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Abstract

Anthropogenic activities such as industry have increased generation of heavy metals, for example
the Pb and Cd to be non-essential elements cause various problems in ecosystems. Currently there
are several biological techniques for the remediation of soils contaminated by heavy metals, such
as phytoextraction, which involves the uptake and accumulation of heavy metals, hydrocarbons
and radioactive elements in the aerial part of the plant. The sunflower (Helianthus annuus) can
accumulate elements (Cr, Pb, Cs and U) in their roots, stems and leaves, also the arbuscular
mycorrhizae like Rhizophagus intraradices provide the plant with the capacity to grow and tolerate
high concentrations of pollutants, play an important role in the remediation of soils contaminated
by heavy metals. In this study we evaluated the capacity for phytoextraction of sunflower
inoculated with Rhizophagus intraradices which were planted in pots with a mixture of soil and
agrolite v/ v 1:1, became contaminated artificially with 0, 400, 800 and 1000 mg-kg"1 Pb and 0, 37,
60 and 120 mg-kg™ Cd. For each treatment were placed 2 seeds per pot with 5 replicates under
greenhouse conditions. Sunflower average germination was 56 to 64% in Pb and a 48 to 60% in Cd,
the percentage of mycorrhizal colonization was 50 to 76% in Cd and a 42 to 60% in Pb. The
concentrations of Pb and Cd in root, aerial part and flower were determined by atomic absorption
spectrophotometer, the results show that the addition of arbuscular mycorrhizae presented
significant statistical differences (a <0.005) regarding treatment of non mycorrhized Pb in different
parts of the plant. In the case of Cd are not presented significant statistical differences for any part
of the plant. These results prove that the sunflower has capacity for phytoextraction of Pb. In
presence of Cd show malformations to flower level, the sunflower seed has the ability to
germinate at high concentrations of Pb and Cd, the addition of arbuscular mycorrhizae is a

biological alternative in the phytoextraction of soils contaminated by Pb.



Resumen

Las actividades antropogénicas, como la industria, han incrementado la generacién de metales
pesados, por ejemplo el Pb y Cd que al ser elementos no esenciales ocasionan diversos problemas
en los ecosistemas. Actualmente existen diversas técnicas bioldgicas para la remediacién de suelos
contaminados por metales pesados, como la fitoextraccidon, que consiste en la absorcion vy
acumulacién de metales pesados, hidrocarburos y elementos radiactivos, en la parte aérea de la
planta. El girasol (Helianthus annuus L.) puede acumular elementos (Cr, Pb, Cs y U) en sus raices,
tallos y hojas; asimismo, las micorrizas arbusculares como Rizophagus intraradices brindan a la
planta la capacidad de crecer y tolerar altas concentraciones de contaminantes, desempefiando un
papel importante en la remediacion de suelos contaminados por metales pesados. En este trabajo
se evalud la capacidad fitoextractora del girasol al inocularlo con Rizophagus intraradices, que
fueron sembradas en macetas con una mezcla de suelo y agrolita v/v 1:1, contaminado
artificialmente con 0, 400, 800 y 1000 mg-kg" de Pb y 0, 37, 60 y 120 mg-kg™ de Cd. Para cada
tratamiento se colocaron, bajo condiciones de invernadero, 2 semillas por maceta con 5
repeticiones. La germinacion promedio del girasol fue de 56 al 64% en Pb y del 48 al 60% en Cd, el
porcentaje de colonizacidon micorrizica fue del 50 al 76% en Cd y del 42 al 60% en Pb. Las
concentraciones de Pb y Cd en raiz, parte aérea y flor, se determinaron en un espectrofotémetro
de absorcidn atédmica. Los resultados demuestran que la adicion de micorrizas arbusculares
presentd diferencias estadisticas significativas (a< 0.005) con respecto al tratamiento no
micorrizado de Pb en las distintas partes de la planta. En el caso del Cd no se presentan diferencias
estadisticas significativas para ninguna parte de la planta. Estos resultados demuestran que el
girasol tiene capacidad fitoextractora para el Pb, y en presencia de Cd presenta malformaciones a
nivel de flor. La semilla de girasol tiene la capacidad de germinar a elevadas concentraciones de Pb
y Cd, la adicién de micorrizas arbusculares es una alternativa bioldgica en la fitoextraccién de

suelos contaminados por Pb.



Introduccion

La contaminacion del suelo por metales pesados es el resultado de diversas actividades
antropogénicas como la mineria, el uso de fertilizantes entre otros, esto representa un problema
debido a que estos metales pueden acumularse con facilidad persistiendo en el ambiente por
miles de afos ocasionando alteraciones en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Aydinalp y

Marinova, 2009).

Ante esta problematica existen alternativas biolégicas como la fitorremediacién que hacen uso de
plantas que tienen la capacidad de tolerar, absorber y acumular a los metales pesados de una
manera no toxica para la planta en diversas partes de su tejido como raiz, tallo y hoja, como las
plantas hiperacumuladoras que son capaces de absorber de 10 a 100 veces las concentraciones

normales (Kidd y col., 2007).

La importancia de las micorrizas arbusculares en la remediacién de suelos contaminados por
metales pesados consiste en que tiene efectos benéficos como, la inmovilizaciéon de los metales
en la raiz, reduciendo la translocacion hacia la parte aérea de la planta, evitando asi el ingreso de

los metales pesados en la cadena trofica (Guerra, 2008).

El uso del girasol como planta fitoextractora en asociacion a micorrizas arbusculares es reciente,
diversos autores como Awotoye y col., (2009) y Adewole y col., (2010) han reportado estas
capacidades fitoextractoras principalmente para Pb, sin embargo, para el caso de Cd son escasos
los estudios de fitoextraccién que van mas enfocados a los efectos téxicos de Cd en plantas (Jin y

col., 2008).

En el presente trabajo se ha usado el girasol (Helianthus annuus L.) por ser una planta
acumuladora de Pb, por su capacidad de generar gran cantidad de biomasa, se relaciond con
Rizophagus intraradices por su capacidad de absorber y acumular este metal, las diferencias estan
presentes en el tratamiento de Pb a nivel de raiz y flor principalmente, en el caso del Cd sélo se
detectaron efectos de alteraciones morfolégicas a nivel de flor y las concentraciones de Cd se

observaron mas en la raiz y parte aérea de la planta.



Objetivo General
Evaluar la capacidad fitoextractora del girasol (Helianthus annuus L.) asociada con micorrizas
arbusculares en un suelo contaminado por Pb y Cd a nivel de invernadero, como una alternativa

para la remediacidn de suelo contaminado por metales pesados.

Objetivos particulares
e Determinar la concentracidon de Pb y Cd en las distintas partes de la planta (raiz, parte
aérea y flor) por espectrofotometria de absorcion atomica.
e Evaluar los efectos del Pb y Cd en las distintas partes de la planta.

e Cuantificar el % de colonizacidon micorrizica.

Justificacion

Existen diversas técnicas para la remediacién de suelos contaminados sin embargo, estas alteran
de manera significativa sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas e implican un alto costo
econdémico. Este trabajo pretende con el uso del girasol (Helianthus annuus L.) utilizar una
alternativa mas amigable, econdmica, para lograr una remediacién del suelo de una manera mas
ecolégica, ya que esta planta tiene un potencial fitorremediador muy alto (hiperacumuladora), su
asociacion con micorrizas arbusculares contribuirdn a una mayor absorcion de Pb y Cd evitando asi
la posible lixiviacion de estos elementos hacia los mantos fredticos y su posterior ingreso en los

seres vivos.

Hipétesis
El girasol (Helianthus annuus L.) tiene gran capacidad hiperacumuladora en raices, la inoculacion
de estas con micorrizas arbusculares (Rhizophagus intraradices) incrementara su capacidad

fitorremediadora para la absorcidn de Pb y Cd.

