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NOMENCLATURA UTILIZADA

ABSORCION: Introduccion o disminucion de una especie dentro o a través de otra.

Mecanismo de transporte de una sustancia dentro de un cuerpo.

ADSORCION: Término empleado para definir la concentracion de moléculas
seleccionadas en la superficie de un cuerpo sélido, como cuando las materias colorantes

se adhiere a una fibra.

BIOMERREMDIACION: Es el proceso en el que se emplean organismos bioldgicos

para resolver problemas especificos medioambientales, como la contaminacion.

BIOACUMULACION: Proceso por el cual organismos que viven en un medio que
contiene una concentracion relativamente baja de una sustancia quimica pueden llegar a
acumular en sus tejidos dicha sustancia, alcanzando concentraciones considerablemente
mas altas que las existentes en el medio, con el consiguiente perjuicio para la salud del

organismo.

ESPORAS: Término que define un cuerpo organico mindsculo que consiste de una
célula o de un grupo de varias células y que se desarrolla en forma de un nuevo

individuo.

FITORREMDIACION: Es una técnica de remediacion ambiental que hace referencia
a varios usos de las plantas y arboles para descontaminar suelos contaminados mediante

la extraccion de los contaminantes del suelo y del agua.

GLOMALINA: Molécula proteica originada de exudados que producen la mayoria de

los hongos micorrizicos arbusculares.

HIFA: Elemento filamentoso. Uno de los filamentos en forma tubular del micelio de un

hongo.

HONGOS: Organismo del reino de los hongos. No contienen clorofila ni almidén y

viven de materias organicas.
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MICORRIZA: Asociacion simbidtica entre las hifas de algunos hongos y las raices de
plantas superiores. Facilitan la absorcion de nutrientes del suelo tanto al hongo como a

la planta.

QUELATO: Estructura molecular en la que los iones metalicos se hallan unidos a un

compuesto organico bidentado por valencias residuales.

TOLERANTES: Especies que pueden crecer o soportar determinadas condiciones

ambientales, generalmente adversas como sequias, contaminantes.

TOXICO: Agente o sustancia que actla como veneno. Sustancias o desechos que
pueden causar la muerte o lesiones graves o dafios a la salud humana, si se ingieren o
inhalan o entran en contacto con la piel. Sustancia perjudicial para los organismos

VIiVOs.
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RESUMEN

En el presente estudio se efectué un experimento con plantas de helecho crespo
(Nephrolepis sp.) y avena (Avena sativa) inoculadas y no inoculadas con dos aislados de
hongos micorrizicos arbusculares (Pacispora sp. y Glomus mosseae), para determinar la
influencia y contribucién de especies de micorriza en la tolerancia a contaminacion por
arsénico, adicionalmente se incluyd el fésforo como elemento competidor en la toma de
arsénico por parte de la planta. En el ensayo se establecieron tratamientos con la
combinacion de dos concentraciones de arsénico 100 y 50 mg/Kg, tres de fosforo 0, 25
y 50 mg/Kg vy las especies de micorrizas mencionadas. Las macetas fueron mantenidas
durante ocho semanas y al finalizar el experimento se cuantificd el porcentaje de
colonizacién micorrizica, la biomasa aérea de las plantas, la concentracion de fosforo y
la concentracion de arsénico en las hojas de helecho y avena. De acuerdo con los
resultados, se encontro una diferencia significativa entre los tratamientos y se determind
que las especies de micorrizas estudiadas contribuye de manera positiva en la absorcion
de arsénico y su traslocacion hasta las hojas, asi como también aumentd la biomasa
aérea en macetas inoculadas de las plantas hospederas mostrando el aporte al desarrollo
de las plantas en sustratos con altas concentraciones de arsenico. Adicionalmente se
determin6 que al existir mayor concentracion de fosforo en suelo, la concentracion de
arsenico en las plantas es menor y viceversa por lo que este elemento es un limitante en
la dinamica del arsénico. Referente al hospedero se establecié que la avena muestra
mejor respuesta en el ensayo junto con la especie de micorriza Pacispora sp. Se efectud
también la extraccion de glomalina de las macetas con inoculacion demostrando la
produccién de esta proteina por parte de las micorrizas estudiadas y se identificd la
presencia de arsénico en su estructura determinandose que contribuye a la captura del
contaminante. Finalmente se establece que los resultados del estudio demuestran que la
inoculacion de las dos especies de hongos micorrizicos arbusculares contribuye a la

absorcion y tolerancia de arsénico en las plantas de avena y helecho.

Palabras clave: Hongos micorrizicos arbusculares, inoculacion, Pacispora sp., Glomus

mosseae, arsénico, fosforo, hospedero.
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ABSTRACT

In the present study a experiment was realized with plants of fern (Nephrolepis
sp.) and oat (Avena sativa) inoculated and no inoculated with two isolated of arbuscular
mycorrhizal fungi (Pacispora sp. and Glomus mosseae) to determine the influence and
contribution of micorrhizal species in the tolerance to contamination for arsenic.
Additionally was included the phosphorus like competitor element in the taking of
arsenic for the plant. In the practice the treatments was establishment with the
combination of two arsenic concentrations 100 y 50 mg/Kg, three of phosphorus 0, 25
and 50 mg/Kg and mycorrhizal species. The gavels were maintained during eight weeks
and when concluding the experiment was evaluated the percentage of mycorrhizal
colonization, air biomass of the plants, concentration of phosphorus and concentration
of arsenic in the fern and oat leafs. In accordance with the results, a significant
difference among the treatments was founded and was determined that the mycorrhizal
species contribute in a positive way in the arsenic absorption. Also the air biomass
increased in inoculated gavels this showed the contribution to the development of the
plants in environmental with high arsenic concentrations. Additionally was determined
when existing bigger phosphorus concentration the arsenic concentration in the plants is
smaller for this performance this element is a limitant in the dynamics of the arsenic.
Respect to the host was estableshment that the oat shows better answer in the
experiment together with Pacispora sp. Also was made the extraction of glomalin of the
gavels with inoculation demonstrating the production of this protein for a studied
species of mycorrhizal and the arsenic presence was identified in your structure. This
comportment determined the contribution of glomalin in the capture of the pollutant.
Finally in this study was demonstrated that the inoculation of the two species of
arbuscular mycorrhizal fungus contributes to the absorption and arsenic tolerance in the

plants of oat and fern.

