” S.A de C.V., México.

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente antes de su germinacion por agitacion en
alcohol al 95% (v/v) por 5 minutos y posteriormente con cloro comercial (Cloralex) al 10% por 5

minutos, finalizando con 5 enjuagues en agua tridestilada estéril.

6.2.2 Germinacion de semillas de T. erecta (cempasuchil).

Las semillas fueron germinadas en un sustrato de perlita, peat-moss y vermiculita en
relacion 1:1:1, ya que se observo que este sustrato permitia una buena germinacion. La mezcla del
sustrato fue esterilizada dos veces en autoclave a 120 °C durante 30 min, antes de ser empleada en
las cajas de plastico para germinacion. Las cajas donde se sembraron las semillas fueron colocadas
en la camara de germinacion durante 10 dias a 25 °C, a riego diario, y un fotoperiodo de 16 h luz
por 8 de oscuridad.

6.2.3 Trasplante e inoculacion con HMA.

Previo al trasplante se prepar6 el sustrato (suelo colectado de parcelas de maiz del
municipio de Tiripetio Michoacan), tamizado tres veces y se esterilizd dos veces en autoclave a
120 °C durante 50 min, las macetas fueron desinfectadas superficialmente con cloro comercial
(cloralex). Se colocaron 2 plantulas por maceta, con 700 g de sustrato, para un total de 80 plantas,
repartidas en 4 tratamientos con 4 niveles. Durante el trasplante se seleccionaron aquellas plantulas

con un promedio aproximado de 3 cm de altura, caracteristicas semejantes de color y nimero de
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hojas. Posteriormente fueron colocadas en el invernadero bajo condiciones semicontroladas. Para
el establecimiento de los tratamientos con HMA, la inoculacion de T. erecta se realizo con los
hongos R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. La inoculacion se realizé al momento del
trasplante, aplicando 20 % de indculo del total de sustrato de cada maceta, el cual es una mezcla
de suelo con los sistemas radicales (conteniendo raices colonizadas, esporas y micelio externo)
(Gonzélez-Chavez et al., 1998). Para la inoculacion de HMA se realizd previamente una
cuantificacién del nimero de esporas presentes en 50 g de suelo inoculado, por el método de
tamizado en hdmedo y decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963). De tal forma que se
adicion6 un promedio de 50 esporas a cada maceta. Ademas, se contd con un tratamiento sin

adicion de indculos como control.

6.2.4 Disefio experimental.

El experimento consistio en tres tratamientos con plantas inoculadas y uno con plantas no
inoculadas, con tres concentraciones de Cr y sin Cr (V1) en el sustrato. Posteriormente se colocé
el in6culo de 200 g de Rhizophagus intraradices, Gigaspora gigantea y un consorcio-Cr. A las
cinco semanas de trasplante se aplicé riego con una solucion de cromato de potasio (K2CrO4) hasta
dejar a capacidad de campo, aplicando concentraciones de: 0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg. Se
establecieron 6 repeticiones por tratamiento con un total de 96 unidades experimentales (cuadro
3).

Cuadro 3. Disefio experimental T. erecta experimento B.

In6culos Concentracion de Cr (VI) en mg/kg Repeticiones
Control 0 48.5 97.1 194.2 6x4=24
R. intraradices 0 48.5 97.1 194.2 6x4=24
G. gigantea 0 48.5 97.1 194.2 6x4=24
Consorcio-Cr 0 48.5 97.1 194.2 6x4=24
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6.2.5 Determinacion de las variables vegetativas de T. erecta.

Las plantas de T. erecta se dejaron crecer durante 12 semanas en el invernadero bajo una
temperatura de 25 a 30 °C. El riego durante el crecimiento fue de cada 2 dias a capacidad de campo.
Semanalmente las plantas fueron fertilizadas con 60 ml de soluciéon nutritiva Long-Asthon sin

fosforo con el proposito de evitar sintomas de desnutricion en las plantas sembradas (Fig. 1).

Previo a la contaminacién con las diferentes concentraciones de Cr de acuerdo a los
tratamientos establecidos, a las 5 semanas de crecimiento, se realizoé una cosecha de raices con los

tratamientos que contenian indculos, para observar si las raices presentaban colonizacion.

Figura 1. Plantas con 4 semanas de crecimiento en
macetas de con suelo sin presencia de Cr (VI)

Durante el crecimiento de 7. erecta se realizaron mediciones semanales de las siguientes
variables: altura, nimero de flores, sanas o enfermas, porcentaje de sobrevivencia. Al final de

experimento se determin6 longitud, peso fresco y seco de parte aérea y raiz, asi como area foliar.

Las plantas fueron cosechadas y limpiadas a las 12 semanas después del trasplante. Durante
la cosecha las raices se limpiaron manualmente para retirar el sustrato, se midieron la altura de la
planta y longitud de la raiz, posteriormente se registrd el numero de hojas, brotes y tasa de
sobrevivencia. Se registro el peso fresco de raiz y parte aérea por separado. Posteriormente, para
determinar las masas secas de las raices y las partes aéreas, se colocaron en bolsas de papel, se

secaron en horno a 60 °C, durante 72 horas hasta peso constante.
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Se determin0 el area foliar mediante el analisis de imagenes digitales, del total de las hojas
de cada planta, con el software winRIZHO (2013). Que se empled como un medidor de area de
color por contraste entre el color verde de las hojas y el color de fondo al digitalizar la imagen,
que puede ser blanco o negro. Se transformd la imagen a blanco y negro. Posteriormente el
programa mediante conteo de pixeles negros, que corresponde a las zonas de color verde en la

imagen original, realizo la transformacion a unidades de superficie (cm?).

6.2.6 Determinacion del porcentaje de colonizacion de los HMA utilizados.

La determinacion del porcentaje de colonizacién de los HMA utilizados se realizo empleando la

misma metodologia de la seccién 6.1.7.

6.3 Experimento C

6. 3.1 Analisis de absorcion de Cromo por las plantas.

6.3.2 Procesamiento, andlisis y registro de valores.

Después de la cosecha, las muestras (4 por tratamiento) fueron secadas y molidos los tejidos
de la parte aérea y raiz. Las muestras se pesaron y se colocaron en vasos de precipitado para realizar
un proceso de digestion acida, siguiendo la metodologia USEPA SW-846 Method 3050B, con
algunas modificaciones y que consistio de manera general en lo siguiente: se agregd a las muestras
10 ml de una solucion 1:1 de acido nitrico y se calentd a 40 °C durante 5-10 min, hasta que no
hubo cambio en el color, posteriormente se calenté a 95 + 5 °C por 10 min (evitando la ebullicion
de la mezcla) y luego 15 min en ebullicion. Se dejaron enfriar. Posteriormente se les agreg6 5 ml
de HNOs concentrado y se calent6 a 95 °C en agitacion durante 30 min. Este paso se repitid hasta
que no hubo humos color café. Al término de este tiempo, se evapord la solucion durante
aproximadamente dos horas a 95 °C. Se enfrié a temperatura ambiente y se adiciond 2 ml de agua
destilada y 2 ml de solucion de peroxido de hidrogeno (H20-) al 30%. Se cubrieron los vasos y se
calentaron evitando que la solucion hiciera efervescencia vigorosamente. Pasados 10 min se

agregé 1 ml de solucion de H2O. al 50%. Este paso se repitié hasta que la efervescencia
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desapareci6. Por altimo, se agregd 10 ml de HCI al digestor obtenido y se colocé en reflujo a una

temperatura de 95 £ 5 °C por 15 min.

