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Resumen: los elementos potencialmente
toxicos como plomo (Pb), se han convertido
en contaminantes del suelo, logrando que su
transferencia se realice a través de cadenas
troficas. Para estabilizar esta contaminacién en
los suelos se han propuesto estrategias como la
fitorremediacién y la biorremediacién, debido
a que representan alternativas econdmicas y de
facil acceso. Helianthus annuus, es una planta con
potencial fitorremediador y en asocio con hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) genera un efecto
biorremediador. En el presente estudio, se evalué
la adaptacion que tiene el H. annuus en asocio
con HMA para adaptarse a un medio contaminado
con plomo. Se analizaron variables en el software
Statgraphics CENTURION XVII de longitud de
tallo, nimero de hojas, peso fresco y peso seco para
determinar la adaptacion de la planta al medio;
ademas, se realizd conteo de esporas, tincion de
raices y porcentaje de colonizacién micorrizal en
las raices inoculadas. Se detecté que H. annuus es

* Articulo resultado de investigacion.

capaz de desarrollarse en medios contaminados
con plomo y los HMA tienen una alta capacidad
infectiva en los medios utilizados.

Palabras clave: adaptacion, contaminacion,
girasol, hongos micorrizicos, plomo, suelo.

Abstract: Potentially toxic elements such as lead
(Pb) have become soil contaminants, and after
that transfer is made through food chains. To
stabilize this contamination in soils strategies,
have been proposed as phytoremediation and
bioremediation, because, they represent economic
alternatives and easily accessible. Helianthus
annuus, is a plant with phytoremediation potential
and in association with arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) generates a biorremediador effect. In this
investigation, the adaptation that has H. annuus in
association with HMA to fit a lead-contaminated
medium was evaluated. Variables were analyzed in
the software Statgraphics CENTURION XV.II stem
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length, number of leaves, fresh and dry weight
to determine the adaptation of the plant to the
environment; also, spore count, staining roots and
mycorrhizal colonization percentage in inoculated
roots was performed. It was found that H. annuus is
able to develop in contaminated media with lead
and HMA have a high infectivity in the media used.
Keywords: adaptation, sunflower,
mycorrhizal fungi, lead, soil.

pollution,

Introduccién

Los metales pesados han sido conocidos por
su toxicidad y estan sujetos a las regulaciones
legales con el objetivo de disminuir su presencia
en el ambiente. Si bien, esto ha contribuido a la
disminucién de los niveles de exposicién en los
humanos y animales, sigue siendo un problema de
salud ambiental (European Environment Agency,
2013). La contaminaciéon en suelos por metales
pesados, ocurre cuando estos son irrigados con
aguas procedentes de desechos de minas, aguas
residuales contaminadas de parques industriales
y municipales (Zapata & Avila, 2014). Estos son
clasificados como sustancias cancerigenas segun
Johnson (1997). El suelo contaminado con metales
téxicos como arsénico (As), cadmio (Cd), mercurio
(Hg), plomo (Pb) y zinc (Zn), presentan grados altos
de toxicidad y representan un desafio a la hora
de aplicar tecnologias para la limpieza de suelos
(Raskin, Smith, & Salt, 1997).

Los contaminantes pueden llegar a permanecer
como residuo en el suelo durante miles de anos,
aun después de que su incorporacion se haya
detenido. En el caso del plomo, este puede
permanecer en el suelo de 740 a 5.900 afnos y sus
concentraciones estan influenciadas por el tipo
de suelo y la movilidad relativa relacionada con
las propiedades fisicoquimicas del mismo (Rueda,
Rodriguez, & Madrifian, 2013). Las intoxicaciones
por este agente comlinmente se conocen con
el nombre de plumbemia o saturnismo y afectan
casi todos los drganos y sistemas en el cuerpo,
siendo el maéas sensible el sistema nervioso
central y periférico, induciendo alteraciones
neuroldgicas y conductuales especialmente en
los nifios (Organizacién Mundial de la Salud, 2006;
World Health Organization, 2003 en Congreso
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de la Republica de Colombia, 2015). Tal es el
caso del acetato de plomo, una sal venenosa y
altamente soluble (Galindo, & Lépez, 2006); la cual
generalmente, es utilizada como colorante de

textiles, para la fabricacion de impermeables,
barnices, secantes de plomo, pigmentos de
cromo, procesos de cianuracién del oro, pinturas
antifoliantes, reactivos analiticos, insecticidas y
como fijador del color en los tintes del cabello.

En Colombia aun es frecuente la presencia del
plomo como componente de los siguientes
productos:  pinturas, pesticidas, fertilizantes,
soldaduras, vidrio plomado, barniz para ceramicas,
municiones, plomos para pesca, cosméticos
(sobre todo productos importados), baterias para
carros, tintas para tipografias y componentes
de reparacion de radiadores (Congreso de la
Republica de Colombia, 2015).

En 2011 se publicaron dos investigaciones que
evaluaron la concentraciéon de metales en dos zonas
distintas del rio Bogotd, en aguas del rio Tunjueloy
en el rio Chicuy; en la zona sur y noroccidental de la
ciudad de Bogota. En particular, llama la atencién
una notoria y marcada concentracion de plomo
en suelo y sedimento en el rio Chicd, hasta 20
veces mayor en comparacion con el rio Tunjuelo
(Rodriguez, 2011; Romero, 2011 en Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2012). Lo que
indica que los niveles de plomo reportados varian
de forma marcada de acuerdo con la zona vy las
caracteristicas particulares de contaminacion.