Palabras clave: Arbuscular mycorrhizal fungi, inoculate, Pacispora sp., Glomus

mosseae, arsenic, phosphorus, host.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

La contaminacién ambiental ocasionada por compuestos téxicos ha sido una
problematica importante a nivel mundial y también constituye un factor significativo a

estudiarse en nuestro pais.

Actualmente la contaminacion por arsénico ha sido uno de los problemas mas
peligrosos de tratar, ya que la alta concentracién de este elemento puede causar varios
problemas ambientales y de salud a organismos expuestos. En lugares con alto
contenido de arsénico, tanto en agua como en suelo, se han llevado a cabo programas de
remediacion, siendo asi el caso de accidentes de Bhopal o Chernobyl (OMS, 2006).
También es conocido el caso de Bangladesh, que actualmente enfrenta el
envenenamiento accidental de al menos 85 millones de sus 125 millones de habitantes

debido a la contaminacion del agua de consumo con arsénico.

En nuestro pais, uno de los problemas mas serios de contaminacion por
arsenico se encuentra en el area de Papallacta, en donde la alta concentracion de este
elemento se ha vuelto un factor determinante para la posible afectacion de flora, fauna y

poblacion humana del lugar.

Se han efectuado estudios por De la Torre et al. (2004), para analizar la
situacion ambiental de las zonas afectadas por el derrame de petroleo ocurrido en el
2003 por rotura del SOTE en el sector Sucos - San Juan, ubicado en la Reserva
Cayambe Coca. Estos estudios han sido Gnicos en su tipo, determinandose la presencia

de arsénico en la zona.

Este grupo de investigacion de la Escuela Politécnica Nacional, detecto
concentraciones de arsénico muy altas comparadas tanto para el limite permitido por el
TULAS (Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria) que es de 0.05 mg/L
para agua; como para lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

que es de 0.001lmg/L. Se determiné que existen niveles de hasta 10.56 mg/L en



muestras de aguas termales de la cuenca del rio Tambo, 3.94 mg/L en el reservorio de

Aguas termales “Jamaco” y 0.67 mg/L en la Laguna al lado oeste.

En sitios proximos a la desembocadura del rio Tambo en la Laguna de
Papallacta, se determind que en suelo removido existe una concentracién de arsénico de
98.6 mg/Kg. En suelo bajo la remocion se encontrd una concentracion de 163.9 mg/Kg,
en la entrada a la laguna 39.3 mg/Kg y en suelo alejado de la laguna 74.98 mg/Kg,
siendo estos valores mayores a los permitidos para suelos de uso agricola seguin lo
establecido por TULAS que es de 5mg/Kg.

Segun los anélisis del grupo de investigacion liderado por De la Torre, la
concentracion de arsénico en el area de Papallacta es alta y sugiere ser originada por la
estructura geologica del suelo y sedimentos de la zona, los cuales corresponden a una

formacion volcanica.

Analisis mineraldgicos confirman su origen volcanico, por presencia de
silicatos de magnesio, andesita, sanidina, enstatita y el registro de la presencia de trazas
de pirita, en proceso de oxidacion y de o0xidos de hierro, ademas tambien la estibnita y
la arsenopirita compuestos comunmente encontrados en yacimientos de origen

hidrotermal en el Ecuador.

En base a la informacion que se presenta sobre el grado de contaminacion de
arsenico en Papallacta, es necesario y emergente plantear nuevos estudios que permitan
tratar el suelo contaminado, buscando aplicar nuevas metodologias de biorremediacion,
dentro de las cuales la asociacion de especies vegetales y microorganismos es una
herramienta clave, en donde los hongos micorrizicos arbusculares han desempefiado un
papel importante en la estabilizacibn de plantas en ambientes contaminados

contribuyendo a la detoxificacion de suelos.



1.2 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La problemética actual de contaminacidn por arsénico en nuestro pais requiere
del estudio de nuevas metodologias de biorrecuperacion que provean una solucion

practica a este inconveniente ambiental.

Las metodologias clasicas de recuperacion de suelos contaminados incluyen
tratamientos quimicos y fisicos que resultan muy costosos, de eficacia moderada y
pueden llegar a destruir la estructura del suelo asi como su fertilidad, o incluso esparcir
la contaminacién a sitios no contaminados (Alloway, 1993). Actualmente se ha aplicado
técnicas de biorremediacion que han ayudado mucho en el tratamiento de contaminantes
como en el caso del arsénico, constituyéndose una técnica alternativa efectiva, amigable

para el ambiente y de bajo costo recurriendo a sistemas bioldgicos (Chaney et al., 1997).

Dentro de estas técnicas, la fitorremediacion es una herramienta muy usada que
utiliza plantas en la recuperacion de suelos contaminados. Se ha utilizado varias
especies vegetales con caracteristicas de resistencia, transformacion e hiperacumulacion
de compuestos arsenicales; sin embargo existen ciertas limitaciones para el crecimiento
y desarrollo de las plantas debido al efecto toxico que puede presentar el arsénico, por lo
que es necesario introducir sistemas bioldégicos como la simbiosis entre hongos

micorrizicos y las plantas (Lovley y Coates, 1997).