Terminada la digestion las soluciones se filtraron con papel Watman® ndmero 41 y se
aforaron a 50 ml con agua destilada. Los andlisis de contenido de cromo total se realizaron por
espectrometria de absorcién atomica de flama FLAA o IPC- AC utilizando un espectrofotometro
de gases marca Perkin Elmer 3100 usando un gas aire/acetileno a una presion de 4.3/1 kg/cm 2, la
lampara lee a una longitud de onda de 357.9 nm y con una energia de 65. La apertura del haz (slit)
0.7 nm (y la desviacién estandar es no mayor a 5). Se registraron valores obtenidos de la

concentracion de Cr en la raiz, parte aérea y suelo.

A partir de la concentracion de Cr en raiz, parte aérea y suelo se calcularon la captaciéon total (es

decir raiz més parte aérea), los factores de bioconcentracion (FBC) y translocacion (FT).

6.3.3 Calculo de las relaciones de concentracion.

Factor de bioconcentracion.
Se calcula al dividir la concentracion del metal en tejido seco de la planta (mg/kg) entre la

concentracion del elemento en el suelo (mg/kg).

El factor de bioconcentracidon se calcul6 de acuerdo propuesto por Olivares y Pefia (2009)

a través de las siguientes formulas:
BCFRaiz = [metal]raiz/ [metal] suelo
BCFAérea = [metal]aérea/[metal]suelo
Donde:

BCFRaiz = Factor de bioconcentracion en las raices de la planta.

BCFAérea = Factor de bioconcentracion en la parte aérea de la planta.
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El factor de traslocacion (TF).

Se determiné dividiendo la concentracion de la parte aérea de la planta (mg/kg) entre la
concentracion en la raiz de la planta (Maldonado et al., 2011) utilizando la siguiente relacion.

TF = [metal] aérea/[metal]raiz

Donde:
TF = Factor de traslocacion
[metal]raiz = Concentracion del metal solo en la raiz de la planta en mg/Kg.

[metal]aérea = Concentracion del metal solo en la parte aérea de la planta en mg/Kg.

Categorizacion de las plantas en funcion a su concentracion y factores de bioconcentracion

y traslocacion.
a. Concentracién del metal en la parte aérea de la planta (Baker et al., 2000).

Si Cu, Co, Cr, Ni o Pb (mg/kg) > 1000 (mg/kg) planta hiperacumuladora (Baker et al., 2000).

b. Factor de bioconcentracion en la parte aérea y raiz de la planta (Baker, 1981).

Si el BCFaérea < 1 la planta es excluyente
Si el 1 < BCFaérea > 10 la planta es acumuladora

Si el BCFaérea > 10 la planta es hiperacumuladora

Si el BCFraiz < 1 la planta es excluyente
Si el 1 < BCFraiz > 10 la planta es acumuladora

Si el BCFraiz > 10 la planta es hiperacumuladora

d. Factor de traslocacion.
Si el TF > 1 significa que la planta traslada eficazmente los metales pesados de la raiz a la
parte aérea de la planta (Baker y Brooks, 1989), por lo que su potencial es la de hiperacumular

metales en la parte aérea.
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Si el TF < 1 significa que la planta no traslada eficazmente los metales pesados a la raiz a

la parte aérea de la planta, por lo que su potencial es la de fitoestabilizar metales en sus raices.

6. 4 Analisis estadistico.

Los datos se analizardn utilizando un andlisis estadistico ANOVA de una sola via, con la
finalidad de examinar el nivel de significancia (p<0,05) de los tratamientos, seguido de una prueba
de Tukey. Se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 23. Las muestras que no

presentaron distribucion normal fueron analizadas con la prueba de Chi cuadrada (X?).

7. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO A: Helianthus annuus (Girasol) crecidas en
suelo suplementado con Cr a 150, 200 y 300 mg/kg.

7.1.1 Prueba “in vitro” de germinacion de tres variedades de girasol y uniformidad de talla.

Con base en el numero de semillas sembradas (15) en caja Petri y el nimero total de semillas
germinadas se calculé el porcentaje de germinacion. En general todas las variedades de semillas
probadas presentaron bajos porcentajes de germinacion. Las semillas de la variedad “Gigante”
fueron las que obtuvieron la mayor germinacion 73%, seguido de la variedad “Otofio” con 26% y

finalmente una nula germinacion de la variedad enana. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de la germinacion y uniformidad de talla en tres variedades de girasol,
prueba “in vitro .

Variable Gigante Enana Otoiio
Semillas totales 15 15 15
Semillas germinadas 11 0 4
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Semillas con la misma talla 5 0 3
Porcentaje de germinacion 73.3% 0% 26.6%
Porcentaje de uniformidad de talla 33.3% 0% 75%

Se realiz6 una segunda prueba de germinacion con la variedad “gigante” que fue la que
report6 el mayor porcentaje de germinacion. Con el objetivo de corroborar la germinacion y

uniformidad de talla, los datos se registraron a los 15 dias. (Cuadro 5).

Cuadro 5. Evaluacién de germinacién y uniformidad de talla de semillas de girasol variedad

“Gigante”.
Variable Gigante
Semillas totales 60
Semillas germinadas 21
Semillas con la misma talla 6
Porcentaje de germinacion 35%
Porcentaje de uniformidad de talla 10%

7.1.2 Prueba de Germinacion en “sustrato” de semillas de H. annuus (girasol) y
uniformidad de la talla.

Para las pruebas de germinacion en sustrato se utilizaron semillas de girasol silvestre,
debido al bajo porcentaje de germinacién registrado en las variedades de semillas comerciales. Los
resultados fueron comparados con las pruebas anteriores para decidir tanto la variedad de girasol
como el método de germinacion que se utilizaria para montar el experimento A. Los resultados de

porcentaje de germinacion obtenidos en esta prueba se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Evaluacion de germinacion y uniformidad de talla de girasol silvestre, sembrados en
sustrato (peat moss, perlita y vermiculita), a los 15 dias.

Variable Girasol
Semillas totales 240
Semillas germinadas 190
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Semillas con la misma talla 158

Porcentaje de germinacion 79%

Porcentaje de uniformidad de talla 65%

7.1.3 Caracterizacion del suelo.

El anlisis se llevo a cabo en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000,
que establece las especificaciones de la fertilidad salinidad y clasificacion de suelos, estudio,
muestreo y analisis, excepto cuando se indica otra.

Cuadro 7. Resultados de analisis realizados en el laboratorio de edafologia de la UMSNH.
En base a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las
especificaciones de la fertilidad salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis.
Ar=% Areana, L=% Limo, Ac=%Axrcilla, *Para suelos francos, Sl=sin interpretacién en la
NOM-021-RECNAT-2000, **Valores promedio de particulas.

PARAMETRO UNIDAD MEDIA+DS& | INTERPRETACION
pH (1:2:5) UPH 6.62+0.07 Moderadamente &cido
Materia Organica % 3.36+0.67 Media
Capacidad de Intercambio Cationico | Cmol(+) kg-
(CICT) 1 27.75+2.77 Alta
Textura** Ar-L-Ac 50-20-30 Franco-Arcillo-Arenoso
Densidad Real g/lcm3 2.29+0.22 S

Comun para suelos
Densidad Aparente g/lcm4 1.08+0.02 arcillosos
Porosidad* % 47.19+5.11 Ligeramente baja

Los resultados del andlisis quimico del suelo mostraron un pH de 6.62 el cual es
moderadamente &cido, normal para suelos de la region, densidad aparente comun en suelos ricos
en arcilla; la materia organica es media para suelos no volcanicos y combinada con su Capacidad
de Intercambio Catidnico alta, hacen a este suelo fértil. Por su textura es un suelo con un buen
drenaje, pero con evidencia de compactacion al mostrar una porosidad ligeramente baja. En
general se puede considerar de buenas condiciones de fertilidad para el desarrollo vegetal, pero

con problemas de compactacion que limitan el drenaje normal para suelos francos.
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7.1.4 Porcentajes de sobrevivencia de H. annuus (Girasol).