En el departamento de Antioquia, la exposicién
a los metales pesados se da primordialmente en
el area ocupacional y es mas comdn en hombres.
En el afio 2012 se presentaron dos casos mortales
en el departamento. Las subregiones con mayor
carga de intoxicaciones son: el Suroeste, Valle de
Aburra y Oriente, siendo Medellin el municipio
qgue mas casos notifica, puesto que supera la tasa
de incidencia departamental (Gobernacién de
Antioquia, 2011 - 2020).

Actualmente, existen métodos fisicos y/o
quimicos para el tratamiento de estos elementos
potencialmente tdxicos, los cuales ademéas de
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tener costos elevados, no siempre eliminan los
contaminantes del suelo, algunos de estos métodos
son:reduccidon quimica, es realizada in situy consiste
en agregar un compuesto quimico reductor, con
el objetivo de disminuir la toxicidad del metal;
enjuague in situ, consiste en inundar la zona con
una solucién apropiada segin el contaminante,
con el objetivo de movilizarlo por solubilizacion
o formacién de emulsiones para llevarlas a la
superficie y eliminarlas; la solidificacion, se enfoca
en agregar un reactivo de unién para encapsular
los elementos; tratamiento térmico, implica la
destruccion de los contaminantes a través de la
exposicion a altas temperaturas; electrocinética,
aplica corriente directa a bajaintensidad através del
suelo, esta corriente moviliza especies cargadas, y
hace que los iones se muevan hacia los electrodos
(US Environmental Protection Agency, 2016). No
obstante, se cuenta con estrategias ambientales
como la remediacion bioldgica, siendo enfaticos
en la fitorremediacion y la biorremediacion, que en
promedio son mas econdémicas que la aplicacion
de tecnologias basadas en ingenieria (Singh, Vyas,
Sahni, & Sangwan, 2015).

En comparacién con los métodos fisicos y/o
quimicos, la fitorremediacion representa una
técnica competitiva, facil de implementar vy
con aceptacion publica (Singh, Vyas, Sahni,
& Sangwan, 2015). En esta técnica las plantas
utilizan diferentes procesos para el tratamiento
de los contaminantes, los principales son:
fitotransformacién:  también  conocida como
fitodegradacién, consiste en la descomposicion
de los contaminantes orgénicos en el suelo, lo
cuales pueden integrarse con el tejido vegetal.
Biorremediacion en la rizésfera: también se conoce
como fitoestimulacién o biorremediacién asistida.
Esta se produce al proporcionar inicialmente un
aumento en la produccién de carbono y nitrégeno
requeridos para la produccién de bacterias y
hongos micorrizicos, que en conjunto fomentan
la degradaciéon del suelo y eventualmente del
contaminante. Fitoestabilizacion: se refiere al uso
de plantas para estabilizar los contaminantes en
el suelo, evitando su dispersién en el ambiente.
Bésicamente, se pretende que la planta almacene
el contaminante para que luego esta sea removida
del suelo y almacenada de forma segura. Este
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método presenta algunas limitaciones, debido al
riesgo que representa para la cadena alimentaria.
Fitoextraccion: se basa en la utilizacion de plantas
para acumular y translocar los contaminantes
del suelo a las raices, hojas y brotes. Se debe
considerar, la posibilidad econdmica de recuperar
los metales de los tejidos de la planta. Rizofiltracion:
las raices de las plantas se utilizan para absorber,
concentrar y precipitar contaminantes metélicos
de la superficie. La rizofiltracion, es un proceso
que se realiza in situ, lo cual evita perturbaciones
al ambiente (Singh, Vyas, Sahni, & Sangwan, 2015).

El éxito de los tratamientos de fitorremediacion
dependen de identificar las especies vegetales
que toleren estrés, acumulen los metales pesados y
produzcan cantidades grandes de biomasa (Chico,
Cerna, Rodriguez, & Guerrero, 2012). Sin embargo,
existen factores fisicoquimicos que son importantes
para garantizar el éxito de la fitorremediacion,
como: la solubilidad del metal en la solucion del
suelo, el tipo de suelo (textura), la himedad, el pH,
el potencial redox, la capacidad de intercambio
catidénico y los procesos bioquimicos (Sheoran,
Sheoran, & Poonia, 2015).

La evaluacién de los niveles de tolerancia a
metales pesados en algunas plantas, ha permitido
establecer especies vegetales para la reforestacion
en los sitios con presencia de elementos
potencialmente tdxicos. Esta tolerancia en las
plantas se ve representada por su capacidad de
adaptacion a estos suelos y su capacidad para
reproducirse (Adams, Raman, & Hodkings, 2012).
Se reporta que algunas especies pertenecientes
a la familia Asteraceae, toleran altos niveles de
metales pesados, en comparacion con otros grupos
taxondmicos, y se les ha propuesto como especies
fitorremediadoras (Chico, Cerna, Rodriguez, &
Guerrero, 2012). H. annuus perteneciente a esta
familia, es una planta ampliamente reconocida
como fitorremediadora (Gutiérrez, y otros, 2011),
utilizando procesos de fitoextraccion en suelo
y sedimentos (Singh, Vyas, Sahni, & Sangwan,
2015). Procede del oeste de América del Norte,
se adapta facilmente a diferentes ambientes,
por lo que, actualmente se cultiva en los cinco
continentes. La produccion de biomasa depende
de la cantidad de energia luminica que interceptan
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sus hojas, determinada por su indice de &rea foliar
y de la eficiencia de su uso (Diaz, Duarte, & Plante,
2003). Por su alta capacidad radicular puede
extraer del 10 al 25 % de los metales del suelo, ya
que estas plantas no son facilmente afectadas por
los contaminantes. Esta especie absorbe metales
pesados en grandes cantidades, por lo que, se
considera una planta hiperacumuladora para
cadmio (Cd), zinc (Zn), plomo (Pb), cromo trivalente
(Cr () y hexavalente (Cr (VI)) (Gutiérrez, y otros,
2011).