Para abordar la problematica de la remediacion de suelos por metales pesados se planted el
siguiente capitulado: el capitulo uno explicard que son los metales pesados, sus caracteristicas y
sus efectos, el capitulo dos dénde se tratara el tema de la fitoextraccion y la funcién de las plantas
hiperacumuladoras como el girasol en esta biotecnologia y por ultimo el capitulo tres que
explicard que son las micorrizas arbusculares y sus efectos en la fitoextraccidon de metales pesados

como el Pb y Cd.



Capitulo |

Contaminacion del suelo por metales pesados

Como consecuencia de la revolucion industrial se incrementd la dispersiéon de contaminantes en el
suelo, agua y atmosfera; de ellos el suelo al ser un medio semiestatico va acumulando los
contaminantes inorganicos como los metales pesados que permanecen por mucho mas tiempo al

no poder ser degradados (Becerril y col., 2007).

La contaminacion del suelo se define como la presencia de uno o mas elementos o residuos
téxicos, que dafian de manera significativa las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo,
los ecosistemas y los organismos que los habitan, de esta manera la contaminacién antrépica del
suelo aparece cuando una sustancia estd presente a concentracidon superior a sus niveles
naturales, y tiene un impacto negativo en alguno o todos los constituyentes del mismo (Ortega y

col., 2009).

Wong, (2003) reporta que los suelos contaminados presentan los siguientes efectos:
) Eliminacién de los procesos naturales restauradores del suelo.
) Disminucién en la diversidad de la microfauna del suelo.
) Reduccidn de la fertilidad, asi como la posible alteracién en la composicién del cultivo
al entrar en la cadena troéfica.
V) Ausencia inicial de vegetacion.

V) Contaminacién de sistemas léticos, I1énticos y del manto freatico.

1.1.-Caracteristicas de los metales pesados

Los metales pesados se definen como aquellos elementos quimicos que tienen una densidad
mayor o igual a 5 g cm™ o cuyo nimero atédmico es superior a 20 (excluyendo a los metales
alcalinos y alcalinotérreos). Su presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre

menor del 0,01% (Navarro y col., 2007).



Estos elementos estan presentes en el suelo y plantas en bajas concentraciones, algunos de ellos
son esenciales para el desarrollo y crecimiento de los seres vivos pero, también pueden ser téxicos
si superan cierto umbral, o si se ingieren o inhalan en altas concentraciones durante prolongados
periodos de tiempo, de todos los metales pesados se consideran téxicos a 17 de ellos por su gran
capacidad de acumulacién, estos son: Ag, As, Bi, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Sb, Se, Sn, Te, Tly Zn
(Galan y Romero, 2008).

1.2.-Efectos de los metales pesados en los seres vivos

El peligro que los metales pesados representan en el suelo es que al ser elementos téxicos pueden
acumularse e integrarse a la red trofica y a los ciclos bioldgicos, quimicos y geoldgicos (Balderas y
col., 2003), el dafio ocasionado por los metales pesados en los seres vivos van desde afectacion al
ADN, mutaciones y efectos cancerigenos (Hooda, 2007). Por ejemplo el envenenamiento por Pb
provoca dafio neuroldgico que ocasiona pérdida de memoria, inteligencia reducida, problemas de
coordinaciéon y de aprendizaje, el Arsénico ocasiona cancer en la piel, problemas cardiovasculares,
dafio renal y neuropatia periférica y el Cd esta asociado a diversas enfermedades renales (Prahbay

Loretta, 2007).

1.3.-Plomo

El plomo en forma natural en la corteza terrestre se encuentra como un metal gris azulino, es
empleado en la fabricacién de acumuladores, pintura, forros para cables, ceramicas, vidrios
especiales, soldadura, pigmentos y municiones, ademds es téxico para la salud, ya que afecta
principalmente el sistema nervioso y es asociado con la depresidn de muchas funciones

endocrinas (Rodriguez y col., 2006).

En las plantas los principales sintomas de toxicidad por Pb son: inhibicidn en el crecimiento de la
raiz, disminucién en el crecimiento de la planta y clorosis, en seres humanos al ser ingerido,
inhalado o absorbido en niveles de 10 a 100 pg/dL, resulta téxico para los sistemas endocrino,
cardiovascular, respiratorio, inmunolégico, neuroldgico y gastrointestinal, asi mismo afecta la piel

y los rifiones (Alvarado y col., 2011).



1.4.-Cadmio

El Cd es un metal que pertenece al grupo IIB de la tabla periddica de los elementos quimicos, estd
presente en la naturaleza como resultado de erupciones volcanicas, quemas forestales, mineria,
fundicion de metales, quemas de combustibles fdsiles, uso de fertilizantes fosfatados, fabricacién

de baterias, pigmentos y plasticos (Perniay col., 2008).

Diversos factores fisicos, quimicos y bioldgicos influyen en la disponibilidad del cadmio para la
planta como son el pH del suelo, la temperatura, la materia organica, el agua y el contenido de

arcillas (Christensen y Haung, 1999).

Los efectos toxicos del Cadmio en las plantas son: interferencia en la entrada, trasporte y uso de
elementos esenciales (Ca, Mg, P y K), estrés hidrico, reduce la absorcidon de nitratos y clorosis

producto de la deficiencia de Hierro (Rodriguez y col., 2008).



Capitulo Il

Remediacion

La remediacién del suelo se define como una serie de técnicas capaces de eliminar, degradar o
contener los contaminantes del suelo. Existen diversos procesos de remediacidn, que pueden ser
in situ o ex situ, asi como tipo de tratamiento para el uso de la tecnologia de remediacion que
pueden ser de tipo bioldgico (uso de plantas, hongos, bacterias, nemdatodos entre otros), fisico,
qguimico (empleando sus propiedades fisicas y quimicas para la contencion, eliminacién o
dispersion del contaminante), térmico (empleando el uso del calor para la degradacién y

volatilizacion de los contaminantes) y de extraccién (Volke y Velasco, 2002).

Para emplear una tecnologia de remediacidn de suelos capaz de alterar, remover y eliminar
completamente el material contaminante, dependerd de la naturaleza del contaminante y sus

propiedades fisico-quimicas (Lenoir y Tornari, 2004).

Las técnicas de remediacion de acuerdo a Volke y col., (2005), se dividen en 5 tipos: i) extraccion,

ii) quimicas, iii) fisicas, iv) térmicas, v) biolégicas.

i) Técnicas de extraccion
Lavado de suelo.- (in situ) desprende y atenua el contaminante en funcién de su solubilidad y del
tipo de quimico empleado.

Aplicacién de Vacio.- (in situ) para destruir compuestos organicos y elementos como el mercurio.

ii) Técnicas quimicas

Oxidacion.- agregar elementos oxidantes para desintoxicar e inhibir los contaminantes del suelo.

Deshalogenacion.- es la transformacién que sufren los contaminantes halégenos al desintoxicarse.



iii) Técnicas fisicas

a.- Contencidén- Emplean técnicas de cobertura y barrera verticales u horizontales, de este modo el
contaminante no se mezcla con el medio ambiente.

b.- Solidificacion- Emplean técnicas como encapsulacion de polimeros, mezcla de cemento vy
vitrificacion logrando precipitar el contaminante mediante el uso de agentes y asi disminuir la

solubilidad y el area de contaminacién.

El principal problema al emplear estas técnicas son la generacion de residuos que pueden producir

nuevos contaminantes al ambiente.

iv) Técnicas Térmicas

Consisten en adicionar calor para destruir y evaporar los contaminantes presentes en el suelo.

v) Técnicas Biologicas

a) Degradacién enzimatica.- las enzimas degradan y eliminan las sustancias del sitio contaminado.
b) Remediacién microbiana.- Se emplean microorganismos naturales o modificados
genéticamente, en el sitio contaminado.

c) Fitorremediacién.- Las plantas restauran los ecosistemas contaminados, debido a la presencia
de especies vegetales que toleran, absorben y acumulan contaminantes en altas concentraciones

(como metales pesados, hidrocarburos, compuestos organicos y radiactivos).