Los porcentajes de sobrevivencia de las plantas en los diferentes tratamientos de Cr
hexavalente (K2CrOs) se muestran en ¢l Cuadro 8. Los cuatro tratamientos sin adicion de Cr (VI)
presentaron una sobrevivencia del 100%. En los tratamientos control con Cr (VI) a 150 mg/kg se
registrd el 100% de sobrevivencia y en la concentracion de 200 mg/kg se observd un 66% de
sobrevivencia, lo anterior podria ser debido a que el girasol esta reportado como una planta
hiperacumuladora de metales y por lo tanto tiene resistencia a la presencia del metal sin necesidad
de asociarse con hongos y sin tener que compartir recursos energéticos con el simbionte. En los
tratamientos con Cr y hongos micorrizicos la sobrevivencia disminuyd observandose que en el
tratamiento con G. gigantea sobrevivieron el 66% de las plantas a la concentracion mas baja de
Cr, mientras que en los demads tratamientos la respuesta fue baja (20%) y a la concentracion mas
alta las plantas no sobrevivieron en ninguno de los tratamientos. Los resultados indican que la
semilla silvestre utilizada responde mejor a la presencia de Cr cuando no se encuentra en
asociacion con hongos micorrizicos, y que concentraciones por arriba de 150 mg/ Kg de suelo
alteran los procesos fisiologicos y resultan letales para la planta.

Cuadro 8. Porcentaje de sobrevivencia en plantas de H. annuus. Se analizaron 16 tratamientos,
con y sin inoculacion con HMA y cuatro diferentes concentraciones de Cr (V1).

Tratamientos 0 mg/kg | 150 mg/kg 200mg/kg 300 mg/kg
Control 100% 100% 66% 0%
R. intraradices 100% 20% 0% 0%
G. gigantea 100% 66% 0% 0%
Consorcio-Cr 100% 20% 20% 0%

7.1.5 Colonizacién micorrizica en las raices de plantas H. annuus.

El porcentaje de colonizacién micorrizica en los tratamientos con R. intrarradices, G.
gigantea y el consorcio-Cr, en las plantas que sobrevivieron a la exposicion a Cr (VI), varié de 2%
a 60% probando que los HMA conservaron su capacidad de infectividad a 150 mg/kg (Fig. 2). Los
tratamientos con indculos micorrizicos sin adicion de Cr mostraron mayores porcentajes de

colonizacion de HMA, como se esperaba. El consorcio-Cr fue el que obtuvo los mayores
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porcentajes de colonizacidn tanto en el tratamiento sin Cr (60%) asi como en el tratamiento con
150 mg/kg con un 28% (Fig. 2). Los tratamientos inoculados con R. intrarradices fueron los que
obtuvieron los menores porcentajes de colonizacién tanto en el control como en el tratamiento

adicionado con 150 mg/kg de Cr.
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Figura 2. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices de H. annuus (girasol) con Cr (0 y 150
mg/kg) y tres inodculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre tratamientos (P = 0.05, y2.)

7.1.6 Altura de las plantas de H. annuus (girasol) crecidas a diferentes concentraciones de
Cr (VI).

Al final del experimento a las 11 semanas de su crecimiento se realizo la medicion de altura
de las plantas, observando una altura variable entre todos los tratamientos, la maxima altura fue de
79.4 cm correspondiente al tratamiento de R. intraradices en los tratamientos sin adicion de Cr
(VI) y con 150 mg/Kg de Cr, lo cual podria sugerir que aunque el porcentaje de colonizacion de
este inoculo fue el mas bajo (2 a 6 %), este porcentaje fue altamente eficiente para proveer de
nutrientes a la planta, lo que se vio reflejado en la altura registrada. El tratamiento con el consorcio-
Cr sin adicion del metal y que fue el que obtuvo un mayor porcentaje de colonizacion (60%)
también fue eficiente para promover altura de las plantas (72.4 cm), permitiendo ademas la
sobrevivencia de éstas a concentraciones de 200 mg/Kg de Cr (Fig. 2 y 3). Lo que sugiere la
capacidad adaptativa de los hongos que se desarrollan de manera natural en suelos contaminados
con este tipo de metales y de las plantas hiperacumuladoras que sin presencia de simbiosis

pudieron sobrevivir y desarrollarse en la misma magnitud que el tratamiento con hongos nativos a

32



altas concentraciones del metal. En general todos los tratamientos en interaccion con hongos

fueron mas eficientes que los tratamientos sin hongo para promover altura de la planta.
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Figura 3. Altura promedio de las plantas H. annuus, con Cr (0, 150 y 200 mg/kg) y tres
inéculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes idican diferencia
significativa entre tratamientos (P = 0.05, %2.)

7.1.7 Longitud de la raiz y peso fresco y seco de la parte aérea en plantas de H. annuus

(girasol) a diferentes concentraciones de Cr (VI).

La longitud de la raiz de las plantas bajo los diferentes tratamientos mostré valores
variables, no fueron representativos debido a los bajos porcentajes de sobrevivencia de las plantas.
Sin embargo, se observé que la longitud de la raiz de las plantas que crecieron bajo exposicién de
Cr (V1) fue menor en comparacion con los controles sin el metal (Fig. 4). Ademas, se muestra que,
aunque las raices en todos los tratamientos se vieron afectadas en presencia de Cr, en los
tratamientos con 150 mg/kg de este metal con los inoculos de R. intraradices y G. gigantea las

raices se vieron menos afectadas que las plantas control.
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Figura 4. Longitud de la raiz de H. annuus, con Cr (0, 150 y 200 mg/kg) y tres indculos: R.
intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos (P = 0.05 x2.)

En lo que respecta al peso fresco y seco de la parte aérea, se observé el efecto positivo de
los HMA en el desarrollo de biomasa de la planta en sustrato no contaminado, ya que los
tratamientos con los indculos R. intraradices y Consorcio-Cr registraron mayor peso seco de las
plantas con respecto al control. Sin embargo, en presencia de Cr ocurrié lo contrario a lo observado
en las raices ya que en la concentracion de 150 mg/kg de Cr el peso de las plantas en asociacion
con HMA disminuyo respecto al control, y a 200 mg/Kg del metal la biomasa de la parte aérea se
vio favorecida en el tratamiento con el Consorcio de HMA proveniente de suelos contaminados
(Fig. 6). Lo que indica que diferentes especies de HMA interactian de manera diferente con la

planta, promoviendo desarrollo de raices o bien influir en un mayor desarrollo de las plantas.
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Figura 5. Peso fresco de la parte aérea de plantas de H. annuus sin Cry con Cr (48.5,97.1y
194.2 mg/kg) y tres indculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P = 0.05, »2.).
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Figura 6. Peso seco de la parte aérea de H. annuus, con Cr (0, 150 y 200 mg/kg) y tres indculos:
R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos (P = 0.05, y2.)
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7.2 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO B: Tagetes erecta L. suplementada con 48.5,
91.7 y 194.2 mg/kg de Cr (VI).

7.2.1 Porcentaje de sobrevivencia en plantas de T. erecta (cempasuchil) expuestas a
diferentes concentraciones de Cr (V1).