El efecto acumulador en las plantas puede ser
potenciado con la aplicacién de microorganismos,
como los hongos formadores de micorrizas
(HFM), estrechamente relacionados con las raices
de las plantas (Pérez, Rojas, & Montes, 2011). La
aplicacion de estos microorganismos a suelos
contaminados, genera un efecto biorremediador.
En otras palabras, la biorremediacién es el uso de
microorganismos para la transformacién quimica
o fisica de los contaminantes, esto implica una
transformacion del compuesto quimico complejo
o simple en formas no peligrosas (Wainwringht,
1999).

En procesos de biorremediacién predomina el
efecto de las micorrizas arbusculares (MA), la
cuales son asociaciones simbidticas mutualistas
que se establecen entre los hongos del orden
Glomales y las raices de una planta. Durante la
simbiosis los hongos reciben hasta el 20% del
carbono capturado en la fotosintesis. Asi las MA
contribuyen a la captura de carbono del suelo, a
su vez, ayudan a mejorar la nutricién de las plantas
(Gutjahr, 2014). Entre estas asociaciones, destacan
por su ubicuidad las endomicorrizas o micorrizas
arbusculares, aparentemente las més comunes
en la naturaleza, ya que, ocurren en la mayoria de
los suelos y en el 80% de las familias de plantas
terrestres. La importancia de las MA ha aumentado
en la dltima década, debido a reportes de efectos
benéficos sobre las plantas, que van desde
incrementos en la absorcién de nutrimentos en el
suelo, mejoramiento del desarrollo y nutricién de
la misma y proteccién contra agentes patdgenos
(Aguilera, Olalde, Arriaga, & Contreras, 2007).
Por consiguiente, el efecto en la tolerancia y la
acumulacion de metales que tienen los hongos
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formadores de micorrizas depende de las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos y el
tipo de planta hospedera (Castandn, Vanegas,
Lobos, & Gaete, 2013).

En consecuencia, el éxito de los tratamientos
bioldgicos presenta un reto porque: 1. Los residuos
organicos se dispersan en el suelo de manera
heterogénea. Esto en contraste con los fluidos
que se dispersan homogéneamente. Ademas,
los contaminantes pueden estar presentes como
sélidos, liquidos o gases, libres en la solucién del
suelo o enlazados quimicamente a las particulas;
2. La concentracion de los contaminantes puede
ser extremadamente baja o alta. Concentraciones
bajas pueden no ser apropiadas para soportar
el crecimiento microbiano. Por otra parte, las
concentraciones altas puede ser téxicas e inhibir
el crecimiento; 3. La resistencia del contaminante,
debidoaquemuchoscontaminantessonresistentes
a la biodegradacién o pueden requerir esfuerzos
metabdlicos combinados con o sin la presencia
de carbono y energia adicional; 4. Las condiciones
ambientales para el crecimiento microbiano,
debido a que la creacién y el mantenimiento de
las condiciones éptimas es un desafio, en especial
para aplicaciones in situ (Wainwringht, 1999).

Por consiguiente, la finalidad de esta investigacion
fue evaluar la capacidad de adaptacion del H.
annuus en asocio con hongos micorrizicos en
suelos contaminados con plomo.

Metodologia

Localizacién geografica.

Se realizd un experimento de invernadero en
las Instalaciones del Tecnoldgico de Antioquia
en la sede de Robledo, ubicada en la ciudad
de Medellin (coordenadas 6° 16" 46" N, 75° 35
01”7 O). Con una altitud de 1495 m.s.n.m., una
temperatura promedio de 24°C y una humedad
promedio que oscila entre 63% - 73% (IDEAM).

Disefio experimental.

Se  utilizé un  disefo  experimental
completamente al azar, con un arreglo factorial
4 x 2 como lo muestra la Tabla 1, con tres
repeticiones; las cuales consistieron en la
combinacién de: tres niveles de concentracién
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deplomoenlasolucion delsuelo, un nivel control
negativo sin presencia del contaminante y dos
niveles de hongos micorrizicos arbusculares
(inoculado y no inoculado). Los tres niveles de
concentracién se determinaron partiendo de
las concentraciones propuestas por la agencia
de Proteccién del Medio Ambiente de Estados

Tabla 1. Disefno experimental
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Unidos (EPA), que determina un limite maximo
entre 300-500 mg de Plomo/Kg de suelo (Chico,
Cerna, Rodriguez, & Guerrero, 2012). Los
hongos se tomaron a partir de un inéculo crudo
SOBIOTECH S.A.S®, constituido por esporas,
fragmentos de hifas y raices colonizadas.

Niveles de micorrizas | Tratamientos Descripcion
T1 Inoculado con micorriza, concentracién de Pb 0 mg/Kg
T2 Inoculado con micorriza, concentracién de Pb 300 mg/Kg
Inoculado
T3 Inoculado con micorriza, concentracion de Pb 500 mg/Kg
T4 Inoculado con micorriza, concentracion de Pb 700 mg/Kg
T5 Sin inoculacién de micorriza, concentracién de Pb 0 mg/Kg
T6 Sin inoculacién de micorriza, concentracién de Pb 300 mg/Kg
Sin inoculacion
T7 Sin inoculacién de micorriza, concentracion de Pb 500 mg/Kg
T8 Sin inoculacién de micorriza, concentracion de Pb 300 mg/Kg

Fuente: Elaboracién propia, 2016.