2.1.-Biorremediacion

La biorremediacién es una tecnologia bioldgica que consiste en el uso de bacterias, hongos o
plantas para neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en inocuas para el ambiente y la
salud humana, puede clasificarse de acuerdo al organismo que efectué la degradaciéon o
inmovilizacién del compuesto, siendo las bacterias las mas empleadas en dicho proceso, aunque
también se emplean otros organismos como los hongos, algas, cianobacterias para el tratamiento
de compuestos téxicos en el suelo y el agua tales como: plaguicidas, hidrocarburos, metales

pesados y sustancias radiactivas (Gonzalez, 2005).



A continuacién se presenta un cuadro que muestra las ventajas y desventajas que tiene la

fitorremediacion.

Cuadro 1.- Principales ventajas y desventajas de la fitorremediacion. Tomado y modificado de:

(Manacorda y Cuadros, 2005).

Ventajas

Desventajas

Es una tecnologia sustentable.

Sirve para el tratamiento de multiples tipos de
contaminacion.

Se puede emplear en zonas con bajas o
moderadas concentraciones de

contaminantes.

Es econdmica ya que emplea la luz solar como
fuente de energia.

Es amigable, estética y ecoldgica con el
ambiente.

Se evitan lugares de desecho ya que no
produce contaminantes secundarios.

Evita la excavacidn y translocacion del suelo.

Presenta versatilidad para tratar diferentes
materiales peligrosos.

Reciclan recursos (agua, biomasa y metales)

El proceso de descontaminacidn es mas
rapido que de manera natural.

2.2.-Fitorremediacion

Requieren mucho tiempo.
Depende de las estaciones.

Esta condicionado por las concentraciones del
contaminante.

La acumulacién de contaminantes en las hojas
puede volver nuevamente al suelo en otoio.

Los contaminantes se acumulan en maderas y
pueden liberarse por combustion.

No todas las especies de plantas acumulan o
toleran los contaminantes.

Se puede incrementar la solubilidad de
diversos contaminantes, pudiendo resultar un

dano ambiental excesivo.

Requieren de amplias zonas.

La fitorremediacidn es una tecnologia bioldgica que emplea plantas para la remocién, degradacion
o inmovilizacion del contaminante, ubicados en suelos, sedimentos y aguas superficiales o
someras, de esta forma diversas especies se pueden usar para tratar gran cantidad de

contaminantes como los metales pesados, hidrocarburos y elementos radiactivos.
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Los criterios de seleccion de la especie para aplicar una de las distintos tipos de fitorremediacion

deben tomar en cuenta caracteristicas tales como: tolerancia al contaminante, tipo de enzimas

degradativas que producen, tipo de crecimiento radicular, potencial de evapotranspiracidn,

capacidad de bioacumular e inmovilizar el contaminante (Larenas y De Viana, 2005).

Tipos de Fitorremediacién

Hong y Cutright, (2001), reportan que dependiendo de la cantidad o nivel de contaminacién por

metales pesados se puede aplicar una de las 6 diferentes estrategias de la fitorremediacion

basadas en los mecanismos que tienen las plantas para la remocién de contaminantes.

Vi.

La fitodegradacion se refiere al hecho de disminuir la toxicidad de los contaminantes a
través de las interacciones y reacciones enzimaticas llevadas a cabo en la rizosfera para
gue a su vez sean asimilados, secuestrados y fijados en las estructuras de las plantas

La fitoestimulacion; en este caso la planta aporta nutrimentos desde la parte superior
hasta la rizosfera lo que beneficia el crecimiento de hongos y bacterias que se encargan de
la mineralizacién de los contaminantes.

La fitovolatilizacion: es un proceso en el cual la planta puede volatilizar ciertos
contaminantes presentes en el suelo, que se absorben, metabolizan, transportan y se
liberan en forma gaseosa que es menos dafiina que en su forma oxidativa, esto se lleva a
cabo en la raiz y se elimina con la evapotranspiracion.

La fitoestabilizacion es un proceso el cual fija metales pesados mediante reacciones
quimicas y adsorcidn en las raices densas que los secuestran, lignifican o humifican, esto
gracias al control de la humedad en la zona contaminada evitando con esto la migracion
de los contaminantes hacia los mantos freaticos.

La fitoextraccion es un proceso mediante el cual las plantas acumulan los contaminantes
en las raices, tallos y hojas.

La rizofiltracidn: a través de cultivos hidropdnicos se logra el desarrollo de raices de

plantas con la capacidad de absorber, sedimentar y solidificar los metales pesados.
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2.3.-Fitoextraccion

La fitoextraccidn es una tecnologia ambiental que emplea la capacidad de diversas especies de
plantas para acumular ciertos contaminantes como los metales pesados, a través de las raices y
asi translocarlos hacia las partes aéreas de la planta para su posterior cosecha, eliminando de esta

manera el contaminante (Chhotu y Fulekar, 2009; Porebska y Ostrowska, 1999).

Pero solo puede ser empleada cuando el nivel de contaminante biodisponible es moderadamente
alto y se puede reducir por debajo del valor ambientalmente aceptable, por lo tanto es la mejor
alternativa para la eliminacién de metales pesados de modo que no altere la fertilidad y la
estructura del suelo, con la finalidad de hacer esta tecnologia mas eficaz, las plantas deben extraer
grandes cantidades de metales pesados y producir gran cantidad de biomasa (Gosh y Singh, 2005;

Vashegy y col., 2005).

Asi, la fitoextraccidn se puede repetir hasta que se reduzca la concentracién de metales pesados
en el suelo y estén dentro de los limites permisibles, algunas especies de plantas empleadas en
esta biotecnologia son: Thlaspi caerulescens (Cd), Brassica juncea, Helianthus annuus, Sesbania
drummondii (Pb), Alyssum murale, Trifolium nigriscens, Psychotria dovarrei, Geissois pruinosa,
Pimelea leptospermoides y Aeollanthus biformifolius (Ni); Sedum alfredii, Viola baoshanensis y
Vertiveria zizanoides (Zn, Cd, Pb); Brassica napus (Cu, Pb, Zn); y Pistia stratiotes (Ag, Cd, Cr, Cu, Hg,
Ni, Pb, Zn) (Delgadillo y col., 2011).

2.4.-Funcion de las plantas en la fitoextraccion

Las plantas han desarrollado mecanismos para extraer, transportar y utilizar los micronutrientes
del suelo, ademas en la naturaleza existe una gran diversidad de plantas capaces de tolerar,
acumular y extraer altas concentraciones de metales pesados en las distintas partes de sus tejidos,
estabilizandolos mediante la formacidon de compuestos o acumulandolos en la pared celular y

vacuola, sin presentar efectos toxicos para la planta (Cutright y col., 2008; Gutiérrez y col., 2011).
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Este proceso evolutivo de crecer y desarrollarse en ambientes con elevadas concentraciones de
metales pesados le ha permitido a las plantas desarrollar la capacidad de tolerar, esta tolerancia
se clasifica en dos tipos dependiendo de los mecanismos bioquimicos o moleculares que
presenten: la co-tolerancia como resultado de un mecanismo especifico que brinda a la planta
tolerar diversos metales y la tolerancia multiple que es generada por una serie de mecanismos
independientes para cada metal interactuando de manera conjunta para evitar dafio en la planta,
esto ha permitido que las plantas hayan desarrollado tres estrategias basicas para su
establecimiento en suelos contaminados por metales pesados: exclusién, indicacion e

hiperacumulacién (Gonzélez y Zapata, 2008).