Las plantas se mantuvieron en el invernadero 12 semanas y la sobrevivencia se determino
al concluir este tiempo, con la cosecha de las plantas. En todos los tratamientos control sin adicion
de Cr (VI) (sin y con HMA), sobrevivieron el 100% de las plantas. En los tratamientos
contaminados con diferentes concentraciones de Cr, aunque la sobrevivencia disminuyo, no fue
significativo con respecto a los controles, registrandose porcentajes mayores al 80% dependiendo
del tratamiento (Cuadro 9). A la més alta concentracién de Cr el tratamiento menos efectivo fue el
consorcio de HMA nativos provenientes de suelos contaminados (83.4%) y el mas efectivo fue R.
intraradices en el que las plantas tuvieron 100 % de sobrevivencia. Evidenciando que la eficiencia

de la asociacién varia dependiendo de la especie fungica con la que se asocie la planta.

Cuadro 9. Porcentaje de sobrevivencia en plantas T. erecta a las 12 semanas de crecimiento. Se
analizaron 16 tratamientos, con y sin inoculacién con HMA y cuatro concentraciones diferentes

de Cr (VI).
Tratamiento 0Cr 48.5 Cr 97.1 Cr 194.2 Cr
Control 100% 91.70% 100% 91.70%
R. intraradices 100% 91.70% 83.40% 100%
G. gigantea 100% 91.70% 100% 91.70%
Consorcio-Cr 100% 100% 83.40% 83.40%

7.2.2 Colonizacion micorrizica en las raices de raiz de las plantas de T. erecta
(cempasuchil).

La figura 7 muestra los resultados obtenidos en este trabajo para colonizacion por parte de
los HMA. Se corrobor6 la ausencia de colonizacidn en los tratamientos control. Se evidencia que
el indculo G. gigantea coloniz6 en mayor porcentaje (~60%) a las plantas de cempasuchil en todos

los tratamientos, mostrando diferencia significativa en comparacion con los demas tratamientos (P
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= 0.05, Tukey). La colonizacion de las plantas por el indculo de R. intraradices fue
significativamente mayor a la concentracion de 97.1 mg/Kg que, en el resto de las concentraciones,
incluido el control. El consorcio-Cr fue el indculo que presentdé menores porcentajes de
colonizacion en todos los tratamientos incluidos los controles. Estos resultados muestran que la
infectividad de los HMA para colonizar a la planta de cempasuchil cuando estan bajo diferentes
concentraciones de estrés por Cr (V1), varia dependiendo de la especie fungica, existiendo algunas
mas tolerantes a la presencia del metal, que se refleja en una mayor infectividad y por lo tanto en

una mayor colonizacion.
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Figura 7. Porcentaje de colonizacion de raices de 7. erecta inoculadas con R. intraradices, G.
gigantea y un consorcio-Cr en raices de plantas de 7. erecta expuestas a diferentes
concentraciones de Cr (VI). Letras diferentes indican diferencia significativa (P = 0.05, Tukey).

En la Fig. 8, se puede observar la presencia de estructuras fangicas en el interior de la raiz de T.
erecta. En las raices de las plantas crecidas en el suelo con 19.2 mg/Kg Cr con R. intraradices y
Consorcio-Cr (A y B) se observa presencia de vesiculas e hifas intraradicales. Asi como la
presencia de hifas extraradicales (micelio externo). En el caso de G. gigantea (C) que fue la que
tuvo porcentajes de colonizacion mas altos, se pudo observar ademas la formacion de arbusculos,
que son las estructuras mas importantes para el intercambio y paso de nutrientes hacia la planta.

La presencia de estas estructuras sustenta el éxito de la colonizacidén micorrizica en este trabajo.
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Figura 8. Imagenes de raices colonizadas de 7. erecta con R. intraradices (A), consorcio-Cr (B)
y G. gigantea (C) expuestas a concentraciones de Cr (VI). Flechas negras muestran estructuras
fungicas (hifas, vesiculas, micelio externo, coils y arbusculos).
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7.2.3 Altura y peso de plantas de T. erecta (cempasuchil) crecidas en cuatro diferentes
concentraciones de Cr (VI).

Los valores de la altura de la planta fueron medidas al final del experimento, a las 12
semanas. La inoculacion con R. intraradices incrementd de manera significativa el tamarfio de las
plantas, con respecto a los demé&s tratamientos en los sustratos sin Cr y con todas las
concentraciones del metal probadas (P = 0.05, Tukey), por lo que fue el in6culo més eficiente para
promover crecimiento de la parte aérea en T. erecta, seguido de Gigaspora gigantea. A mayor
concentracion de Cr se observo una disminucion en la altura de las plantas en todos los tratamientos
(Fig. 8). Sin embargo, se pudo observar el efecto positivo que tuvo la interaccion con los diferentes
in6culos de HMA sobre la altura en las plantas, ya que en todas las concentraciones de Cr probadas
(0 a 194.2 gr/kg de sustrato) la altura fue significativamente mayor que en las plantas control para
la mayoria de los tratamientos con HMA (P = 0.05, Tukey) (Fig. 9).
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Figura 9. Altura promedio de las plantas T. erecta, con Cr (0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg) sin
HMA 'y con los inoculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P = 0.05, Tukey).

Con lo que respecta al peso fresco de la parte aérea, nuevamente las plantas sin presencia

de HMA presentaron la menor biomasa en todos los tratamientos probados. G. gigantea mostro
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ser mas eficiente para el desarrollo de las plantas en presencia de Cr (VI). R. intraradices en
cambio mostro ser mas eficiente cuando no hubo contaminacion por Cr. Aungue el Cr afectd en el
desarrollo de la biomasa de la planta, se pudo corroborar el aumento en la tolerancia de T. erecta

a la presencia de Cr cuando se encuentra en interaccion con HMA (Fig. 10).
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Figura 10. Peso fresco de la parte aérea de plantas de 7. erecta, sin Cry con Cr (48.5,97.1y
194.2 mg/kg) y tres indculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P = 0.05, Tukey).

En el peso seco de la parte area presento un comportamiento similar al mencionado
anteriormente, el peso disminuyo conforme aumenta la concentracion de Cr (V1) y se pudo apreciar
que la interaccién con HMA beneficié a la planta. R. intraradices fue el mas eficiente y la
significancia mas alta se observé con Cr a 48.5 mg/kg en donde el peso de las plantas fue mas alto

(0.091 gr) con respecto a los demas tratamientos (P = 0.05, Tukey) (Fig. 11).
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Figura 11. Peso seco de la parte aérea de plantas de T. erecta, sin Cry con Cr (48.5,97.1y
194.2 mg/kg) y tres inoculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes
indican diferencia significativa (P = 0.05, Tukey).

7.2.4 Longitud de la raiz y peso en plantas de T. erecta (cempasuchil) a cuatro diferentes

concentraciones de Cr (VI).

Las longitudes de las raices incrementaron al aumentar la concentracion de Cr (V1) en todos
los tratamientos, mostrando diferencias significativas entre los tratamientos con HMA y las plantas
control (P = 0.05, Tukey). Los tratamientos mas eficientes a la concentracion de 194.2 mg/kg Cr
fueron G. gigantea y R. intraradices que reportaron longitudes de 36 y 33 cm respectivamente, en
promedio (Fig. 12). Se observd que, aunque el in6culo de hongos nativos no fue eficiente
promoviendo el crecimiento de la parte aérea de la planta, para el desarrollo de raices fue mas

eficiente a concentraciones moderadas de Cr (97.1 %).
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Figura 12. Longitud de la raiz de T. erecta, con Cr (0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg) y los indculos:
R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia significativa
(P =0.05, Tukey).