Método para obtener las concentraciones de
plomo

El compuesto plomado que se utilizd en esta
investigacion para extraer las concentraciones
de plomo puro, fue el acetato de plomo
(Pb  (CH3COO)2*3H20 de laboratorios
Protokimicas®.

Las concentraciones que se trabajaron, se
basaron en los limites maximos permisibles
reportados por la EPA y en estudios anteriores
los cuales son: Gonzélez (2009), concentraciones
de: 500 mg/Kg, 600 mg/Kg, 700 mg/kg y O
mg/kg; Chico, Cerna, Rodriguez, & Guerrero
(2012), concentraciones de 100uM/L, 200 uM/L,
300 pM/L, 400 pM/L, 500 pM/L, 600 uM/L y
en Gutiérrez, y otros, (2011) se evaluaron
concentraciones de: 25 mg/L, 50 mg/L, 100
mg/L, 200 mg/L y 400 mg/L. Por tanto, se
determinaron los siguientes niveles:

® 300 mg de Pb/Kg de suelo
® 500 mg de Pb/ Kg de suelo
e 700 mg de Pb/Kg de suelo
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Unidades experimentales

Las unidades experimentales correspondieron
a macetas. Estas, se obtuvieron a partir de
cajas de cartdn recicladas con las siguientes
dimensiones: largo 49 cm, alto 25 cm y ancho
16,5cm. Estas cajas se forraron con bolsas
plasticas de color negro para evitar derrames.
Ademés, el suelo donde se ubicaron estuvo
cubierto con un plastico para evitar posibles
filtraciones.

Suelo.

Se utilizd un Andisol libre de contaminantes,
proveniente del municipio de Rionegro;
dicho tipo de suelo, generalmente, tiene un
pH éacido y presenta alta fijacién de fosfatos.
Antiguamente, hacia parte de una granja con
cultivo de pastos. Este suelo se sometié a un
proceso de esterilizacion en el laboratorio
de toxicologia del Tecnoldgico de Antioquia,
en autoclave a 121°C, y 15 Ib de presion por
30 minutos, para eliminar microorganismos y
esporas que pudieran alterar el resultado de
los tratamientos. Se mantuvo entre un 50-60 %
de la capacidad méxima de retencién de agua,
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para lo cual, se aplicé agua estéril. Cada maceta
tuvo un contenido de 5 Kg de suelo, el cual, se
contamind con la solucién de acetato de plomo
disuelto en 500 mlL de agua destilada. Las
unidades experimentales estuvieron expuestas
a condiciones ambientales de la ciudad de
Medellin, sin embargo, se protegieron de la
lluvia para tener control respecto a la humedad.

Inoculacién del hongo micorrizico.

La inoculacion en el sustrato se realizd bajo
condiciones de asepsia, mezclando en forma
radial y superficial un inéculo crudo mixto. Se
inoculd cada semilla con 100 gramos de hongos
formadores de micorrizas.

Germinacién de semillas.

Las semillas seleccionadas fueron de tipo
comercial Domino Helianthus annus for cutting,
FERCON®. El proceso de germinacién se realizd
en el laboratorio de biologia del Tecnoldgico
de Antioquia en su campus Robledo; primero
se sometieron a un proceso de desinfeccion
superficial por inmersion, para lo cual se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 10% por
un minuto y posteriormente en etanol al 70%
por un minuto; finalizando con tres lavados en
agua destilada (Zhu, y otros, 2000 en Gutiérrez,
y otros, 2011). Luego se llevaron a cajas Petri
estériles para germinarlas. Cada caja Petri se
dotd con papel absorbente estéril, sobre las
cuales se depositaron las semillas. Antes de
colocar las semillas, éstas se humedecieron por
inmersion, en agua destilada. Se considerd una
semilla germinada, cuando su radicula tuvo al
menos 2 mm de longitud (Carrillo, y otros, 2002).

Variables.

Se realizaron mediciones tres veces a la
semana, durante 30 dias del desarrollo de la
planta en términos de longitud del tallo (cm),
alteraciones morfoldgicas (clorosis, quemaduras
y deformacién de hojas, entre otras), para
analizar la adaptabilidad de la planta al medio
contaminado. Al momento de la cosecha,
se tomd su peso en fresco (g) y luego de un
secado, su peso seco (g).
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Las plantas de H. annuus., fueron cosechadas
cuatro semanas después de la siembra,
en este periodo se obtuvo una biomasa
radicular suficiente para realizar los ensayos.
Se tomaron muestras de raiz en cada maceta,
para determinar el porcentaje de infeccién de
los HMA. El método utilizado para la tincién
de raices se basd en la técnica implementada
por Vierheilig, Coughlan, Wyss, & Piché (1998),
donde se establece la utilizacién de tinta china
al 5% en una solucién de vinagre (acido acético).
Sin embargo, fue modificada y se trabajo
con una solucién al 1% de tinta china en una
solucién de vinagre blanco. Las raices fueron
lavadas y llevadas al bafio maria cubiertas con
una solucién de hidroxido de potasio (KOH)
durante 20 minutos, posteriormente, fueron
sumergidas en la solucién de tinta china marca
Parker® y vinagre (acido acético) durante 8
minutos. Por Ultimo, fueron retiradas de la
solucién colorante y llevadas al microscopio
para su observacién. La determinacion del
porcentaje de colonizacién micorrizal, se
realizd segln la técnica de Giovannetti y Mosse
(1980) en Sieverding (1983). La extracciéon de
esporas, se realizd por el método de tamizado,
centrifugacion en gradiente de sacarosa vy
observacion estereoscopica (Genderman vy
Nicolson (1963) en Sieverding, (1983).