En este contexto los hongos micorrizicos arbusculares juegan un papel muy
importante en la dinamica del arsénico en el sistema suelo—planta. A través de varios
trabajos de investigacion se ha podido demostrar que este tipo de hongos simbiontes
puede proveer resistencia de las plantas hospederas a la toxicidad por arsénico e incluso
a concentraciones altas de metales pesados (Sharples et al., 1999). Este proceso se da
mediante complicados mecanismos selectivos de unién o de completa inmovilizacion de

toxinas por parte de los hongos micorrizicos (Leyval et al., 1998).

Por lo nombrado anteriormente, se ha establecido que los hongos micorrizicos
prestan varios beneficios, pudiendo ser usados para potencializar programas de
fitorremediacion. Entre las plantas hospederas mas usadas estan especies como

Trifolium repens, Nicotiana tabacum, Helianthus annus, Lycopersicum, Holcus lanatus



y Pteris vittata que es una especie de helecho que presenta mayor tolerancia a
concentraciones elevadas de arsénico considerandolo uno de los mayores
hiperacumuladores (Abid et al., 2005).

Con base en lo anterior, la investigacion busca un mejor conocimiento de la
dindmica de la simbiosis en condiciones de contaminacion por arsénico para conseguir
una nueva herramienta para la remediacion ambiental. Conocer la influencia de la
colonizacién del hongo en la planta, la interaccion del arsénico con factores abioticos
externos y la capacidad de absorcion del elemento toxico en las especies vegetales

estudiadas.

Adicionalmente de los resultados que arroje el estudio se podran plantear
nuevas lineas de investigacion que permitan establecer soluciones para problemas de
contaminacion con arsénico basados en el uso de plantas con asociacion de hongos
micorrizicos propios del suelo. La investigacion constituiria también una base para otros
estudios de problemas ambientales que se presentan en la actualidad en la industria
petrolera por derrames de hidrocarburos asi como compuestos aromaticos y de
explotacion minera en donde existe alto grado de contaminacidn por metales pesados en
la zonas de extraccion, todos estos con un impacto ambiental en el ecosistemas naturales

y afectacion directa a la poblacion de nuestro pais.



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo General

Estudiar la influencia de dos aislados de hongos micorrizico arbusculares en la
tolerancia de helecho crespo Nephrolepis sp y avena Avena sativa a suelos

contaminados con arsénico.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la colonizacion radical de dos especies de hongos micorrizicos
arbusculares en Nephrolepis sp. y Avena sativa.

e Determinar la influencia de arsénico vs. fosforo en el desarrollo de Nephrolepis sp.
y Avena sativa.

e Demostrar la captura de arsénico por parte de la glomalina producida por las
especies de hongos micorrizicos estudiadas.

e Medir la concentracion de arsenico en hojas de Nephrolepis sp. y Avena sativa.



1.4 MARCO TEORICO

1.4.1 Arsénico en el ambiente.

El arsénico es un metaloide que se encuentra ampliamente distribuido en la
corteza terrestre con una concentracién media de 2 mg/Kg y esta presente en cantidades
infimas en todo tipo de rocas, suelos, agua y aire; este tipo de elemento puede existir en
cuatro estados de valencia: -3, 0, +3 y +5, en condiciones de reduccién; la forma
predominante es el arsenito (As I11); el arsenato (As V) suele ser la forma estable en
condiciones oxidadas. El arsénico elemental no es soluble en agua, en cambio las sales
de arsénico tienen una amplia gama de solubilidades en funcion del pH y de las
condiciones i6nicas (Gomez-Caminero et al., 2001).

En aguas superficiales y subterraneas el arsénico comunmente se encuentra en
estado de oxidacion +5 (arseniato) y +3 (arsenito) y en suelos el arsénico puede
afiadirse en forma de diferentes compuestos, tanto de caracter inorganico: arsenito y

arsenato, como organico (Carbonell, 1995).

El Arsenato (As™) es la especie estable en condiciones habituales de aireacion
(Deuel y Swoboda, 1972). En condiciones naturales de pH, el As™ existe en disolucion
como H,AsO4 y HAsO,? (pKal=2.3, y pKa2=6.8 y pKa 3=11.6). En este estado de

oxidacion, el Arsénico es retenido por el suelo (Calvo et al., 2003).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el arsénico es un elemento que esta
ampliamente distribuido en gran nimero de minerales y las mayores concentraciones,
en general, se dan en forma de arseniuros de cobre, plomo, plata y oro o como
impurezas en sulfuros y los principales minerales que contienen arsénico son

arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AssS4) y oropimente (As,S3).

El contenido de arsénico de la corteza terrestre esta entre 1.5y 2 mg/Kg, siendo
el elemento nimero veinte en la lista de los elementos mas abundantes (N.A.S., 1977).
Aunque el arsénico es estable en condiciones reductoras (forma trivalente), no es
frecuente encontrarlo en su estado fundamental. La forma oxidada, arsenato, aunque es

la mas abundante en la naturaleza (se encuentra normalmente en depdsitos



sedimentarios), esta fuertemente enlazada a los minerales del suelo, particularmente a
los Oxidos e hidroxidos metélicos coloidales, mediante enlaces ionicos (Wauchope,
1983). La forma arsenato, estd escasamente disponible para la planta, no alcanzando
concentraciones superiores a 1 mg/Kg de arsénico. Los suelos sin contaminar contienen
entre 0.2 y 40 mg/Kg de arsénico, mientras suelos que han sido tratados con este

elemento pueden contener méas de 550 mg/Kg (Walsh y Keeney, 1975).

Otras zonas donde se dan con frecuencia altas concentraciones de arsénico son
las areas de actividad geotérmica notable (Lancaster et al., 1971), asi como los suelos

procedentes de roca madre de origen volcanico (Ferguson y Gavis, 1972).