2.5.-Plantas hiperacumuladoras

El término hiperacumuladora se designa a aquellas plantas capaces de acumular > 1.000 mg-kg™
de Pb y >100 mgkg® de Cd en materia seca de algin tejido de su biomasa, alcanzado asi
concentraciones de metales de 10 a 100 veces las concentraciones normales (Kidd y col., 2007), se
trata de 415 especies incluidas en 45 familias botdnicas con capacidad para acumular
selectivamente diferentes metales, en tres tipos de mecanismos fisioldgicos: acumulacion,
indicacion y exclusién, permitiéndole a la planta tolerar altas concentraciones de metales pesados

gue serian nocivas para otras especies vegetales (Marrero y col., 2012).

No obstante este tipo de plantas presentan baja tasa de crecimiento, minima produccién de
biomasa y un sistema radicular bajo, debido al costo energético que tiene la planta al acumular
concentraciones de metales en su interior que exceden valores como el 1% de su peso seco

(Llugany y col., 2007).

Plantas como el maiz (Zea maiz), la mostaza (Brassica juncea) y el girasol (Helianthus annuus L.)
muestran gran tolerancia a los sitios contaminados por metales pesados, producen gran cantidad
de biomasa lo que les permite la extraccién y acumulacidn de grandes cantidades de

contaminantes (Angelova y col. 2012).
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2.6.- Girasol

Informacién Taxondmica
Reino: Plantae

Divisidon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Género: Helianthus L. 1753
Especie: annuus L. 1753

Descripcion técnica

Basada en Rzedowski y Rzedowski, 2008.

Habito y forma de vida: Planta anual.

Tamano: De hasta 3 m de alto.

Tallo: Erecto simple o ramificado, por lo general toscamente hispido.

Hojas: En su mayoria alternas, con peciolos de hasta 20 cm de largo, ldmina ovada a triangular-
ovada o anchamente lanceolada, hasta 45 cm de largo y 35 cm de ancho (aunque hay plantas
silvestres por lo comun de menos de la mitad de este tamafo), obtusa a acuminada en el apice,
toscamente aserrada a subentera en el margen, cuneada a acorazonada en la base, por lo comun

escabrida (aspera) hispida en ambas caras, trinervada.

Cabezuela/Flores: Cabezuelas solitarias o agrupadas por varias en el extremo de los tallos;
involucro hemisférico, de mas de 2 cm de didmetro, sus bracteas + 25 ( o mas en las formas
cultivadas) ovadas o anchamente lanceoladas, acuminadas en el apice, casi siempre hispidas o
hirsutas; receptaculo plano, paleas lanceoladas, profundamente 3-cuspidadas; flores liguladas 8 o
mas, sus laminas oblongas u oblanceoladas, amarillas a anaranjadas, hasta 5 cm de largo; flores

del disco en general mas de 200, sus corolas a menudo oscuras en la parte apical, + 7 mm de largo.

Frutos y semillas: Aquenios oblongo ovoides, algo comprimidos, 3,5 a 5.5 (16) mm de largo,

grisaceo, a menudo moteado; vilano de dos escamas lanceoladas, caducas.
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El cultivo de girasol va enfocado principalmente a la obtencidon de semillas que se utilizan para la
obtencidn de aceite vegetal comestible (Luevanos y col., 2010), también para consumo humano y
la obtencion de harina para hornear pan, como alimento para aves y ganado, las flores se emplean
para la extraccién de un tinte y las plantas se usan como forraje, abono verde o para fines
ornamentales (CFIA, 2005), la superficie cultivada es de aproximadamente 26 millones de
hectdreas con una produccion de 28 millones de toneladas (Arshad y col., 2010), en México la
distribucidn del girasol se registra desde el norte del pais hasta la peninsula de Yucatan (Mendoza
y col., 2006).

El girasol ha demostrado ser una planta con un potencial fitoextractor util en la remediacién de
suelos contaminados por Pb, Cr, Cd, Cu y elementos radiactivos (Rodriguez y col., 2006), por su
alta produccién de biomasa, ser una planta de rdpido crecimiento y presentar capacidad de

tolerar, crecer y absorber los metales pesados en sus raices (Ullah y col., 2011).
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Capitulo Il

Micorrizas

3.1.-Caracteristicas de las micorrizas

La asociacién simbidtica mutualista de las raices de las plantas y ciertas especies de hongos del
suelo reciben el nombre de micorrizas. Esto ha sido objeto de diversos estudios llegando a
determinar que estas juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas

(Pereiray col., 2001).

Entre los beneficios que aportan las micorrizas estdn la promocion del crecimiento vegetal y
mejoramiento en la asimilacién de nutrimentos, esta interaccidon planta-hongo ha logrado
desarrollar caracteristicas de tolerancia en la planta lo que le permite absorber, distribuir y
acumular metales pesados en las raices y en los brotes, desempefiando un papel importante en

remediacion de suelos contaminados por metales pesados (Liao y col., 2003; Sudova y col., 2007).

3.2.-Tipo de micorrizas

Aguilera y col. (2007-2008), reconocen 5 tipos de micorrizas basados en criterios morfoldgicos,
sistematicos y anatémicos de plantas y hongos; estos tipos son: ectomicorrizas, endomicorrizas
también llamadas micorrizas arbusculares, micorrizas de ericales, micorrizas de Orchidaceae y
ectoendomicorrizas, de estas la asociacion mas extendida es la de las micorrizas arbusculares,
formada por ciertos Zigomicetos, los cuales no desarrollan red de Harting porque colonizan
intracelularmente la corteza de la raiz por medio de estructuras llamadas arbusculos que son los
encargados del intercambio de nutrimentos entre la planta y el huésped; algunas de estas especies
desarrollan otra estructura llamada vesicula compuesta principalmente por lipidos y que tienen la

funcién de reserva de nutrimentos para el hongo.

3.3.-Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares forman asociaciones mutualistas dadas por cierto tipo de hongos y un
80-95% de las plantas que tienen raices afines a este tipo de unidn (Aguilera y col., 2008). Esta
simbiosis se realiza a nivel de raiz con la colonizacién intracelular de la corteza por medio de
arbusculos que son los encargados del intercambio de carbono, fésforo y otros elementos para la

nutricion del hongo y la planta (Cuencay col., 2007).
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Asimismo la obtencidon de nutrimentos es mas notoria cuando la planta estd bajo condiciones
adversas de crecimiento en suelos contaminados por plomo, gracias a esto las plantas
micorrizadas muestran una mayor captacion de metales en la raiz elevando el flujo de estos hacia

la parte aérea de la planta (Aguilera y col., 2007-2008).

3.4.-Efectos de las micorrizas arbusculares en las plantas

En los ecosistemas naturales la contribucidn de las micorrizas arbusculares es conocida por
mejorar el crecimiento de las plantas en suelos pobres en nutrimentos, inmovilizando los metales
pesados en el suelo, ayudando a las plantas a tolerar altas concentraciones de metales pesados y
mejorando su bioacumulacidn, evitando la toxicidad de la planta en suelos contaminados por

metales pesados (Al-Ghamdi y col., 2012; Ching y col., 2007; Diaz y Garza, 2006).

Por lo tanto las plantas en asociacién con los hongos formadores de micorrizas arbusculares tienen
potencial, para acumular los metales pesados en las raices y translocarlos a la parte aérea,
favoreciendo de este modo la fitoextraccién del metal. Existen diversas especies de hongos
formadores de micorrizas que pueden tolerar y desarrollarse en suelos contaminados por metales

pesados como: Eutrophosphora spp., Gigaspora spp.y Glomus spp. (Batista y Sdnchez, 2009).

3.5.-Efectos de las micorrizas arbusculares en la fitoextraccion

Las micorrizas arbusculares se reproducen en casi todos los habitats y climas, incluyendo suelos
contaminados por metales pesados, es en este tipo de suelos que se producen cambios en la
diversidad de las poblaciones de las micorrizas arbusculares, esto es grave debido a la interaccion
de las micorrizas arbusculares en el establecimiento de la planta y su supervivencia, asi mismo las
altas concentraciones de metales pesados interfieren en los procesos simbidticos de las micorrizas
arbusculares tales como: retraso, reduccion e incluso la eliminacion de la germinacién de esporas,

ademas de alterar la colonizacién de las raices de las plantas (Del Val y col., 1999).