Manejo cultivo.

El manejo del cultivo se realizé bajo condiciones
de estrés, debido a que en condiciones
naturales las plantas estarian sometidas a una
disponibilidad minima de nutrimientos. Por lo
tanto, no se aplicé ningun tipo de fertilizantes o
solucién nutritiva.

Manejo preventivo de plagas.

Para el manejo preventivo de plagas,
se instalaron cuatro trampas crométicas
para insectos, dispuestas a lo largo de los
tratamientos, con el fin de capturar insectos
parasitarios. Ademas, se aplicé durante dos
semanas el producto Alisin®, un insecticida

orgénico a base de ajiy ajo, con el fin de repeler
plagas.
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Bioseguridad.

En la ejecucidon del proyecto, todos los
investigadores utilizaron barreras  de
bioseguridadparadisminuirlaexposiciondirecta
al material manipulado, mediante la utilizacién
de materiales adecuados que se interpusieran
al contacto de los mismos, tales como: guantes
de nitrilo, tapabocas, gafas, gorro de laboratorio
y bata de bioseguridad. Adicionalmente, al
inicio y finalizacién de los procedimientos
experimentales se realizé el lavado higiénico
de manos. Para el desarrollo del proyecto
no se utilizaron organismos genéticamente
modificados. Los procedimientos se
desarrollaron bajo condiciones asépticas y con
control de variables. La eliminacién de material
con microorganismos o reactivos, se realizé con
un conjunto de dispositivos y procedimientos
adecuados a través de los cuales los materiales
fueron depositados y eliminados sin riesgo.
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Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron sometidos al
anélisis de varianza (Prueba F), para determinar
si existian diferencias significativas en funcién de
los tratamientos y la prueba de rango multiple
de Duncan, para determinar la separacién de
medias. Para los analisis estadisticos se empled
un nivel de significancia (P) < 0.05 y se utilizd el
software estadistico Statgraphics CENTURION
XV

Resultados

Analisis estadistico de las variables.

La producciéon de hojas durante el desarrollo
de la planta, no pudo ser analizada por el
programa estadistico elegido, debido a la poca
variabilidad que presentan los datos, lo que
traduce que las plantas en promedio produjeron
la misma cantidad de hojas.

H

o

-

NUERO DE HOJAS
N

NUMERO DE HOJAS

5 5 5 5 5
4 4
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
TRATAMIENTOS

Figura 1. Ndmero de hojas desarrolladas por las plantas de Helianthus annuus.

Elaboracién propia, 2016.

La figura anterior muestra la produccion
promedio de nimero de hojas. Esta produccién
es muy similar en todos los tratamientos, sin
embargo, el T2 tuvo la produccién mas baja,
este tratamiento corresponde ala concentracién
de 300 mg/Kg de plomo inoculado con hongo
micorrizico. Por lo tanto, se puede concluir que
en este tratamiento el efecto del hongo, pudo
retrasar el desarrollo foliar de la planta, lo cual
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corresponde a una fase normal en el ciclo de
la simbiosis, debido a que en ocasiones se ha
encontrado una respuesta en las plantas similar
a la que ocurre cuando entra en contacto con
un patégeno (Camarena, 2012).

La longitud analizada con el software estadistico
Statgraphics CENTURION XV, arrojo la
siguiente gréfica:



Carolina Garcia Avila, Laura Andrea Villada Sierra, Julian Robayo Gémez

100

Graphical ANOVA for longitud
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Figura 2. Anélisis de la variable de longitud de tallo de las plantas Helianthus

annuus. Elaboracién propia, 2016.

Los valores P en la Figura 2, representan la
prueba de significacién estadistica de los
factores. Desde un valor P inferior a 0,05,
tuvieron un efecto estadisticamente significativo
sobre longitud. El nivel de confianza fue del
95%. Lo que indica que el indculo no tuvo una
intervencion significativa en el crecimiento
longitudinal del tallo de las pléntulas. Sin
embargo, laconcentracién del acetato de plomo
representada por los nimeros 1 (0 mg/Kg), 2
(300 mg/ Kg) ,3 (500 mg/Kg) y 4 (700 mg/Kg)
de la variable concentracion del contaminante,
influyeron en el crecimiento significativamente.

Debido a la falta de nutrientes, las plantas
adoptan diferentes mecanismos para aislar,

retener o incorporar los contaminantes a su
metabolismo, esto puede verse reflejado
en la detencion de su crecimiento. Las
plantas expuestas a las concentraciones de
contaminante deben someterse a un proceso
de asimilacion al medio contaminado. (Posada,
2012). En Gonzélez (2009), se obtuvo un
diferencial de crecimiento en la variable longitud
del tallo significativa. En la concentracién
mas alta utilizada (700 mg/Kg), la disminucién
de altura referente al control fue evidente
(concentraciéon =700 mg/Kg Altura = 27, 33 cm;
concentracion = 0 mg/Kg Altura = 77,22 cm).
Con lo que concluye que la concentracion de
plomo (Pb) afecto el desarrollo de la planta
directamente.

LONGITUD DEL TALLO EN LAS PLANTAS

16 15,094,95 14,71
§ i 13,81 13,47“5 12,73
-~ 10,69 ’
9
—
= s
o 6
o
ok
S 2
=
G 0
cz) -1 2-76 T3-17 T4-78
- TRATAMIENTOS

M Tratamientos inoculados ™ Tratamientos sin inoculacion

Figura 3. Longitud de tallo de las plantas de Helianthus annuus. Analisis
del comportamiento de la longitud de las plantas segin los tratamientos.