Segun Carbonell (1995), las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo son
importantes para el control de su capacidad adsortiva y la disponibilidad de arsénico a
las plantas. Una amplia variedad de compuestos de arsénico se pueden absorber por las
plantas, pero tienen diferentes efectos toxicos. Las transformaciones que se producen en
el suelo y la disponibilidad de estos compuestos son dos factores importantes para la

contaminacion del sistema suelo-planta.

1.4.2 Arsénico en plantas.

La fitotoxicidad del arsénico viene determinada por la forma quimica presente
en el suelo. El arsenito es mas fitotoxico que el arsenato y ambos son mucho mas
fitotoxicos que el metanoarsoniato monosodico (MSMA) vy el &cido cacodilico (CA)
(Carbonell, 1995)

Woolson (1973), determind que la textura del suelo es un factor importante en la
fitotoxicidad del arsénico afiadido al suelo. Altas proporciones de arsenato de calcio
aplicadas desembocan en residuos de arsenato en suelos de textura gruesa. Estos
residuos causan reduccion en el crecimiento de varias plantas incluyendo algodon, soya
y arroz. Se ha establecido que cuando los suelos presentan un pH cercano a 5, el
arsenico en forma de arsenato representa una fuente toxica, ya que se encuentra en
forma absorbible por la planta. La absorcion del arsenato varia entre especies vegetales,

en general, la raiz presenta concentraciones mas altas de arsénico en relacion con hojas



(Olson et al., 1940).

Segun Meharg y Macnair (1990), todos los aniones son fuertemente adsorbidos a
la superficie de la membrana radical, posteriormente sigue una conduccion metabdlica,
una transferencia selectiva al simplasto y, por Gltimo, son transportados a la parte

superior de la planta.

En particular, la adsorcién del arsenito y del arseniato en la superficie radicular
externa es bastante rapida e intensa, obteniéndose de esta forma concentraciones muy
altas de arsénico en las raices de plantas que se desarrollan en cultivo hidropdnico
(Wauchope, 1983).

Se ha establecido que la toma de arsenato se relaciona directamente con la
cantidad de fosforo presente en el suelo, ya que se asume que en la planta los dos
elementos siguen la misma ruta de fitoabsorcion, esto se debe a que el arsenato y el
fosfato son quimicamente similares, presentan caracteristicas semejantes en el sistemas
de transporte y compiten por los mismos sitios en los suelos (Clements y Munson,
1947).

Segun Wauchope (1983), una vez que el arsénico ha sido absorbido por la
planta, los compuestos de dicho elemento (particularmente como arsénico
pentavalente), fluyen a través de la planta en pocas horas, moviéndose tanto simplastica
(transporte activo de citoplasma a citoplasma) como apoplasticamente (transporte

extracelular).

El mecanismo de transporte de los compuestos arsenicales por la raiz u hojas

segun Wauchope (1983), incluye las siguientes etapas:

Raiz — xilema — hojas — floema

Hojas — floema — raices, parte aérea, Xilema.

El transporte de arsenito desde las raices esta limitado por su alta toxicidad para
las membranas radiculares. El arsenato es mas rapidamente adsorbido y traslocado,

debido a su menor toxicidad para las raices; de tal forma, que si se trabaja con



cantidades no letales de este Ultimo compuesto, se pueden observar concentraciones

similares tanto en hojas como en raices.

Existe una gran controversia sobre el efecto que produce la adicién de fésforo en
la captura o absorcién de arsénico. Segun Carbonell (1995), a niveles de arsénico
comparables a los del suelo, la adicion de fésforo aumenta significativamente el
contenido de arsénico en la planta; sin embargo, el efecto de arsénico sobre el fosforo
no es consistente. La cantidad de fésforo en la disolucidn del suelo parece gobernar la
toma de arsénico en la planta, porque cuando la concentracién de fosforo en la solucién

del suelo es alta, la absorcién de arsénico se reduce.

1.4.3 Mecanismos de tolerancia en vegetales.

El mecanismo de tolerancia en plantas hiperacumuladoras de arsénico involucra
la disminucion en absorcion de arsenato relacionado a la supresion del sistema de
absorcion de alta afinidad de fosfato, el secuestro en la pared celular y la
compartamentalizacion en la vacuola. Estos factores son los responsables de la

detoxificacion en plantas (Meharg y Macnair, 1992).

Los efectos que causa el arsénico en plantas tienen relacion con el fosforo. La
molécula de fosfato es analoga del arsenato y presentan un mecanismo parecido de
transporte hacia la planta, por lo que el arsénico inhibe la ruta de formacién del ATP, al
reemplazar al fosforo. Ademas, se ha establecido que se detiene el desarrollo radical en
la planta disminuyendo el transporte de nutrientes del suelo. Adicionalmente se
determinan efectos en frondas con amarillamiento incluso necrosidad de las mismas y
cuando los niveles de este elemento son muy altos en la planta se evidencian dafios

genotoxicos en las células (Wauchope, 1983).

Los mecanismos de tolerancia al arsénico que se han desarrollado en algunas
especies vegetales, no han sido esclarecidos totalmente; sin embargo, lo que se conoce
es que la tolerancia a arsénico esta dada por la relacion fosfato-arsenato en la planta y
con los diversos mecanismos de transportes de estos hacia la misma. Adicionalmente, se

han propuesto algunas teorias que indican que se activa el sistema fenolico de defensa



de las plantas produciéndose fitoquelatinas que forman una molécula denominada
glutation, tales fitoquelatinas pueden detoxificar el arsénico en suelos contaminados en
ambientes acidos (Schutzendubel, 2002). Meharg y Hartley-Whitaker (2002), sostienen
que es posible que los complejos formados de fitoquelatinas y arsénico sean
secuestrados en vacuolas de las células vegetales y almacenados para disminuir la

toxicidad de este compuesto.