17



De este modo las micorrizas arbusculares como Rhizophagus intraradices han presentado mayor
tolerancia a metales como el Cd y Pb; y en simbiosis con la planta acumula una mayor
concentracidon de metal en la raiz micorrizada con este hongo (Alvarado y col., 2011), y también
esta influencia es notoria en la captacién de **Cs con girasol, ya que incrementd la captacion de
este elemento radiactivo hasta 5 veces (Dubchack y col., 2010). Esta asociacion de las plantas con
micorrizas puede ser una alternativa para la remediacién de suelos contaminados, ya que
disminuyen el estrés y favorecen el crecimiento de las plantas en suelos contaminados por Pb y Cd

sirviendo asi como auxiliares en la restauracién de los mismos (Ortiz y col., 2009).

Por ello la importancia de las micorrizas arbusculares en la fitorremediacién de suelos
contaminados, ya que tienen un efecto benéfico, inmovilizando los metales en la raiz, reduciendo
la translocacién a la parte aérea de la planta, logrando asi subsistir en suelos altamente

contaminados por metales pesados (Guerra, 2008).
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Método

El trabajo se desarrolld de acuerdo al siguiente diagrama de flujo

Método
Campo Laboratorio
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Figura 1.- Diagrama de flujo.

—

19



Fase de Campo

Las muestras de suelo fueron colectadas en parcelas de San Pedro Nexapa, municipio de
Amecameca, Estado de México. Ubicadas en las coordenadas 19° 04’ 755” Lat. Ny 98° 43’ 148"
Long. W a 2768 msnm.

& Zona de muestreo

Google earth

Fechas de imagenes: 6/25/2002 & | 2002 19°04'54.13" N 98 elevacion 2750 m Alt. ojo 503 km

Figura 2.- Zona de estudio donde se colect¢ el suelo.

Fase de Laboratorio

El suelo se tamizd con una malla de 2 mm., después se realizd6 una mezcla con agrolita 1:1, y
posteriormente se esterilizd con vapor en autoclave a 1.2 atm de presidn por un periodo de 3
horas, con la finalidad de eliminar patdégenos, microorganismos y posibles esporas de micorrizas

nativas.

Las semillas se adquirieron en el mercado de Ozumba de Alzate, Estado de México. Se procedié a
la limpieza de estas en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos,
realizandose ademas tres lavados con agua destilada estéril, para eliminar patdégenos e impurezas

en las semillas.
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El suelo se contamind artificialmente con cuatro dosis de Pb: O (testigo), 400, 800 y 1000 mg-kg™
de Pb y cuatro dosis de Cd: O (testigo), 37, 60 y 120 mg-kg” de Cd. Las dosis de 400 mg-kg'de Pby
37 mg-kg™ de Cd respectivamente se consideran, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
147-SEMARNAT/SSA1-2004, como concentraciones que estan en el limite de la contaminacion del

suelo por metales pesados para uso agricola.

La siembra se llevd a cabo de manera directa depositando 2 semillas de girasol en bolsas de
pldstico negras (macetas) con capacidad de 3 kg de suelo; el sustrato fue preparado con una
mezcla de suelo con agrolita 1:1, posteriormente se adicioné 10 mg. de Rhizophagus intraradices
para su inoculacién y se adicionaron las dosis de contaminantes Pb(NO;) y Cd(NO;) en dosis Unica

de 10 mL. Las plantas fueron regadas a capacidad de campo cada tres dias (200 mL de agua por

maceta) para evitar el estrés hidrico.

Fig. 3.- Distribucion de las macetas en el invernadero
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El trabajo se distribuyo al azar en 80 unidades experimentales, con 8 tratamientos y 5 repeticiones
por cada metal Plomo y Cadmio (fig. 3). En el cuadro 2 se presenta las concentraciones de cada

tratamiento.

Cuadro 2.- Distribucion de los tratamientos.

Tratamientos Concentracion Tratamientos no Concentracion
Micorrizados (mg-kg™ ) Micorrizados (mg-kg™)
Ti+ 0 T1 0
T2+ 400 Pb T2 400 Pb
T3+ 800 Pb T3 800 Pb
T4+ 1000 Pb T4 1000 Pb
T5+ 0 T5 0
T6+ 37¢Cd T6 37cCd
T7+ 60 Cd T7 60 Cd
T8+ 120 Cd T8 120 Cd

El porcentaje de colonizacién micorrizica se evalud siguiendo el método de Phillips y Hayman,
(1970); las raices lavadas se colocaron en frascos limpios y se les adicion6 KOH al 10%,
posteriormente se procedid a calentar en horno de microondas durante 3 minutos (clareo), el
KOH se retird y las raices se enjuagaron con agua destilada, posteriormente se agregd H,0, al 10%

durante 3 minutos, pasado ese tiempo se procedié a enjuagar con agua destilada (blanqueo).

Las raices se cubrieron con HCl al 10% por tres minutos, se elimind el acido y sin enjuagar se
procedid a la tincidn (acidificacién). Los frascos que contienen a las raices se cubrieron con la
solucién colorante (azul tripano 0.05% en lactoglicerol) y se calentaron durante 3 minutos en

horno de microondas (tincién).
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Para determinar el porcentaje de colonizacién micorrizica en raices se procedidé a su montaje en
portaobjetos (fig. 4) para su evaluacién en un microscopio dptico siguiendo el método de Phillips y
Hayman (1970), posteriormente se colocaron las raices clareadas y tefiidas en cajas Petri con
suficiente lactoglicerol. En un portaobjetos y con agujas de diseccién, se colocaron 20 segmentos
de aproximadamente 1 cm, paralelamente unos a otros. Sobre las raices se adicionaron gotas de
lactoglicerol colocando los cubreobjetos, se eliminaron las burbujas y cada laminilla se sellé con
esmalte. Para realizar la evaluacién se observd al microscopio, se efectuaron tres pasajes

equidistantes por laminilla.

=
=
=
—
==

ATyl

1

Fig. 4.- Montaje de las raices tefiidas para la cuantificacion del porcentaje de colonizacion micorrizica.

Al revisar un campo optico donde se encuentra un segmento que contiene hifas, vesiculas y/o
arbusculos, independientemente del porcentaje de micorrizacidn se le da el valor de uno para la

evaluacion total y por estructuras.

El porcentaje se obtuvo a partir de la siguiente férmula:

. . .. N° de segmentos colonizados
Porcentaje de colonizacién total= ( g )

x100

N° de segmentos totales
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Para determinar las concentraciones de Pb y Cd en hoja, tallo y raiz, se molieron las muestras con
un mortero de porcelana, después se colocaron 0.2 g de muestra en matraces de digestién Micro
Kjeldahl de 50 mL. Se agregaron 10 mL de una mezcla de Acido Nitrico (HNO;) y Acido Perclérico
(HCIO,4) en una proporcién 3:1 v/v, para digerirlos (fig. 5) hasta que finalizé la emision de gases
blanquecinos, después se filtraron en papel Whatman Num. 41 y el filtrado se aforé con agua

destilada en un matraz aforado de 50 mL. Las determinaciones de Pb y Cd se hicieron con un

espectrofotdmetro de absorcién atémica (Ortiz y col., 2009).

Fig. 5.- Digestiones de las distintas partes de girasol.

Analisis Estadistico

Con los datos obtenidos se realizd un Andlisis de Varianza (ANOVA), y posteriormente una
comparacion multiple de medias (Tukey) utilizando el software estadistico STATGRAPHICS

CENTURION XVI, con un nivel de confianza del 95%.
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Analisis por Espectrometria de Absorcion Atomica

Las muestras se almacenaron en envases de polietileno de 50 mL. y se refrigeraron hasta su

lectura en el espectrofotémetro de absorcién atdmica.