Elaboracién propia, 2016.
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Los tratamientos en la Figura 3 con valores
mayores son T1 y T5, que corresponden a la
concentraciéon de 0 mg/Kg de plomo. EI T1, con
el mayor crecimiento durante el desarrollo de las
plantas, fue inoculado con hongos micorrizicos
arbusculares. Aunque, el hongo se comporta
como parésito durante las primeras semanas de
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En el caso de las demas variables,
estadisticamente no fueron significativas,
sin  embargo, es importante analizar su
comportamiento durante el desarrollo de la
investigacion. Para el caso del peso fresco y
peso seco representado por la Figura 4, la P
representd la significancia estadistica, y esta

es significativa cuando es inferior a 0,05, por lo
tanto, en el andlisis no representd significancia
estadistica.

inoculacién y tiende a disminuir el crecimiento
de las plantas, no tuvo wuna intervencién
deletérea significativa en esta investigacion.

Graphical ANOVA for peso fresco Graptical ANOVA for peso seco
v 1
s T : p=0 5| Joeenrain ! X - =05
focah Ji-5} p=0gam| | iootaco (. P=0754
Residugs |, ! R ) Residls | g0 @ 0 Levo o olp oa BBIE i
18 96 04 14 2 2 A 0 01 02

Figura 4. Comportamiento del peso fresco y peso seco de las plantas Helianthus annuus. Elaboracién propia, 2016.

fitorremediacién y biorremediacion. En la Figura
5, se representan las diferencias en los pesos.

Sin embargo, es necesario analizar los pesos
fresco y seco, debido a la produccién de
biomasa, un factor clave para los procesos de

PESO FRESCO Y PESO SECO
5,58

3,38 35

2,87
- 2,73 239
4 171
E:,n ,31 10,24 § 17 34 28
= j==} ]

TRATAMIENTOS

PESO EN g
ORr NWLSE VO

W Peso fresco ™ Peso seco

Figura 5. Peso fresco y peso seco de las plantas Helianthus annuus. Elaboracién
propia, 2016.
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Se evidencia la produccién de biomasa
en los tratamientos. T4, corresponde a la
concentracion de 700 mg/Kg de plomo
inoculado con micorriza arbuscular, al tener el
peso mayor se clasifica como el tratamiento mas
eficiente teniendo en cuenta el pardmetro de
produccién de biomasa. Se debe apreciar que
durante el primer estadio de la planta inoculada
con micorrizas arbusculares, su crecimiento es
inhibido, debido a la demanda del hongo por
carbohidratos y la falta de nutrientes aportados
(Blanco, 2006). Teniendo presente lo anterior y
de acuerdo con nuestros anélisis de crecimiento
y produccién de biomasa, el hongo micorrizico
no influyd en el crecimiento de la planta,
debido a que no se produjeron especies enanas
y la diferencia con los tratamientos que no
recibieron inoculacién no fue significativamente
alta; sin embargo, no es una variable que se
pueda dejar a un lado, ya que la asociacién
que tiene la raiz de H. annuus con los hongos
micorrizicos fue positiva y eficiente, ain en
presencia de acetato de plomo.

Un estudio reportado por Castafién, Vanegas,
Lobos, & Gaete (2013), evalla esta asociacién
simbidtica en presencia de cobre (Cu) como
contaminante; concluye que, la asociacién
micorrizal favorece el crecimientoylaproduccion

de biomasa de plantas de H. annuus. Aunque
en la investigacién desarrollada por Castanén,
Vanegas, Lobos, & Gaete (2013) se realizd con
otro contaminante, es comparable, debido
a que lo fundamental en la efectividad de la
asociacién micorrizal son las raices de H. annuus
en condiciones de toxicidad y sus beneficios en
la planta.

Alteraciones morfolégicas

Las plantas utilizadas en esta investigacion,
mostraron alteraciones morfoldgicas referidas
a clorosis, quemaduras leves y deformaciones.
Todos los  tratamientos  expuestos  al
contaminante revelaron clorosis, sin embargo,
esta se manifestd en diferente medida, el
tratamiento T2 y T3 que corresponden a
las concentraciones de 300 y 500 mg/Kg de
plomo e inoculados con hongos micorrizicos,
respectivamente, manifestaron una clorosis
leve, referida solo a algunas hojas y en una o
dos de las tres plantas sembradas por unidad
experimental. En comparacién, en las plantas
expuestas a una concentracién de 700 mg/
Kg de plomo (T4 y T7) manifestd una clorosis
moderada, debido a que todas sus plantas
presentaron la clorosis en la mayoria de sus hojas
y adicionalmente, se presentd deformacién

foliar en algunas plantulas.

Figura é. Desarrollo normal en plantula de Helianthus annuus, concentracién 0 mg/Kg
de plomo (T1). No se evidencian alteraciones. Elaboracién propia, 2016.
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En la Figura 6, se evidencia una planta con una que en T1 y T5, con concentraciones de 0
coloracién verde, sin presencia de manchas, mg/Kg de plomo, las plantas no expresaron
deformaciones ni quemaduras, lo que indica alteraciones.

Figura 7. Plantula Helianthus annuus expuesta a una concentracién de 700 mg/
Kg de plomo (T8). Elaboracién propia, 2016.