En contribucién con estas ideas, Prasad (1999) presenta un esquema del posible
mecanismo de detoxificacion de metales en plantas, en donde se nombra algunas
biomoléculas que intervienen. Ha establecido que se dan varios mecanismos inicidndose
con la induccion de proteinas mediante biomoléculas como metaloteonina,
fitoquelatinas, ferritina y proteinas termoresistentes; un siguiente mecanismo de
induccidn y activacion de enzimas antioxidantes donde intervienen catalasas, dismutasa
superoxidasa y glutation peroxidasa y finalmente se produce un alto nivel de &cidos
organicos mediado por moléculas como fitato, malato, citrato, oxalato, succinato entre

los principales.

Es necesario también, tomar en cuenta que evolutivamente se han establecido
genotipos de plantas que presentan en su contenido genético informacion que les
permite desencadenar todo un mecanismo complejo de tolerancia a compuestos toxicos
(Meharg et al., 1990), lo cual les proporciona una ventaja para desarrollarse en suelos

con contaminantes a diferencia de las especies no resistentes.

Algunas especies de plantas no tolerantes al arsénico presentan como sintomas
visibles: disminucion en crecimiento, clorosis, necrosis en hojas, senescencia y muerte.
La toxicidad por arsénico, induce disminucion en la integridad de membranas de
mitocondrias, aparato de Golgi, inhibicion de enzimas de actividad desconocida y
enzimas de la biosintesis de clorofila de la cadena de transporte fotosintético de

electrones y de fosforilacion (O’Neill, 1991).

1.4.4 Transformacion de arsénico mediada por microorganismos.

El uso de microorganismos y las asociaciones que estos presentan con algunas
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especies vegetales constituyen una herramienta biotecnologica con amplias aplicaciones

a nivel de programas de remediacion.

Se han registado muchos trabajos en donde se comprueba la contribucion de
dichas asociaciones en suelos contaminados, interviniendo también en el ecosistema del

suelo cerca de las raices de las plantas mostrando interacciones con demas organismos.

Se pueden encontrar especies de la rizésfera como Rhizobium, Azospirillum,
Azotobacter y Frankia; sin embargo, la que mas sobresale es la simbiosis entre hongos
micorrizicos arbusculares con plantas superiores, la cual se proyecta como una
estrategia novedosa y eficaz de remocion de compuestos toxicos peligrosos como el
arsénico (Gonzalez-Chavez et al., 2004).

Las transformaciones de arsénico realizadas por microorganismos estan dadas
mediante reacciones de oxidacion y metilacion, este mecanismo esta involucrado en la

redistribucion de este elemento en la tierra y su ciclo global.

La oxidacion como tal involucra la conversion de la molécula toxica AsO;" a la
menos toxica AsO,>. En bacterias se da la metilacién de arsénico inorganico la cual es
mediada por la formacion de metano en bacterias metanogénicas, estableciéndose que

este podria ser su mecanismo de detoxificacion.

Dicho mecanismo involucra la reduccién de AsO,> a AsO,’, seguida por una
metilacion hasta dar la dimetilarsina. Los hongos también son capaces de transformar
compuestos de arsénico en forma inorganica u organica en metilarsinas volatiles como
se muestra en la figura 1.4.1. Esta via se da aerébicamente por la reduccion de AsO,* a
AsO,, seguido de varios pasos de metilacion produciendo trimetilarsina, consiguiendo
finalmente moléculas de arsenobetaina que es una de las especie arsénical menos
toxicas (Phillips, 1990).
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Figura 1.4.1: Via principal de reduccion y metilacion de arsénico mediada por hongos
(Phillips, 1990).

1.45 Micorriza

Harley y Smith (1983) y Brundrett (1991) mencionan que las micorrizas son
asociaciones mutualistas entre hongos del suelo y raices de las plantas. Los hongos que
intervienen son miembros de los Basidiomicetos, Ascomicetos y Zigomicetos, y las
plantas que intervienen en la asociacion simbiotica como hospederas son la mayoria de

tipo vasculares.

Se considera practicamente una simbiosis universal, porque casi todas las
especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas y debido a que puede estar

presente en la mayoria de los habitats naturales.

Se estima que aproximadamente el 95% de las especies vegetales conocidas
establecen de forma natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del suelo
(Borrego, 1999). Segun Harley y Smith (1983), el término simbiosis es la relacion de

interdependencia mutualista, donde la planta hospedera recibe nutrientes minerales
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mientras que el hongo obtiene fotosintéticamente derivados de componentes de
carbono, todo mediante una interaccién raiz-hongo-suelo, denominada asociacién

micorrizica.

Existen siete diferentes tipos de asociaciones micorrizicas reconocidas que
abarcan diferentes grupos de hongos y plantas hospederas segun como se muestra en la
tabla 1.4.1 (Harley y Smith, 1983):

Tabla 1.4.1: Tabla de diferencias entre los tipos de hongos micorrizicos arbusculares
(Harley y Smith, 1983).

Ti Micorriza Ecto Ectoendo Micorrizas Micorrizas Micorrizas Micorrizas
Ipo
P arbuscular | micorrizas | Micorrizas | arbutoides | monotropoides ericoides | Orquidioides
Hifas
-(+) + - + - + + +

Septadas
Hifas en

+ - + + + +
Células
Hifas

+ - - - - - +
Enrolladas
Arbdsculo + - - - - -
Manto - +(-) +(-) + + §
Red Hartig - + + + + -
Vesiculas + - - - - - -

Plantas Gimnospermas Arbutus Monotropaceae ) )
Plantas . Ericales Orchidaceae
Vasculares Angiospermas Pyrola

Clorofila + + + +- - +
Hongo Glomero- Mayoria Basidiomicetos, pero algunos Asco- y Zigo Asco- (Ba Basid-
Nota: - = ausencia, + = presencia, (+)= algunas veces presente, (-)= algunas veces ausente, +- = presente o ausente, Glomero-

=Glomeromicetes, Basid- = Basidiomicetos, Asco- = Ascomicetos, Zigo = Zigomicetos.