Los pesos fresco y seco de raiz fueron hasta un 48% mads alto en los tratamientos que
estaban inoculados con HMA en todas las concentraciones de Cr (VI) en comparacion con las
plantas control (P = 0.05, Tukey) (Fig. 13 y 14). Y a la mayor concentracion de Cr (194.2), los
valores significativamente mas altos se presentaron en los tratamientos con G. gigantea y
Consorcio-Cr para peso fresco (Fig. 13), asi como G. gigantea y R. intraradices en el caso del
peso seco (P=0.05, Tukey) (Fig. 14). Lo que refleja la capacidad de algunos indculos para facilitar

la absorcion de agua o bien el aumento de biomasa.
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Figura 13. Peso fresco de la raiz de T. erecta, con Cr (0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg) y los
in6culos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia
significativa (P = 0.05, Tukey).
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Figura 14. Peso seco de la raiz de T. erecta, con Cr (0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg) y los indculos:
R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos (P = 0.05, Tukey).

43



7.2.5 Numero de hojas y botones de T. erecta (cempasuchil) a cuatro diferentes

concentraciones de Cr (VI).

En general en las plantas que se encontraban colonizadas por HMA se incremento el
rendimiento vegetal en nimero de hojas y botones, en todos los tratamientos con y sin adicion de
Cr (Fig. 15). En especial con los in6culos que presentaron los mayores porcentajes de colonizacion
que fueron R. intrarradices y G. gigantea y en los que la cantidad de hojas y brotes fue
significativamente mayor que en los controles sin hongos en los diferentes tratamientos con Cr (P
= 0.05, Tukey). Mostrando que la interaccion favorece la adaptacion de las plantas ain a las mas
altas concentraciones probadas, ya que, aunque el rendimiento vegetal disminuy6, las plantas

sobrevivieron.
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Figura 15. a) Nimero de hojas y b) botones de 7. erecta, con Cr (0, 48.5,97.1 y 194.2 mg/kg) y
los indculos: R. intraradices, G. gigantea y un consorcio-Cr. Letras diferentes indican diferencia
significativa (P = 0.05, Tukey).
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7.2.6 Determinacion de area foliar mediante el analisis de imagenes digitales con el
software winRI1ZHO.

Se encontro diferencias significativas en las plantas de cempasuchil (T. erecta) sometidas
a las diferentes concentraciones de Cr (VI). Las plantas de todos los tratamientos en la
concentracion de 194.2 mg/kg de Cr presentaron una reduccion significativa del area foliar. En
interaccion con los HMA T. erecta presento area foliar significativamente maés altas (P = 0.05,
Tukey), tanto en los tratamientos sin Cr y con Cr, comparadas con las plantas sin indculos fangicos
(Fig. 16). Observando, ademas que, en ausencia del socio flingico, las plantas se vieron afectadas
disminuyendo el area foliar aln a las concentraciones mas bajas de Cr, mientras que en interaccion
con hongos la disminucién méas notoria del area foliar se observé Unicamente a la concentracion
mas alta del metal.
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Figura 16. Area foliar de las plantas 7. erecta inoculadas con R. intraradices, G. gigantea y
Consorcio-Cr expuestas a diferentes concentraciones de Cr. Letras diferentes indican diferencia
significativa (P = 0.05, Tukey).
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7. 3 Andlisis de absorcion de Cr (V1) por las plantas H. annuus (girasol) y T. erecta

(cempasuchil).

Debido a la alta tasa de mortandad que se presentd en todos los tratamientos de H. annuus,
no fue posible realizar las pruebas de absorcion de Cr, debido a la baja disponibilidad de tejido

para llevar a cabo las digestiones necesarias para realizar esta prueba.

La concentracion de Cr (V1) presente en la raiz y tallo de las plantas de T. erecta, se obtuvo
mediante el andlisis de espectrometria de absorcidn atomica. La Fig. 17 muestra los valores de
acumulacién de Cr en las raices bajo los diferentes tratamientos. La concentracion de Cr en las
raices fue significativamente mas alta conforme aumento la concentracion de Cr en el sustrato y
la presencia de HMA incrementdé de manera significativa la acumulacién de Cr, en comparacion
con las plantas sin hongos (P = 0.05, Tukey). Dicho aumento fue significativamente mas alto en
los tratamientos con G. gigantea y R. intraradices en la concentracion Cr 194.2 mg/kg con més de

70 mg/Kg de Cr acumulado en las raices.
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Figura 17 . Concentracion de Cr en las raices inoculadas (R. intraradices, G. gigantea y
Consorcio-Cr) y no inoculadas de las plantas T. erecta (cemplasuchlit). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05, Tukey).
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Las concentraciones de Cr en la parte area se representan en la Fig. 18. Presentando
resultados con un comportamiento distinto al de los de la acumulacion en la raiz. Las plantas no
inoculadas presentaron una mayor acumulacion de Cr en la parte aérea que algunos de los
tratamientos con HMA. En la concentracion mas alta 194.2 mg/kg la acumulacion en la parte aérea
por plantas no inoculadas con HMA y aquellas inoculadas con G. gigantea fue significativamente

mayor que el resto de los tratamientos con valores por arriba de 55.0 mg/kg Cr.

Observando que diferentes especies de HMA pueden interactuar de manera diferente con
las plantas, ya sea acumulando el Cr en la raiz o ayudando a su translocacion hacia la parte aérea

de la planta.
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Figura 18. Concentracion de Cr en las partes aéreas de las plantas T. erecta (cempasuchil)
inoculadas (R. intraradices, G. gigantea y Consorcio-Cr) y no inoculadas. Letras diferentes
significan diferencias significativas por la prueba Tukey P< 0.05

La concentracion de Cr. total en las plantas a las mas altas concentraciones de Cr en el
sustrato fue significativamente maés alta en el tratamiento con G. gigantea y el cromo absorbido
por las plantas fue mayor en interaccion con HMA que cuando la planta actla sola por su

caracteristica de acumuladora de metales (Fig. 19).
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Figura 19. Concentracidn de Cr total en las plantas T. erecta (cempasuchil) inoculadas (R.
intraradices, G. gigantea y Consorcio-Cr) y no inoculadas. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P< 0.05, Tukey).

En la Fig. 20 se muestra los valores calculados para el factor de translocacion. El factor de
traslocacion presenta valores entre 0.31 a 1.4 indicando que esta especie trasportd cantidades de
Cr consideras para definir a las plantas como acumuladoras e hiperacumuladora de metales
pesados. También se observa que las plantas sin presencia de HMA presentan un factor de
traslocacién mas alto que cuando el hongo esta presente, lo que indica que una de las funciones de

estos hongos fue la retencién de una mayor cantidad del Cr en el sistema radicular de la planta.
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Figura 20. Factor de translocacion de la raiz a la parte aérea de las plantas T. erecta
(cempasuchil) expuestas a las diferentes concentracios de Cr (V1) e inoculadas (R. intraradices,
G. gigantea y Consorcio-Cr) y no inoculadas. Letras diferentes indican diferencias significativas

(P<0.05, Tukey).

7.3.1 Factor de bioconcentracion y traslocacion de metales pesados en las plantas.

En este estudio, ninguna de las plantas de T. erecta bajo distintos tratamiento acumul6
concentraciones de Cr > 1000 mg/kg (Fig. 19) por lo que no mostré ser hiperacumuladora de Cr
(Baker y Brooks, 1989).