En la concentracion de 700 mg/Kg de plomo deformaciones expuestas en la Figura 7 vy
(T4 y T8), se evidencid clorosis en las hojas de Figura 8.
las plantulas (Figura 7), ademaés de algunas

Figura 8. Deformacidn foliar en plantulas de Helianthus annuus expuestas a una
concentracién de 700 mg/Kg de plomo (T4). Elaboracién propia, 2016.
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Uno de los sintomas especificos de la toxicidad
del plomo (Pb) en las plantas es la clorosis en sus
hojas (Alvarado, Dasgupta, Ambriz, Sdnchez, &
Villegas, 2011). Las plantulas experimentaron
las alteraciones morfolégicas independiente de
la inoculacion por lo tanto, se concluye que los
hongos micorrizicos arbusculares no impiden
la manifestacion morfolégica de la planta
ante la exposicion al contaminante y que este
logrd llegar a la planta y producir sintomas de
fitotoxicidad (clorosis) en todos los tratamientos.
Algunos estudios que han evaluado Ia
germinacién de H. annuus expuesto a
concentraciones de plomo (Pb), concluyen
que H. annuus se desarrolla en todos los
niveles de concentracion utilizados (Gutiérrez,
y otros, 2011). Otro estudio que compara la
adaptacion de la planta a diferentes niveles

de concentracién, concluyen que H. annuus
no se ve afectado en presencia de plomo a
concentraciones altas como 500 mg/Kg y 600
mg/Kg de plomo, y que las raices secundarias
son las que mayor concentracién acumulan. Sin
embargo, ninguno de estos estudios reporta
alteraciones morfolégicas como las vistas en las
plantas utilizadas en esta investigacion.

Colonizacién micorrizal.

La Figura 9, representa la colonizacién micorrizal
enraizde H. annuus, en el suelo sin presencia del
contaminante. Indica que el hongo micorrizico
tiene una buena asociacion con la raiz de H.
annuus. En la imagen A, se pueden diferenciar
estructuras tipo vesiculas en el interior de la raiz

y tipo hifas en el exterior e interior de la misma.

Figura 9. Colonizacién micorrizal con presencia de micelio y vesicula (A), en raiz de
Helianthus annuus con concentracién de 0 mg/Kg de plomo (T1), aumento 40X. Elaboracién

propia, 2016.

Cuaderno




Evaluacién de la adaptacién de Helianthus annuus en asocio con
hongos micorrizicos en suelos contaminados con plomo

Evaluation of adaptation of Helianthus annuus in association with
mycorrhizal fungi in soils contaminated with lead

./ 105

ISSN: 2027-8101. Enero-diciembre 2018 ¢ pdgina 105 de 160

Figura 10. Colonizacién micorrizal con presencia de micelio (A-B), en raiz de Helianthus annuus con
concentracién de 300 mg/Kg de plomo (T2), aumento 10X (A) Y 40X (B). Elaboracién propia, 2016.

En la Figura 10, se evidencia presencia de
estructuras tipo hifas en el interior de la raiz
de H. annuus. Esto garantiza la colonizacién
micorrizal en la raiz de H. annuus sembrado
en el suelo contaminado con 300 mg/Kg de
plomo (T2). Se observa, una gran presencia de
hifas intrarradiculares y extrarradiculares. La
presencia de estas estructuras sustenta el éxito
de la colonizacién micorrizal en este tratamiento
(Hernéndez, y otros, 2003).

La Figura 11, representa el tratamiento con una
concentracion de 500 mg/Kg (T3). Se evidencia
la presencia de hifas y de estructuras de tipo
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vesiculas, las cuales cumplen la funcién de
almacenamiento de lipidos (Hernandez, y otros,
2003). La fotografia A, representa la colonizacion
de las hifas en el interior de la raiz de H. annuus;
la fotografia B, expone las pocas estructuras
que se manifiestan en el exterior de la raiz; la
fotografia C representa las estructuras tipo
vesiculas en el interior de la raiz de H. annuus.

En T3, presentado en la Figura 11, la presencia
de hifas es menor, y la presencia de vesiculas es
mas abundante, comparado con el T2, expuesto
en la Figura 10 En la Figura
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Figura 11. Colonizacién micorrizal con presencia de micelio (A-B) y vesiculas (C), en raiz de Helianthus annuus
con concentracién de 500 mg/Kg de plomo (T3) Aumento 40X. Elaboracién propia, 2016.

Figura 12. Colonizacién micorrizal con presencia de micelio (A) y vesiculas (B-C), en raiz de Helianthus annuus
con concentracién de 700 mg/Kg de plomo (T4). Aumento 10X (A-B) y 40X(C). Elaboracién propia, 2016.
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En la Figura 12, T4, se evidencia la presencia
de estructuras tipo vesiculas, y muy pocas
estructuras tipo hifas en el exterior de la
raiz de H. annuus. Este tratamiento, manejo
la concentracién més alta utilizada en la
investigacion y sustenta la adaptacion que
tienen los hongos micorrizicos arbusculares a
medios contaminados con plomo.

Realizando una comparacién entre los
cuatro tratamientos inoculados con
micorrizas y contaminados con las diferentes
concentraciones de plomo (0 mg/Kg (T1),
300mg/Kg (T2), 500 mg/Kg (T3) y 700mg/
Kg (T4)), podemos evidenciar la presencia
de diferentes estructuras desarrolladas al
interior de la raiz. Esto podria sugerir que la
concentracién de plomo 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 estd expuesto; por
ello, se encontraron una mayor cantidad de
estructuras tipo vesiculas en los tratamientos
con concentraciones mas altas, 500 mg/Kg
(T3) y 700 mg/Kg (T4), y menor cantidad en los
tratamientos de 0 mg/Kg (T1) y de 300 mg/Kg
(T2). Cabe resaltar que los anélisis realizados en
los tratamientos que no fueron inoculados con
hongos micorrizicos (T5, T6, T7 Y T8), arrojaron
resultados negativos acerca de la presencia del
hongo, garantizando asi que estos no fueron
contaminados durante el proceso de siembra'y
montaje de la investigacion.