1.4.5.1 Morfologia de la Micorriza arbuscular

La micorriza arbuscular tradicionalmente fue denominada endomicorriza o
micorriza endotréfica asi como micorriza vesiculo arbuscular y solia ser abreviada
como MVA, sin embargo se tomé en cuenta que no todos los hongos son capaces de

producir vesiculas (Brundrett, 1999); por este motivo Klironomos 2000, sugirié que el
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término se reemplace por el de micorriza arbuscular, ya que especies dentro de la
familia Gigasporaceae (Gigaspora y Scutelospora), no forman estructuras vesiculares,
sino solo arbusculares, por lo cual se tomard la denominacién Micorriza Arbuscular
(MA).

Segun Bago et al. (1998), la asociacién MA involucra a hongos Zigomicetos del
orden de los Glomales y las raices de gran diversidad de plantas, las estructuras

presentes en la micorriza arbuscular se puede dividir en:

A. Estructuras en raices

e Hifas: éstas son no septadas cuando son jovenes y se ramifican dentro del
cortex.

e Arbusculos: intrincadamente ramificados en células del cortex.

e Vesiculas: estructuras de almacenamiento que se forman en algunos

géneros de estos hongos.

B. Estructuras en suelo

e Micelio: una red abundante de hifas en el suelo cuya funcion es auxiliar
en la absorcion y transferencia de nutrientes del suelo a la raiz.

e Esporas: estructuras asexuales esféricas (20-100 um de diametro), éstas
se forman en puntas finales hifales en el suelo 0 mas raramente en raices

(algunas especies micorrizicas).

1.4.5.2 Taxonomia

La taxonomia de los HMA ha sido dificil de analizar claramente, debido a la
incapacidad de propagar este tipo de hongos bajo condiciones in Vitro, como resultado
no se conoce el ciclo completo de vida de estos hongos. Por esta razén, por mucho
tiempo la taxonomia se basé en la morfologia de sus esporas principalmente

(Gerdermann y Nicholson, 1963).
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En 1986, Walker considera la forma de germinacién y las caracteristicas de las
paredes de las esporas para la clasificacion de HMA, posteriormente en 1990, Morton y
Benny crean el orden de los Glomales, donde se agruparon a todos los hongos

formadores de micorriza arbuscular.

Estudios posteriores en el 2001 de Schubler et al. y en el 2004 por Oehl y
Sieverding, consideraron caracteristicas moleculares, morfologicas y ecoldgicas para

ubicar a los hongos arbusculares en el Phylum Glomeromycota (Tabla 1.4.2).

Tabla 1.4.2: Clasificacion actual de los hongos micorrizicos arbusculares (Schubler et
al., 2001; Oehl y Sieverding, 2004).

SUBDIVISION: Glomeromycota

CLASE: Glomeromycetes

ORDEN FAMILIA GENERO
Glomerales Glomeraceae Glomus
Pacispora

Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora y Scutellospora
Acaulosporaceae Acaulospora y Entrophospora
Gerdemanniaceae Pacispora (=Gerdemannia)
Diversisporaceae incertae sedis (Glomus Grupo C) ined.

Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus

Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon peiforme
Archaeosporaceae Archaeospora

1.4.5.3 Descripcidn de especies de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en estudio.

Glomus mosseae

.;\
Figura 1.4.2: Espora de Glomus mosseae BEG 132, 40x. (Navas, 2006)
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Es una especie de HMA perteneciente al orden de los Glomerales, familia
Glomeraceae y genero Glomus. Este tipo de hongos presenta esporas de color café
anaranjado o café amarillento, de tamafio aproximado a 100-260 um, cuya pared tienen
varias laminas. Forma hifas intraradicales, arbusculos y vesiculas, sus hifas son de 3 - 6
um y crecen generalmente en forma paralela al eje de la raiz, las vesiculas se producen

esporadicamente, pero aumentan cuando la micorriza envejece (INVAM, 1999).

Esta especie de hongo puede presentar también esporas con peridium que es una
estructura que las rodea es 10 - 38 um de espesor, en hifas robustas (8 - 18 um entre las
paredes 1.6 - 3.5 um de espesor) mezclados con muchas hifas de ramificacion mas finos
(2 -5 wuma <1 umde espesor). El peridium no altera la estructura de la pared de la
espora parece ser labil y generalmente puede perderse después de varios cultivos
sucesivos (INVAM, 1999).

Pacispora sp.

Figura 1.4.3: Espora de Pacispora sp. 40x (Villarroel, 2007)

Es una especie de HMA perteneciente al orden de los Glomerales, Pacispora es
un genero recientemente descrito dentro de la familia Glomeraceae por Oehl y
Sieverding (2004). Las esporas se forman terminalmente en la hifa. Esta es una

caracteristica que solo comparten con Glomus y Paraglomus.

Se han descrito siete especies de Pacispora, que pueden ser morfolégicamente
diferenciadas por la estructura superficial de la espora, la presencia, posicion y las
caracteristicas de la ornamentacion de la pared, su color y tamafio. El tipo de

ornamentacion que se presentan en la pared externa de las esporas puede ser: hoyos,
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proyecciones en forma de tubos, botones o verrugas en la pared externa dependiendo de
la especie, sin embargo existen dos especies de Pacispora que se caracterizan porque la
superficie de la espora es lisa. Las especies con proyecciones en la pared de la espora

presentan un color hialino, crema o blanco opaco.

Tres de las especies de Pacispora fueron encontradas abundantemente a grandes
alturas de los Alpes Suizos, sin embargo la ocurrencia de este genero en regiones
temperadas, mediterraneas y tropicales sugiere que es un género ubicuo y adaptado a
diferentes climas (Oehl y Sieverding, 2004).