Comparando el BCF, (Fig. 21,22 y 23) pudimos analizar la capacidad de T. erecta para
tomar los metales de los suelos y traslocarlos a la parte aérea sin la inoculacion de HMA por que
se obtuvieron valores mayores a 1 en la concentracion de 194.2 mg/kg. Las plantas tolerantes
tienden a restringir las transferencias suelo - raiz y raiz - parte aérea, por lo que tienen mucho
menos acumulacién en su biomasa, mientras que las hiperacumuladoras participan activamente y
traslocan los metales en su biomasa aérea. Las plantas en mayor numero de tratamientos presentan
valores de TF (Fig.20) y FBC (21 y 22) menores de uno, por lo que no serian adecuadas para la

fitoextraccion.
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Figura 21. Factor de bioconcentracion parte aérea de las plantas T. erecta (cempasuchil)
crecidad en suelo con diferentes concentracios de Cr (V1), e inoculadas (R. intraradices, G.
gigantea y Consorcio-Cr) y no inoculadas. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05, Tukey).
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Figura 22. Factor de bioconcentracion de la raiz de las plantas T. erecta (cempasuchil) expuestas
a las diferentes concentracios de Cr (V1) e inoculadas (R. intraradices, G. gigantea y Consorcio-
Cr) y no inoculadas. Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, Tukey).
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Figura 23. Concentracion de Cr en el suelo en donde se crecieron plantas T. erecta
(cempasuchil) bajo a las diferentes concentracios de Cr (V1) e inoculadas (R. intraradices, G.
gigantea y Consorcio-Cr) y no inoculadas. Letras diferentes indican diferencias significativas

(P<0.05, Tukey).

8. DISCUSION

8.1 Experimento A (girasol).

La contaminacion del suelo agricola por MP en general causa problemas de toxicidad en
las plantas, influyendo en el crecimiento y sobrevivencia. La toxicidad del Cr (VI) supone
generalmente un efecto negativo en la salud y desarrollo de las plantas, por lo que una mayor
reduccién en el crecimiento en las plantas contaminadas en relacién a las no contaminadas se
relaciona con una menor tolerancia de las plantas (Ertani et al., 2017). Los sintomas de toxicidad
por Cr (V1) incluyen inhibicién o disminucién de la germinacion, crecimiento de las raices,
crecimiento y desarrollo de las plantulas, disminucién en el rendimiento de las plantas (Oliveira
2012; Sangwan et al., 2014; Jaison y Muthukumar, 2017). Estos sintomas mencionados son
consecuencia de la disminucion de toma de nutrientes y agua, causando modificaciones en la
morfologia de la planta (Sharmin et al. 2012; Ali et al., 2015; Singh et al. 2015; Reale et al., 2016).

En este sentido los resultados muestran una disminucion del crecimiento de la raiz y tallo en
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términos de longitud y biomasa (peso seco) lo que nos indica que fueron afectados

significativamente por la adicion de Cr en el sustrato de crecimiento.

Algunos reportes sefialan que el Cr (VI) es toxico para las plantas agrondmicas en
concentraciones de aproximadamente 0.5-5.0 mg/L en solucién nutritiva y de 5-100 mg/g en el
suelo. Davies et al., (2002) menciona que el Cr es toxico para la mayoria de las plantas superiores
a concentraciones de 100 mg/kg en peso seco. En condiciones normales la concentracion de Cr en
las plantas es inferior a 1ug/g (Oliveira, 2012). Sin embargo, estudios previos han reportado que
algunas plantas muestras cierta tolerancia e incluso son capaces de acumular cantidades de Cr
>1,000 mg kg-1 (0,1% del peso seco) clasificAndolas como hiperacumuladoras de Cr (Reeves y
Baker, 2003). En el presente estudio se observd una cierta tolerancia de H. annuus al Cr (VI)

dependiente de la dosis.

A una concentracion de 150 mg/kg, se registré sobrevivencia en todos los tratamientos,
aunque en distinto porcentaje y mostrando una menor inhibicién del crecimiento y peso seco en
comparacion con la dosis mas alta. Esta cantidad es mucho mayor a la indicada como toxica, pero
considerando que H. annus es una planta reconocida como hiperacumuladora de Cd, Ni y Cr
(Turgut et al., 2004; Adesodun et al., 2010) se corroboré la tolerancia de esta planta a ciertas
concentraciones. Concentraciones por arriba de 200 mg/kg de Cr fueron toxicas para las plantas e
indujeron sintomas de marchitamiento que afectaron las demas variables vegetativas. Mientras que
la concentracion 300 mg/kg fue letal para las plantas en los diferentes tratamientos probados. Lo
que difiere de lo se ha encontrado para otras especies que toleran y captan el Cr en sus tejidos
como Spartina argentinensis que acumula Cr hasta cantidades de 1500 mg/kg (Redondo-Gomez,
2011), Leersia hexandra mostrando acumulacién en hojas de hasta 600 mg/kg (Zhang et al., 2007),
Napalea cochenillifera acumula 700 mg/kg de Cr en sus hojas (Adki et al., 2013) y Pteris vittata
también reportada como hiperacumuladora de Cr (de Oliveira et al., 2016). A pesar de que H.
annuus es una planta potencialmente hiperacumuladora de Cr, en este estudio mostré signos de

fitotoxicidad a este metal a concentraciones de 200 y 300 mg/kg de Cr (V1).

Lo que sugiere que la respuesta de H. annuus a las concentraciones mas altas utilizas, puede
estar relacionada con los efectos toxicos del Cr (VI) sobre la obtencion de nutrientes,
fundamentalmente sobre la incorporacion de fosforo a la planta como reporta la bibliografia. Por

ejemplo, en un trabajo realizado por Aurazo y Esparza (1995), se encontré que el cromo (V1) en
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valores superiores a 70 mg/L inhibe totalmente el crecimiento de la raiz afectando la toma de
nutrientes. También podemos atribuir los resultados a los niveles de Cr y la etapa de desarrollo de
la planta en la que se aplico el Cr. De la Rosa et al. (2008) mencionan que una concentracion de
40 mg/L de Cr en el suelo, no afecto significativamente el desarrollo de la planta y a menor edad
presentaron mayor tolerancia al metal en cuestion. Por Gltimo, es importante mencionar que estos
efectos dependieron en parte de la combinacién planta-hongo-Cr, y en general fueron

influenciados por las condiciones del suelo.

Diversos estudios han argumentado ampliamente los efectos benéficos de la HMA sobre el
crecimiento de las plantas y la tolerancia a la MP (Wang et al., 2012). Los HMA participan en la
mejora del crecimiento de las plantas y la resistencia a MP. Sin embargo, la colonizacion
micorrizica de los indculos de HMA utilizados en las plantas de girasol no estimul6 de manera
significativa el desarrollo y sobrevivencia de las plantas, la longitud radical y peso seco con y sin
exposicién a Cr en los tratamientos inoculados con G. gigantea y el consorcio-Cr. Lo anterior
difiere con lo sefialado por Cuenca et al. (2007) quienes reportaron que las plantas micorrizadas
presentaron mayor peso seco que el control; generalmente este aumento estd asociado a un
incremento en el area de exploracion del sistema radical y por tanto mayor disponibilidad de
nutrimentos (Smith y Read, 1997). La efectividad de la colonizacion micorrizica vario entre los
in6culos de HMA. Existen informes contradictorios sobre la efectividad de los hongos

micorrizicos en la absorcion y tolerancia de metales pesados por las plantas.