Esporas

El conteo de esporas siguiendo el método
de tamizado, centrifugacién en gradiente
de sacarosa y observacién estereoscédpica
(Genderman y Nicolson, (1963) en Sieverding
(1983), mostré que existe una mayor cantidad
de esporas en el tratamiento con menos
concentraciéon del contaminante, 300 mg/Kg
(T2).
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Tabla 2. Resultado promedio del conteo de
esporas

TRATAMIENTOS NUMERO DE ESPORAS
T1 (0 mg/Kg de Pb) 70
T2 (300 mg/Kg de Pb) 60
T3 (500 mg/Kg de Pb) 34
T4 (700 mg/Kg de Pb) "

Elaboracién propia, 2016.

La Tabla 2, muestra los resultados promedio de
la observacion estereoscédpica alos tratamientos
inoculados con micorriza.

Segun la composicion garantizada del producto,
el indéculo tiene una composicién mayor de 40
esporas. Sin embargo, en un conteo preliminar,
se encontrdé un ndmero de 180 esporas por
gramo.

La disminucion en la cantidad de esporas varia
con las concentraciones de contaminante en el
suelo, teniendo una menor cantidad de estas
estructuras en la concentraciéon de plomo 700
mg/Kg (T4). La produccién de esporas puede
entonces verse afectada por la concentracién
de plomo en el suelo, lo cual sugiere que puede
ser necesaria una re-inoculacion.

La Figura 13, muestra las esporas encontradas
en los tratamientos.
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Figura 13. Esporas presentes en suelo inoculado. Concentracién de 300 mg/Kg de plomo A (T2), 500 mg/
Kg de plomo B (T3) y 0 mg/Kg de plomo C (T1), aumento 40X, observadas en estereoscopio. Elaboracién

propia, 2016.

Toma de medidas de pH.

El pH, es un factor determinante para el éxito
de la fitorremediacién, sin embargo, en esta
investigacién no se tomaron medidas para

su correccion. Los niveles encontrados al
momento de la cosecha fueron graficados
como lo muestra la Figura 14.

M Inoculado con micorrizas

MEDIDAS DE PH

7,5 7,32 7.3
= 7,16 7,12
o
W 7 6,81 6,77
g 6,58 6,5
o 6,5
w
E I
6
T1-TS T2-T6 T3-T7 T4-T8
TRATAMIENTOS

 Sin inoculacién de micorrizas

Figura 14. pH promedio de los tratamientos. Elaboracién propia, 2016.

Los resultados comparados con el pH inicial
obtenido de 5,69 (4cido), indican que el
suelo sufrid una alteracidon al ser expuesto
a las condiciones ambientales de la ciudad
de Medellin, y al entrar en contacto con la
solucién contaminante. Por lo general, las
concentraciones de metales pesados en la
solucion del suelo se pueden aumentar al
disminuir el valor de pH del suelo, porque
la cantidad de H+ aumentard y la capacidad
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intercambiable entre cationes de metales
pesados y H+ absorbido en la superficie de las
particulas del suelo también aumentan después
de que el pH disminuye (Sheoran, Sheoran, &
Poonia, 2015). En la Figura 14, se evidencia
que en los tratamientos T1 — T5, que poseen
una concentracién de 0 mg/ Kg de plomo, el
pH se tornd neutral. Para los tratamientos T2 —
T6 (300 mg/kg de plomo) y T3 - T7 (500 mg/Kg
de plomo), el pH, aunque sigue clasificandose
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como acido, aumenté en relacién con el pH
inicial. Para la concentracién méas alta de
plomo, en los tratamientos T4 — T8 (700 mg/
Kg de plomo), el pH se neutraliza. Hornburg y
Brummer (1993) en Sheoran, Sheoran, & Poonia
(2015), informaron que las proporciones de
plomo soluble aumentan fuertemente a medida
que disminuye el pH por debajo de 3.5, y por
encima de este valor, la solubilidad se controla.
Se debe tener en cuenta, que para efectos de
movilidad de plomo, el pH debe ser corregido
a un nivel acido (Sénchez, 2010).

Conclusiones

H. annuus, es una planta que demostré
adaptarse a medios contaminados con plomo
en concentraciones de 300, 500 y 700 mg/Kg. Sin
embargo, manifiesta sintomas morfolégicos como
clorosis y deformaciones que indican la presencia
del contaminante.

Los hongos micorrizicos arbusculares, pueden
adaptarse a medios contaminados con plomo
en concentraciones de 300, 500 y 700 mg/Kg de
plomo. Estos organismos pueden colonizar las
raices de H. annuus y crear estructuras como hifas
extrarradiculares e intrarradiculares y vesiculas,
que le permiten la captacion y almacenamiento
de nutrientes. Ademés, es capaz de desarrollar
esporas, lo que garantiza su presencia en el tiempo.

El desarrollo de la planta se realizé bajo nivel de
estrés y sin presencia de fertilizantes o enmiendas
de suelo que permiten una mejor adaptacién
de esta. Por lo tanto, se sugiere que H. annuus
es una planta que soporta no solo niveles altos
de contaminantes como los utilizados en esta
investigacion, sino que tolera niveles extremos de
déficit de nutrientes.

La produccién de biomasa en las plantas de H.
annuus, fue similar en todos los tratamientos,
lo que indica que la asociacion fue rapida, si se
consideran las cuatro semanas de investigacion.

Se recomienda continuar con el proceso
investigativo y el andlisis de las concentraciones
de plomo que H. annuus es capaz de absorber en
asocio con hongos micorrizicos.
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