La pared de la espora de este tipo de HMA se encuentra usualmente dividida en
tres subcapas, desde la cual la espora germina directamente a través de la pared externa
y la posicion de la drbita de germinacion en la pared interna es poco visible. Esta
caracteristica de germinacion es compartida con Scutellospora, Acaulospora y
Entrophospora pero no con Glomus y Paraglomus. En cuanto a las caracteristicas de
tincion de las estructuras del hongo dentro de la raiz y las caracteristicas de la hifa
sustentora de las esporas se asemejan mas a las especies del género Glomus (Oehl y
Sieverding, 2004).

1.4.5.4 Tolerancia a compuestos toxicos en hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Los HMA presentan un papel muy importante en la planta, asi como también en
el ecosistema, sin embargo no se ha documentado lo suficiente en cuanto a su funcion

en suelos contaminados.

Los hongos micorrizicos son parte esencial en la absorcion y transferencia de
nutrimentos desde el suelo a la planta hospedadora, y cuando existe contaminacion del
suelo con elementos toxicos se afecta la colonizacion por parte de la micorriza, se

disminuye la diversidad de especies y plantas en estos ambientes (Shetty et al., 1995).

Weissenhorn y Leyval (1996) y Griffioen et al. (1994) mencionaron que las
plantas que se desarrollan en un ambiente contaminado por compuestos tdxicos y que
son colonizadas por HMASs, presentan una disminucion en absorcion de contaminantes y

efectos téxicos.
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Gonzalez-Chévez (2000), comprobd que la inoculacion de HMA aislados de un

area contaminada por arsénico, en plantas de Holcus lanatus, contribuyeron a disminuir

la sensibilidad e incrementar su tolerancia a este contaminante.

Actualmente, se han propuesto hipdtesis de los posibles mecanismos que los

HMAs presentan para tolerar elementos tdxicos como:

Acoplamiento a la pared celular. Esta propiedad depende de la capacidad de
intercambio catiénico que los HMAs tienen y a sus propiedades intrinsecas. Las
estructuras de HMAs presentes en las células intraradicales presentan
condiciones quimicas, que les permite la alta acumulacién en el hongo
(Weiersbye et al., 1999). Se ha propuesto que la concentracion de fosfatos,
acidos débiles y pH neutro son factores que favorecen la formacion de
complejos y precipitados en estructuras intraradicales de HMAs que restringen
la transferencia del elemento toxico del hongo a la célula radical (Leyval et al.,
2001).

Otro posible mecanismo es el secuestro y acumulacién de compuestos toxicos, el
cual es afectado por caracteristicas del ion, su carga y la capacidad de formar
complejos con ligados organicos. Gonzélez-Chavez (2000) sostiene que el
micelio puede tener la capacidad de intracelularmente formar precipitados
densos en forma de agregados cristalinos, estos se han encontrado
abundantemente en las laminas mas externas de la pared celular, evitando el

ingreso de arsénico a sus estructuras.

Es claro que el mecanismo de tolerancia desarrollado por HMAs gira alrededor

de las diferentes estructuras que estos presentan sobre todo por los procesos fisicos que

pueden tener con elementos como el arsénico.

1.4.5.5 Glomalina.

De acuerdo a la influencia que presentan los HMA en la estabilidad del suelo, se

ha establecido que algunos hongos secretan exudados que intervienen en la agregacion
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de particulas actuando como gomas o pegantes, los cuales pueden ser polisacaridos que
las hifas producen. En el caso de HMA se menciona que la glomalina, proteina que
producen todas las hifas de estos hongos, parece involucrarse en este proceso. El
nombre de la glomalina se derivd de la antigua ubicacion de estos hongos dentro del
orden de los Glomales (Gonzales-Chévez et al., 2004).

La glomalina es una glicoproteina producida abundantemente en hifas y esporas
de MA en suelo y en raices. Hasta su descubrimiento en 1996 por la cientifica de suelo
Sara F. Wright, se confundia esta proteina como un componente no identificable del
suelo que impregna la materia organica, atandolo al légamo, la arena, y particulas de
arcilla. Actualmente se conoce que la glomalina captura el carb6n de 30 a 40 %,
formando los grupos de agregados del suelo. La proteina es insoluble en su estado
natural y con posible caracter hidrofobo. Esta propiedad puede permitir la penetracion
de aire y un eficiente drenaje del agua, asi como cubrir los agregados y proteger el
material iniciando la agregacion de particulas, minerales del suelo, otros

microorganismos y materia organica (Wright y Upahyaya, 1998).

La glomalina puede estar presente en los agregados en cantidades de 3 a 10
veces mayores que los carbohidratos comunes extraidos con agua caliente, ya que la
extraccion de glomalina no es posible en esas condiciones. Lo anterior significa que es
una molécula compleja que requiere para su extraccion de un tratamiento drastico, esto
sugiere también que es una molécula estable y resistente a la descomposicion
(Gonzélez-Chavez et al., 2004).

Nichols (2003) reporté que la glomalina pesa 2 a 24 veces mas que el acido
hamico. Hasta ahora se pensaba, que éste era el contribuyente principal al carbén de
suelo; pero el &cido humico contribuye sélo aproximadamente con 8 % del carbono, por
lo cual la glomalina es un importante componente del suelo y contribuye con la fraccion

de carbdn de los suelos.

Para la cuantificacion de la glomalina, el analisis se basa en la determinacion de
proteinas totales, glomalina facilmente extraible (GFE) y glomalina total (GT). Los
valores de proteinas totales se utilizan como un pardmetro confiable, debido a que los

extractos crudos representan en su mayoria el contenido de glomalina. Para la GFE, la
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glomalina se libera facilmente por extraccion y calentamiento en autoclave; esta
fraccion considera proteina de recién produccion. La GT involucra a la proteina que se
produce, libera y acumula por un periodo mayor, por lo que se requiere de numerosas
extracciones para obtener el mayor rendimiento de proteina (Gonzalez-Chavez et al.,
2004).