Preparacion de las curvas patron

Se prepararon soluciones de concentraciones ascendentes 0.0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 mg-L'1 de los
elementos Pb y Cd, se empled una solucién estandar de cada metal, la cual se encuentra a una
concentracion de 1000 mg-L"l. Con la férmula C; V1 = C, V, se calculd la cantidad de estandar que

requiere cada punto de la curva.

Andlisis de las muestras

La lectura de metales pesados se hizo en el laboratorio de espectroscopia de la FES Zaragoza, las
muestras de las distintas partes de la planta (raiz, parte aérea y flor), los blancos y los seis puntos
de la curva de cada metal. El instrumento utilizado fue el Espectrofotémetro de Absorcion Atémica
modelo Varian AA-1475; este instrumento emplea lamparas de cdtodo hueco especificas para

alcanzar la longitud de onda en que se lee cada metal segin lo que se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3.- Condiciones de lectura de Pb y Cd seguin lo especificado por el fabricante.

Elemento Longitud de onda (um) Mezcla de Gases
Pb 217.0 Aire-Acetileno
cd 228.8 Aire-Acetileno
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Curva Patron Pb

0.08

Absorbancia

0.01
Mg Kg*

y = 0.0224x- 0.0016
R =0.9936

35

Fig. 6.- Curva patron de Pb.

Célculo de la concentracion de metales pesados

Se realizé un grafico de la curva de calibracidn (fig. 6 y 7) colocando las concentraciones conocidas

en mg-L™ contra absorbancia. Posteriormente se interpolaron las lecturas de absorbancia de cada

muestra y asi se determind la concentracién de cada metal en las distintas partes de girasol.

Curva Patron de Cd

0.25

mg Kg *

y =0.0658x+0.0121
R*=0.9822

3.5

Fig. 7.- Curva patrén de Cd.
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Resultados

Las caracteristicas quimicas de la muestra de suelo indican un pH moderadamente acido (6.34), de
acuerdo a la Norma Oficial de Mexicana NOM-021-RECNAT- 2000, también el porcentaje de

materia organica oscila entre 0.84-2.86 y se clasifica como muy bajo (cuadro 4).

En cuanto a las caracteristicas fisicas tiene un bajo porcentaje de humedad (8.2%), la densidad
aparente (0.70 — 0.96 g/cm?) y la densidad real (1.13 — 2.17 g/cm®) nos indica que son suelos
arenosos volcdnicos, la textura dio valores de entre 70-76% de arena, 16-22% de limo y 8-10% de

arcilla dando como resultado un suelo de tipo migajon arenoso.

Cuadro 4.- Propiedades fisicas y quimicas del sustrato.

Concentracion Densidad Densidad

del elemento pH Aparente Real Arena Limo M.O

(mg-kg™) g/cm® g/cm® % % %
Testigo 6.34 0.96 2.16 76 16 1.53
0Pb 6.83 0.86 1.16 70 23 2.02
400 Pb 6.58 0.75 2.17 72 21 2.86
800 Pb 6.88 0.82 1.66 70 20 0.84
1000 Pb 6.74 0.79 1.38 71 19 1.85
ocd 6.81 0.85 1.13 72 21 1.34
37 Cd 6.68 0.85 1.85 72 21 2.35
60 Cd 6.56 0.70 2.17 70 23 2.86
120 Cd 7.15 0.90 2.17 70 23 0.84
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El porcentaje de germinacion de las semillas que se inocularon con Rizophagus intraradices sin la
adicion de elementos (Pb y Cd) es del 68-72 %, esto es distinto a los tratamientos que estuvieron
expuestos a las diversas concentraciones de Pb donde presenté un porcentaje de germinacién del
56-64% y a los tratamientos de Cd donde conforme se incrementd la adicién del elemento, el

porcentaje de germinacion disminuyé del 60 al 48% (cuadro 5).

Cuadro 5.- Porcentaje de germinacion de las semillas de girasol a diferentes concentraciones de

Pby Cd.

Concentracion del elemento % de germinacion de las semillas de girasol
(mg-kg™) con Rizophagus intraradices
0Pb 68
400 Pb 64
800 Pb 56
1000 Pb 64
ocd 72
37Cd 60
60 Cd 52
120 cd 48
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Al ir incrementandose las concentraciones de Pb, tiene un incremento minimo el porcentaje de
colonizacion micorrizica, esto puede deberse al efecto inhibitorio que el metal (Pb) ejercid en la

colonizacion micorrizica de las raices (cuadro 6).

Caso contrario con el Cd el cual sélo disminuyé el porcentaje de colonizacién micorrizica en la

concentraciéon mas alta 120 mg-kg™ Cd.

Cuadro 6.- Porcentaje de colonizacion total de las raices de girasol (Helianthus annuus L.) a

diferentes concentraciones de Pb y Cd.

Concentracion de elemento % de colonizacion micorrizica total

(mg-kg™)

0Pb 60

400 Pb 42

800 Pb 44

1000 Pb 47

ocd 60

37cCd 72

60 Cd 76

120 cd 50
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Concentraciones de Pb y Cd en raiz de girasol micorrizado

En el cuadro 7 se puede observar que la raiz del girasol micorrizado presentd una tendencia a
adsorber mayor nivel de Pb en la raiz, esto fue incrementandose conforme se elevd la
concentracién de contaminante (0, 400, 800 y 1000 mg-kg™ Pb), esto significa que la planta tiene
capacidad fitoextractora de Pb, también la adicién de micorrizas arbusculares (Rizophagus
intraradices) mejora la absorcién del contaminante en el proceso de fitoextraccidn, esto permitié

que las plantas de girasol acumularan el Pb dentro de la raiz.

Caso contrario al Cd donde con o sin la adicion de micorrizas arbusculares la planta no absorbe
este metal, esto sugiere que el girasol y Rizophagus intraradices presentan cierta tolerancia al Cd,
ademas de desarrollar mas densidad radical en contraste con los girasoles no micorrizados como

se observa en la figura 14.

Cuadro 7.- Valores de concentracion en raiz de plantas de girasol (Helianthus annuus L.)
micorrizado (M) y no micorrizado (N) en suelo contaminado a diferentes concentraciones de Pb
y Cd.

Concentracion Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replical Replica2 Replica3
(mg-kg™) M M M N N N
0Pb ND ND ND ND ND ND
400 Pb 0.4000 0.4000 0.3200 0.3000 0.1000 0.1000
800 Pb 0.4800 0.7200 0.7200 0.2000 0.3200 0.3200
1000 Pb 0.4800 0.6400 1.0909 0.1000 0.1000 ND
ocd ND ND ND ND ND ND
37Cd ND ND ND 0.0066 0.0133 0.0066
60 Cd 0.0066 0.0066 0.0200 0.0066 0.0066 0.0133
120 cd 0.0466 0.0466 0.0200 0.0133 0.0133 ND
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En la figura 8 y el cuadro 8 se observa que la parte que presentd la mayor cantidad de Pb
acumulado fueron la raices de girasol micorrizados (1) que presentaron diferencias significativas

(a< 0.005) en contraste con los tratamientos no micorrizados.

Con respecto a los tratamientos de Cd no se presentaron diferencias estadisticas significativas (o>
0.005), aunque existen evidencias bioldgicas a nivel de raiz donde las raices son mas grandes en

comparaciéon con los tratamientos no micorrizados.

Cuadro 8.- Prueba de rangos muiltiples de la concentracion de Pb (1y 2) y Cd (3 y 4) en raices de
girasol.

Multiple Range Tests for Raiz by Metal

Method: 95.0 percent Tukey HSD
Metal Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

2 12 0.0326863 0.0499071 X
4 12 0.159524 0.0499071 XX
3 12 0.16509  0.0499071 XX
1 12 0.325261 0.0499071 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
1-2 * 0.292575 0.142725
3-4 0.00556667 0.142725

* denotes a statistically significant difference.