Algunos autores muestran que los HMA aumentan la tolerancia de metales pesados en
plantas colonizadas (Oryowska et al., 2005), mientras que otros autores informan que los hongos
micorrizicos arbusculares a una concentracion alta tienen o pueden tener un efecto negativo en la
planta, cuyo crecimiento es reprimido (Arriagada et al., 2007), en el sentido de que la respuesta de
la planta puede variar en funcion del grado de colonizacién. En un estudio realizado por Yang et
al., (2015) reportaron que la colonizacion micorrizica de R. pseudoacacia por Funneliformis
mosseae se Vvio afectada por los niveles de estrés de Pb. En otro estudio se encuentra que los HMA
también han demostrado tener efectos neutros en las plantas colonizadas y bajo estrés de Pb y Zn
(Diaz et al., 1996). Asi mismo, Ferrera-Cerrato y Alarcon (2008) sefialan que la actividad flngica
representa un costo para la planta, la cual aporta fuentes energéticas carbonadas para el

metabolismo del hongo, de aqui la generacion de un sistema de beneficio mutuo.
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El inoculo de R. intraradices, incrementd el peso seco de la parte aérea y longitud de la
raiz en comparacion con el resto de los inoculos en las plantas de H. annuus (girasol), a pesar de
que presentd menor porcentaje de colonizacion micorrizica. Lo anterior no demuestra que los
indculos G. gigantea y consorcio-Cr no sean eficientes, pero si confirma que existen diferencias
en la relacion costo/beneficio cuando se emplean indculos de HMA y que la interaccion puede
variar dependiendo de la especie fangica y de la planta. Por ejemplo, el ecotipo R. irregularis
aislado por Hildebrandt et al. (1999) de la rizosfera de la especie metaléfita Viola calaminaria
demostro consistentemente ser méas eficaz para conferir tolerancia HM en una variedad de plantas
(Solanum lycopersicum, Zea mays y M. truncatula) que un ecotipo de la misma especie aislada de

un suelo contaminado (Kaldorf et al., 1999).

De tal forma que, los factores que deben considerarse en la eficiencia de los HMA son la
agresividad, infectividad y capacidad de proteccion. Las condiciones de infectividad y efectividad
de los HMA dependen no solo del simbionte, sino también de las condiciones en la que se
desarrolle la asociacion, debido a que el hongo también es afectado por las condiciones del sustrato
en el que se encuentra, por ejemplo, pH 6.6 influye sobre la solubilidad del fosforo, altos niveles
de P en el suelo pueden inhibir la infectividad de los HMA, lo cual puede afectar la funcion de los
HMA durante el proceso de toma de nutrientes (Guzman-Plazola et al., 1988). En general, se
considera que los HMA se adaptan al pH del suelo de su origen y por ello se puede convertir en
un factor limitante para su establecimiento. Otro factor fisico que pudo afectar el funcionamiento
de las micorrizas arbusculares es la cantidad de materia organica que se encuentra en el suelo ya

que influye sobre la estructura, pH, la cantidad de nutrientes y la retencién de humedad en el suelo.

El efecto de la compactacién se refleja en caracteristicas del suelo como la estructura al
mostrar una porosidad ligeramente baja, reduciendo su fertilidad y la distribucion de las raices de

las plantas y de las hifas de las micorrizas arbusculares en la rizosfera (Jeffries y Barea, 1999).

Por lo anterior es importante seguir realizando estudios con propdsito de obtener resultados
mas significativos, que nos guien a una mejor comprension de lo que ocurre con las interacciones

en el suelo contaminado con metales pesados.
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8.2 Experimento B (cempasuchil).

Existen investigaciones que demuestran la capacidad de T. erecta como una planta
acumuladora de Pb (Bosiacki, 2009), Cd (Liu et al, 2011) y Ni (Bosiacki y Wojciechowsa, 2012).
Esto hace a T. erecta una planta de interés en la en la biorremediacion de suelos contaminados con
MP en este caso el Cr (V1). Los altos porcentajes de sobrevivencia de T. erecta a concentraciones

prueba que es una especie tolerante al Cr (V1) en concentraciones de 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg.

Ademas, el éxito de la colonizacion micorrizica evidenciada por la presencia de estructuras
fangicas como hifas en el interior de la raiz (Harley y Smith, 1983), tuvo efectos significativos en
los pardmetros de crecimiento. Realizando una comparacion entre los cuatro tratamientos
inoculados con R. intraradices, G. gigantea y Consorcio-Cr suplementadas con las diferentes
concentraciones de Cr (V1) (0, 48.5, 97.1 y 194.2 mg/kg), podemos evidenciar la presencia de
diferentes estructuras desarrolladas al interior de la raiz. Esto podria sugerir que la concentracion
de Cr (VI) afecta el desarrollo del hongo y lo obliga a crear estructuras de reserva como las
vesiculas, con el fin de soportar los niveles de estrés al que esta expuesto; por ello, se encontraron
una mayor cantidad de estructuras tipo vesiculas en los tratamientos con concentraciones mas altas,
97.1 y 194.2 mg/kg en los inoculos R. intraradices y Consorcio Cr y menor cantidad en los
tratamientos de 0 y 48.5mg/kg, en las raices en el tratamiento G. gigantea se encontrd la
colonizacién de otros HMA, posiblemente del genero Rhizophagus, evidenciado por la presencia
de vesiculas ya que el género Gigaspora no genera vesiculas. Las vesiculas cumplen la funcién de
almacenamiento de lipidos (Azcon, 2000; Barker et al., 1998). Cabe resaltar que los analisis
realizados en los tratamientos que no fueron inoculados con hongos micorrizicos, arrojaron
resultados negativos acerca de la presencia de hongos, garantizando asi que estos no fueron

contaminados durante el proceso de siembra y montaje del experimento.

Los parametros de crecimiento de las plantas se usan como indicador de toxicidad de los
metales pesados, especialmente en el contexto de la fitorremediacion en donde se requiere plantas
ideales que posean caracteristicas multiples, como un crecimiento rapido con alta produccion de
biomasa y un sistema de enraizamiento profundo y la capacidad de tolerar y acumular una amplia
gama de metales pesados en sus partes aéreas (Clemens et al., 2002). Las plantas absorben los

metales a través de la raiz y la almacenan en la parte aérea, el limite de tolerancia de las plantas lo
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define en gran medida el crecimiento. Todos estos atributos en las plantas son importantes para
poder definir a una planta como candidata para ser utilizada en la remediacion de suelos

contaminados con Cr.

La altura de la parte aérea de T. erecta crecida en concentraciones de Cr (V1) en el suelo y
en simbiosis con indculos de HMA registro ligeras reducciones en el nivel mas alto de Cr (194.2
mg/kg) con respecto al control, la poca variacién en la altura puede estar demostrando que T. erecta
tolera las concentraciones de Cr (VI) coincidiendo con otras especies tolerantes de Cr
(Wyszkowski y Radziemska, 2010, 2013). En cambio se evidencia una clara diferencia en la altura
cuando estuvieron inoculadas con HMA en las diferentes concentraciones de Cr, especialmente
cuando formaron simbiosis con R. intraradices, esto mismo fue observado por Castillo et al.
(2011) y Ling-Zhi et al. (2011) para T. erecta colonizadas por R. intraradices contaminadas con

Cu y Cd respectivamente.

El crecimiento reducido de las plantas bajo estrés de Cr (V1) y la subsiguiente mejoria por
HMA también reportan Davies et al., (2001) para H. annuus y Wu et al., (2014) para T.
platypecidum. Los HMA mejora la resistencia de las plantas al estrés de Cr, a través de su
contribucion activa en la absorcion de nutrientes (fésforo) y agua (Ling-Zhi et al., 2011). Como
también los confirman Ling-Zhi et al. (2011) en T. erecta con HMA encontrando una respuesta

ante el impacto nocivo de Cd.