Means and 95.0 Percent Tukey HSD Intervals

0.43F ]
0.33F .

0.23 .

o Raiz
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-0.07}
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Metal

Figura 8.- Comparacion de los tratamientos de Pb (1y 2) y Cd (3 y 4) en raices de girasol.
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Concentraciones de Pb y Cd en parte aérea de girasol micorrizado y no micorrizado

La parte aérea de girasol no tiene capacidad de acumular Cd al adicionar micorrizas arbusculares,
como la capacidad natural de la planta para absorber este metal; los tratamientos expuestos al Pb
presentan una mejor capacidad de absorberlo con y sin la adicién de micorrizas arbusculares, en
este metal en particular las plantas micorrizadas presentan una capacidad fitoextractora mas
elevada ocasionada tal vez por la capacidad de Rizophagus intraradices de translocar los metales

pesados en la parte aérea de la planta.

Cuadro 9.- Valores de concentracion en parte aérea de plantas de girasol (Helianthus annuus
L.) micorrizado (M) y no micorrizado (N) en suelo contaminado a diferentes concentraciones de
Pby Cd.

Concentracion Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replical Replica2 Replica3
(mg-kg™) M M M N N N
0Pb ND ND ND ND ND ND
400 Pb 0.2000 0.3000 0.2000 0.2000 0.2000 0.1000
800 Pb 0.2000 0.2000 0.2000 0.1000 ND ND
1000 Pb 0.3000 0.3200 0.2000 0.1000 0.1000 ND
ocd ND ND ND ND ND ND
37Cd ND ND 0.0066 ND ND 0.0066
60 Cd ND ND ND 0.0066 0.0066 0.0133
120 cd ND ND ND 0.0066 0.0066 ND
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En la figura 9 y el cuadro 10 se observa que el girasol sin la adicion de micorrizas tiene la menor
concentracién de Pb, por lo tanto se puede inferir que la parte aérea de girasol micorrizado lo
absorbe mejor por lo que presenta diferencias estadisticas significativas (a< 0.005), caso contrario
al Cd donde no existieron diferencias estadisticas significativas (a> 0.005) esto debido que la

planta no tiene capacidad de absorber este metal.

Cuadro 10.- Prueba de rangos multiples de la concentraciéon de Pb (1y 2) y Cd (3 y 4) en parte
aérea de girasol.

Multiple Range Tests for Parte aérea by Metal

Method: 95.0 percent Tukey HSD
Metal Count LSMean LSSigma Homogeneous Groups

3 12 0.0332726 0.022383 X
4 12 0.0376893 0.022383 X
2 12 0.0431476 0.022383 X
1 12 0.161148 0.022383 X

Contrast Sig. Difference  +/- Limits
1-2 * 0.118 0.0640112
3-4 -0.00441667 0.0640112

* denotes a statistically significant difference.

Means and 95.0 Percent Tukey HSD Intervals
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Figura 9.- Comparacion de los tratamientos de Pb (1 y 2) y Cd (3 y 4) en parte aérea de girasol.
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Concentraciones de Pb y Cd en flor de girasol micorrizado y no micorrizado

En el cuadro 11 se muestra que la flor de girasol micorrizado presentd una tendencia inusual a
acumular el Pb mas que las plantas que no estuvieron asociadas a las micorrizas arbusculares, esto
es importante ya que los mecanismos que las plantas tienen para acumular dichos metales son
totalmente distintos, esto sugiere que la adicién de Rizophagus intraradices promueve la

translocacion de Pb no sélo a la parte aérea de la planta, sino que incluso a la flor.

En cambio el Cd lo acumula de manera reducida mejor que en los tratamientos no micorrizados

donde practicamente no se detectd.

Cuadro 11.- Valores de concentracidon en flor de girasol (Helianthus annuus L.) micorrizado (M)

y no micorrizado (N) en suelo contaminado a diferentes concentraciones de Pb y Cd.

Concentracién Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replical Replica2 Replica3
(mg-kg™) M M M N N N
0Pb ND ND ND ND ND ND
400 Pb 0.1000 0.2000 ND 0.1000 0.1000 0.1000
800 Pb 0.3000 0.2000 0.2000 0.2000 ND ND
1000 Pb 0.1000 0.1000 0.1000 ND ND ND
ocd ND ND ND ND ND ND
37Cd 0.0133 0.0133 0.0133 ND ND ND
60 Cd 0.0133 0.0266 0.0200 ND ND 0.0133
120 cd 0.0200 0.0200 0.0133 0.0066 0.0133 ND
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Se puede observar en la figura 10 y en el cuadro 12, a través del analisis estadistico que las flores
de girasol micorrizadas presentaron diferencias estadisticas significativas (a< 0.005) por acumular
la mayor concentracién de Pb, en comparacién con los tratamientos no micorrizados, en cambio
los tratamientos de Cd no presentaron diferencias significativas (o> 0.005) esto se puede explicar
debido a que la planta con o sin la adicién de Rizophagus intraradices no tiene capacidad de

absorber este metal.

Cuadro 12.- Prueba de rangos multiples de la concentracion de Pb (1y 2) y Cd (3 y 4) en flor de
girasol.

Multiple Range Tests for Flor by Metal

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Metal Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
4 12 -0.000560119 0.0205299 X
3 12 0.00943155 0.0205299 X
2 12 0.0461024  0.0205299 X
1 12 0.162769 0.0205299 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
1-2 * 0.116667 0.0587117
3-4 0.00999167 0.0587117

* denotes a statistically significant difference.

Means and 95.0 Percent Tukey HSD Intervals
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Figura 10.- Comparacion de los tratamientos de Pb (1 y 2) y Cd (3 y 4) en Flor de girasol.
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Las plantas expuestas al tratamiento de 1000 mg-kg™ de Pb presentaron sintomas de clorosis,

coloracion blanca en los pétalos de las flores y algunas de ellas pétalos apergaminados como se

puede observar en las fotos de la figura (11).

Fig. 11.- Efecto del Pb en las flores de girasol.

Las plantas de girasol expuestas a los tratamientos de Cd presentaron alteraciones morfoldgicas a
nivel de flor (fig. 12), ocasionado que hubieran girasoles de 2, 3 y 4 cabezuelas principalmente en
el tratamiento de 120 mg-kg™ de Cd, lo cual puede ser un efecto indicador de la planta al Cd como

lo reportd Pernia y col., (2008).

Fig. 12.- Efecto del Cd en las flores de girasol
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Las plantas de girasol sin la adicién de Rizophagus intraradices presentaron minimo crecimiento
radical, esto posiblemente debido a la toxicidad del Pb presente en el suelo, sin embargo la adicion

de micorrizas arbusculares reduce la toxicidad a la exposicién del Pb en la planta como se puede

observar en la figura 13.

Fig. 13.- Longitud de la raiz de girasol con y sin micorrizas a diferentes concentraciones de Pb.

Los girasoles que crecieron a diferentes concentraciones de Cd presentan mayor densidad radical
en comparacidon con los tratamientos de Pb (fig. 14), también es notorio que el tratamiento
micorrizado presenta mayor crecimiento radical que el tratamiento no micorrizado, podemos

inferir que Rizophagus intraradices tiene mejor tolerancia al Cd que al Pb.

Fig. 14.- Longitud de la raiz de girasol con y sin micorrizas a diferentes concentraciones de Cd.
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Discusion

De acuerdo a Kidd y col., (2007) la acidez del suelo es un pardmetro que determina la movilidad y
biodisponibilidad de los metales pesados en el suelo, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-RECNAT-2000 la acidez del suelo fue moderada y el porcentaje de materia organica muy
baja, estos factores en conjunto tuvieron efectos en la baja absorcidn de metales pesados en el

presente trabajo.

Volke y col., (2005) también mencionan que los metales pesados son méviles a un pH bajo, del
mismo modo la actividad y crecimiento de los hongos son afectados por el pH ya que la mayoria
de estos organismos tienen un rango optimo cuando el pH oscila entre 6.5 a 8.5, en el presente
trabajo se obtuvo un pH de 6.34 a 7.15, lo que demuestra que Rizophagus intraradices se
desarroll6 en un medio favorable que permitid un porcentaje moderado de colonizacidn

micorrizica para Pb y un porcentaje medio-alto para Cd.

La semilla de girasol tuvo un porcentaje de germinacién del 56-64% para los tratamientos
expuestos al Pb y del 48-60% para los tratamientos expuestos al Cd, los resultados demuestran
que la semilla de girasol puede germinar a mas altas concentraciones de Pb y Cd que las
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, ademas se observd
un efecto inhibitorio a los 120 mg-kg™ de Cd, Gutiérrez y col. (2011) atribuyen esto a una serie de

factores que estan presentes en el medio donde se desarrollan las semillas.

Las concentraciones de 800 mg-kg™ de Pb, 60 y 120 de Cd afectaron la germinacién disminuyendo
un 20% con respecto a los tratamientos sin Pb y Cd, esto puede significar que en elevadas
concentraciones de estos elementos la movilizacién de reservas de la semilla se vio afectada y por

lo tanto no crecioé el embrion (de la Rosa y col., 2008).

Con base en estos resultados se puede concluye que existieron diferencias en los porcentajes de
germinacidon en la semilla de girasol silvestre, ademds se obtuvo germinacién en todas las
concentraciones de Pb y Cd, que fueron mas altas que las reportadas por Gutiérrez y col. (2011),
con estos resultados existe evidencia de que la semilla de girasol silvestre puede ser sembrada en

suelos contaminados por metales pesados.
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El Cd a elevadas concentraciones inhibe el crecimiento del girasol, esto es reportado por Hasan y
col. (2009) quienes explican que también a bajas concentraciones se altera el metabolismo de la
planta, esto se puede constatar con las alteraciones morfoldgicas en flor en los girasoles que
estuvieron expuestos a este elemento, la adicion de micorrizas arbusculares contribuye al
crecimiento radical del girasol expuesto a diferentes concentraciones de Cd, esto es muy distinto a
los tratamientos no micorrizados donde la toxicidad del Cd es mas notable, observando un

desarrollo radical bajo y sintomas de clorosis como lo reporta Pernia y col. (2008).

La raiz de girasol inoculado con Rizophagus intraradices incrementd la adsorcion de Pb en
comparacién con los tratamientos no micorrizados esto ya ha sido reportado por Karimi y col.
(2011) donde explican que la asociacion de las micorrizas arbusculares depende de la planta y el
metal a tratar, ademds a mayor densidad y longitud de raiz las hifas permiten que las raices
exploren un volumen de suelo mas amplio aumentando el acceso a los metales que no estan

disponibles para las plantas no micorrizadas.

Esta diferencia en el crecimiento y longitud de la raiz es un indicador importante de la resistencia
del girasol al Pb, esto es similar a lo reportado por Azhar y col. (2006) quienes mencionan el efecto

fitotoxico del Pb en raices de girasol, que se refleja en una reduccidn de su longitud.

El girasol puede translocar de manera reducida el Cd y lo acumula principalmente en la parte
aérea y la flor, presentando un efecto indicador tal como lo reportado por Memon y col. (2001)
donde mencionan que las plantas pueden acumular metales pesados translocandolos en la parte

aérea de sus tejidos.

Entre las especies populares para la fitoextraccion estan el girasol y la mostaza de la india, debido
a su rapido crecimiento, alta biomasa, alta tolerancia y elevada acumulacién de metales asi como
de otros compuestos organicos, en base a esto el departamento del medio ambiente de Canada ha
desarrollado una base de datos (PHYTOREM) de 775 plantas con capacidad de acumular o
hiperacumular 1 o varios elementos (Hooda, 2007), reportando al girasol como planta
hiperacumuladora para Cd, Cr y Ni (de la Rosa y col., 2008; Turgut y col., 2004) sin embargo en
estos estudios se hizo uso de soluciones quelantes las cuales incrementaron la absorcién vy

acumulacién del Cd.
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En el presente estudio la adicion de micorrizas arbusculares mostré leves mejoras a altas
. -1 . . .
concentraciones (60 y 120 mg-kg ') de Cd respectivamente, con base en las condiciones del suelo,

pH moderadamente bajo y minimo porcentaje de materia orgdnica, se puede inferir que esto fue

una limitante en la disponibilidad del Cd para este trabajo.

Los resultados espectrofotométricos muestran que la mayor cantidad de Pb acumulado se da a
nivel de raiz, posteriormente se concentran a nivel de tallo, hoja y flor, esto ocurre principalmente
al incrementar la concentracidn de contaminante, esto difiere a lo reportado por Adewole y col.,
(2010), quienes realizaron un experimento de acumulacién de Pb en girasol, donde la mayor

acumulacidn de este metal se localiza en la parte aérea de la planta.

El experimento de la raiz micorrizada presentd los valores maximos de concentracidén obtenidos en
las concentraciones de 400, 800 y 1000 mg-kg™ de Pb, alcanzado valores de 0.4000, 0.4800, 0.7200
y 1.0909 mg-kg™ respectivamente, lo cual demuestra la capacidad fitoextractora de la planta de
girasol, tomando en cuenta que los valores para corroborar que esta planta es hiperacumuladora
son de >1.000 mg-kg™ de Pb, esto predomina en los tratamientos dénde la planta se le adiciond

Rizophagus intraradices y se encuentra expuesta a elevadas concentraciones de Pb.

Las plantas de girasol que estuvieron expuestas a diferentes concentraciones de Cd presentaron
diferencias de absorcién con y sin la adicién de Rizophagus intraradices, en el caso de la raiz los
resultados de los tratamientos micorrizados demuestran que en la concentracién de 37 mg-kg™ de
Cd la planta no absorbe el metal, y conforme se va incrementando la concentracion de metal lo va
acumulando pero muy reducido, tomando en cuenta que los valores de Cd en las plantas
hiperacumuladoras son de >100 mg-kg™* de Cd, y que la planta reacciond a la presencia de metal se

puede inferir que el girasol es una planta indicadora para detectar la presencia de Cd en el suelo.
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Un caso muy distinto en las muestras de flor donde la adicion de Rizophagus intraradices tiene el
efecto en el girasol de incrementar la absorcién y posterior translocacién minima de Cd hacia la
flor, dénde es muy diferente al caso no micorrizado que practicamente el metal no se transloca y
se queda en tallo y raiz, esto posiblemente se deba al efecto que las micorrizas arbusculares tienen
en el suelo, como lo reportado por Rabie (2005), donde explica que en suelos muy contaminados
las micorrizas arbusculares reducen la concentracién de metal para proteger a la planta de la

toxicidad del metal.
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Conclusiones

El girasol tiene capacidad acumuladora para el Pb, disminuyendo la concentraciéon de este metal
en el suelo.

A elevadas concentraciones de Pb (1000 mg-kg') la planta tiende a comportarse como
hiperacumuladora.

El girasol presentd malformaciones en flor en presencia de Cd con y sin la adicién de micorrizas
arbusculares.

El girasol presentd capacidad de absorber, translocar y acumular Cd, la mayor acumulacién fue a
nivel de flor.

La semilla de girasol presenta porcentaje de germinacion del 64 al 72%.

La semilla de Helianthus annuus L. puede tolerar y desarrollarse en suelos contaminados con Pb y
Cd.

El porcentaje de colonizacién micorrizica es del 44 al 47% en los tratamientos de Pb, pero se
incrementa ligeramente conforme aumenta la concentracion del elemento.

En presencia del Cd el porcentaje de colonizacién micorrizica es del 72% y disminuye conforme
incrementa la concentracion del elemento.
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