Los datos registrados para peso fresco y seco en los tratamientos con concentracion de
194.2 Cr mg/kg fueron menores respecto a las plantas sin Cr (Control). Sin embargo, mostraron
una clara respuesta mejorada ante la asociacion con los HMA. Por ejemplo, plantas inoculadas con
G. gigantea en la concentracion de Cr 97.1 mg/kg tenian 0.47 g de peso fresco mientras que, las
plantas sin inocular (a esta misma dosis) el peso promedio era de 0.18 g. Existiendo un aumento
de 61.7 % de peso fresco en este tratamiento. La reduccion del peso seco fue mas marcada
dependiendo del aumento de la concentracion de Cr. Esta disminucion del peso seco presentado
por la planta pudo ser una consecuencia de la disminucién del nimero y tamafio de las hojas como
lo demuestra los resultados para numero de hojas y area foliar. Esta Ultima es una variable
importante ya que la cantidad de energia fotosintética depende del area foliar (Gill et al., 2015).
Por tanto, el impacto del Cr (V1) en la disminuciéon del area foliar y biomas tanto para las plantas

inoculadas como las no inoculadas, fue la toxicidad del metal en las hojas que se acompafia por
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una disminucion de la fotosintesis, como lo hemos mencionado, pero ademas induce a la clorosis
y necrosis de las hojas, siendo la dltima variable las mas notable visualmente. En el caso de las
plantas inoculadas con R. intraradices, G. gigantea y Consorcio-Cr en la concentracion més alta
Cr 194.2 mg/kg la reduccion es menor que en el tratamiento sin inocular. En los tratamientos Cr
(VI) 48.5 y 97.1 mg/kg en combinacion con R. intraradices, G. gigantea esta reduccion no fue

significativa respecto al control.

En relacion al parrafo anterior los antecedentes bibliograficos para diferentes especies
vegetales indican que el Cr (V1) no tiene ninguna funcién bioldgica conocida en la fisiologia y
metabolismo bioquimico de las plantas (Reale et al., 2016). Lo que se explica lo encontrado en
este estudio. El nivel excesivo de Cr en los tejidos de las de las plantas puede provocar efectos
toxicos en factores fisioldgicos, morfoldgicos y bioquimicos (UdDin et al., 2015). La toxicidad
del metal generalmente se atribuye a un sistema muy complejo de interacciones metalicas con
procesos genéticos, sefiales y vias metabdlicas y macromoléculas celulares (Eleftheriou et al.,
2015; Kumari et al., 2016). Se ha documentado la toxicidad de cromo en la reduccion del
crecimiento de la planta, mediante modificaciones de la membrana celular y el cloroplasto, clorosis
en las hojas, dafio en las células de la raiz, disminucion del contenido de pigmentos, al perturbar
las relaciones del agua y la nutricion mineral, y alterar actividades enzimaticas (Ali et al., 2015;
Reale et al., 2016). Lo que coincide con los efectos visuales encontrados en las plantas en

exposicién a Cr (VI), principalmente en la concentracion Cr (V1) 194.2 mg/kg.

8.3 Experimento C (cempasuchil).

Se observaron concentraciones de Cr en las plantas de todos los tratamientos en diferentes
cantidades, aumentando en los niveles mas altos (194.2 mg/kg). Es importante tener en cuenta que,
segun nuestros resultados, las plantas en las que no se adiciono Cr (VI) presentaron
concentraciones de Cr en menor cantidad, lo que supone presencia de Cr en las plantas de manera
natural. Las concentraciones de Cr en las raices fueron superiores al de la parte aérea con
micorrizas, estos resultados son similares con los que reportan Zayed et al., (2003) con plantas de
H. annuss. En general se conoce que el cromo se retiene en las vacuolas y en las paredes celulares

de las células de la raiz con poca movilidad dentro de la planta. También se ha encontrado del
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aumento en las concentraciones de Cr en las partes areas en mayor cantidad en suelos

suplementados con diferentes concentraciones de Cr.

En el caso de las plantas no inoculadas, la absorcion fue mayor que en la parte aérea en
comparacion con la absorcion en la raiz. Sin embargo, en la absorcién total de la planta fue mayor
cuando fueron inoculadas con los HMA. Esto podria ser explicado de la siguiente manera, la
combinacion de las plantas con los HMA tuvo un efecto sinérgico en la absorcion de Cr (V1) en la
raiz, secuestrando el Cr en esta estructura y evitando su traslocacion, que podria estar indicando
un mecanismo de accion de los HMA ante la exposicion al metal, teniendo un efecto protector
hacia la parte aérea de las plantas. Hai-Hong et al., 2017 mencionan que las micorrizas
generalmente aumentaron las concentraciones de Pb, Zn, Cuy Cd en las raices y disminuyeron las
concentraciones en los brotes de L. perenne y F. arundinacea. Sin embargo, la absorcion y

acumulacién vario6 segun la concentracion del cromo y del inéculo.

En las plantas T. erecta se encontré que en los tratamientos con menor nivel de Cr en el
suelo los factores de bioconcentracion y traslocacion tuvieron valores menores a 1, valor que
significa que la planta no trasloco Cr a la parte aérea, esto coincide con lo reportado por Jaison y
Muthukumar (2016), en la mayoria de las especies de plantas, acerca de que el Cr es poco
traslocado hacia las partes aéreas y se retiene principalmente en los tejidos de la raiz. Sin embargo,
la eficiencia de traslocacion fue mayor en plantas sin indculos en comparacion con las inoculadas,
la que pudiera estar demostrando que la planta sin inoculo se comport6 en parte como las plantas
hiperacumuladoras de Cr por ejemplo Spartina argentinensis (Pasto atlantico), Dyera costulata
(Jelutong) y Amaranthus dubius (Amaranto del bazo) que pueden captar y traslocar altos niveles
de Cr en los tejidos de los brotes (de Oliveira et al., 2016). Otros experimentos de campo prueban
la absorcion y acumulacion de T. erecta de metales como el Cd y Cu a concentraciones de 7.0 y
~310 mg/kg en la raiz y en la planta completa respectivamente (Lal et al., 2008 y Castillo et al.,
2011). Bosiacki y Wojciechowsa (2012) reportan a Tagetes erecta como hiperacumuladora de Ni,
con concentraciones de 212 mg/kg de materia seca. Aungue, es importante mencionar que en
nuestro trabajo la translocacion de Cr fue superior en la parte aérea sin la presencia de HMA, esta
no es mayor a la acumulacién total de la planta, esto es una buena sefial de que los HMA pueden
ser explotados con el proposito de la absorcién de Cr en la raiz y en el aumento de la tolerancia de

la planta a exposicion de Cr, lo que coincide con Coelho et al. (2017) quienes reportaron que T.
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erecta exhibid plasticidad en las hojas cuando se expuso a Cr lo que indica un mecanismo de

tolerancia a Cr en esta especie.

Es ampliamente conocido que los HMA pueden producir una gran cantidad de micelio
externo. También es conocido que la pared celular de este micelio estd compuesta mayormente
por quitina y que este compuesto estructural provee una eficiente superficie para la absorcién de
los metales pesados del suelo (Galli et al. 1994, Gonzalez—Chavez et al. 2004). Este potencial de
adsorcion se debe a que las hifas del hongo presentan una mayor afinidad (2 a 4 veces mas) que
las raices (Joner et al. 2000), por lo que la inoculacion de plantas tolerantes con HMA podrian

incrementar significativamente la estabilizacion de metales pesados contenidos en el suelo.

9. CONCLUSIONES

El efecto de la inoculacién de los HMA (en el contexto de la fitorremediacién) sobre
parametros de crecimiento de las plantas y la absorcion de Cr fue positivo, pero varié dependiendo

de los hongos micorrizicos y las concentraciones de Cr (VI).

Los HMA contribuyeron a la fitoestabilizacion del Cr en las raices de las plantas evitando

su traslocacion a la parte aérea y potenciando la capacidad de absorcion del metal por la planta.

Los HMA le proporcionaron a la planta T. erecta proteccion ante el estrés por presencia
de MP Cr. Sin embargo, se evidencia que esta mejora depende de la especie de planta y de la
especie de hongo con la que interaccionan, existiendo una compleja dindmica entre las plantas, los

hongos micorrizicos arbusculares y el metal en cuestion.
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