Nichols (2003), reporta que la vida media de la glomalina puede ser entre 7 y 42
afios; siendo mayor a la vida media de diferentes productos del suelo de origen
microbiano. De esta manera, esta molécula, al estar fuertemente atrapada dentro de

micro y macroagregados, representa un importante reservorio de Carbono en el suelo.

1.4.5.6 Funcidn de la glomalina en el suelo.

El proceso de agregacion que ocurre en el suelo se ha identificado como un
mecanismo para resistencia de fuerzas erosivas del aire y del agua, ademas de ser
trascendental para acumular materia organica y carbono. La acumulacion ocurre porque
los residuos organicos se encapsulan por arcilla, limo y bioproductos protectores
durante el proceso de la degradacion. En éste proceso, la glomalina puede participar en
el recubrimiento de los residuos organicos, lo que impide su rapida degradacion. Debido
al alto contenido de Carbono (30-50%), recalcitrancia, hidrofobicidad y facil
produccién, la glomalina representa una fuente de secuestro de carbono en el suelo
(Gonzalez-Chavez et al., 2004).

Otra de las aparentes funciones que posee la glomalina segun Rillig y Steinberg
(2002), es que su produccion puede ser una estrategia del hongo para mejorar su espacio
fisico, aunque su produccién y secrecion pueden constituir alto costo de Carbono y
Nitrogeno para el hongo. Estos autores observaron que el uso de particulas pequefias
(>106 um) para simular un suelo no agregado, disminuyo la longitud hifal en 80% en
comparacion con particulas de mayor tamafio (710-1180um), las cuales simularon un
suelo agregado, pero el rendimiento de glomalina fue siete veces mayor cuando el

hongo se desarroll6 en particulas pequefias.

Actualmente pocos estudios han identificado un posible papel de la glomalina en
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la captura de elementos potencialmente toxicos vertidos en los suelos. Se propone que al
ser un exudado importante de los hongos MA, se relacionaria a contribuir en
supervivencia y adaptacion de plantas asentadas en lugares contaminados, sin embargo
estos estudios no se han dilucidado aun con mayor detalle (Gonzalez-Chéavez, 2005).

1.4.6 Especies vegetales en estudio.

1.4.6.1 Helecho (Nephrolepis sp.)

Esta especie de helecho es una de las mas comunes difundida en la naturaleza.
Pertenece a la familia Polipodiaceas, su nombre cientifico deriva de las palabras
nephros (rifion) y lepis (escama). La "escama reniforme" hace referencia a los indusios
en forma de escama sobre las esporas y procede de las zonas tropicales de América, de

Africa y Australia.

Segun Navarrete et al. (2006), Nephrolepis sp presenta un rizoma bien
desarrollado, escamoso, sin tubérculos. Frondes de 70 - 100 x 5 - 12 cm, con peciolo
moderadamente escamoso. Pinnas 2.5 - 6 x 0.6 - 1.4 cm, triangular-oblongas, en

ocasiones algo falcadas, con la base truncado-auriculada o auriculada.

Entre las caracteristicas que presenta este tipo de helecho es su crecimiento
rapido, ya que por los estolones que presenta puede originarse facilmente otra planta; se
cultiva en invernaderos climatizados y muy luminosos, es el helecho en maceta mas
importante en cultivo. Presenta diversas interacciones con organismos de la rizosfera,
siendo la méas importante la simbiosis con los hongos micorrizicos arbusculares, lo que

permite que el helecho adquiera varios beneficios al igual que las plantas superiores.

Se ha seleccionado para el estudio a Nephrolepis por pertenecer al grupo de
helechos, que tienen registro de ser potenciales acumuladores de arsénico como estudios
que han identificado el uso de helechos para recuperacion de suelos contaminados al
constituirse una de las especies que presenta adaptabilidad en varios ecosistemas. Los
helechos constituyen una importante opcion para implementar estrategias de
fitorremediacion de suelos mineros contaminados con metales pesados y metaloides

entre estos el arsénico. Se ha establecido que una especie de helecho como Pteris vittata
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actia como hiperacumulador de arsénico segin Chen et al. (2002), Abid et al. (2002):
Bhaskar et al. (2004), entre otros donde se demuestra que se pueden alcanzar a acumular
hasta 1000 mg/Kag.

1.4.6.2 Avena (Avena sativa).

La avena es una especie vegetal perteneciente a la familia de las Gramineas
(Gramineae), cuyo nombre cientifico es Avena sativa, se cultiva por el grano, que se usa
como forraje para caballos y ganado vacuno, asi como cereal para consumo humano. La
planta verde sirve, a menudo, para elaborar henos, ensilados, como pasto, y la paja
constituye una excelente cama para el ganado. La avena es también valiosa en las

précticas de rotacion de cultivos en suelos agricolas y ganaderos.

Segun el estudio de Avila et al. (2000), la avena es una planta anual con raiz
fibrosa, en su crecimiento juvenil tiene colmos (tallos) erectos, de 0.50-1.80 m de altura,
verde a glaucos. Presenta hojas alternas con las laminas foliares planas de
aproximadamente 20 cm de largo por 2 cm de ancho; ligula membranécea casi truncada,
de menos de 5 mm de largo, dentada. Tiene una panicula unilateral erecta o colgante, de
aproximadamente 30 cm de largo; espiguillas generalmente biflosculadas de 1.7 - 2.5

cm de largo sin las aristas, sobre pedicelos engrosados bajo la espiguilla.

Florece de abril a noviembre, en su mayor parte de junio a septiembre en el
hemisferio norte; y de octubre a diciembre en el hemisferio sur; muy raramente en
marzo. En cuanto a su distribucion, esta especie es cultivada en las regiones templadas

en ambos hemisferios ya sea como forraje o grano.

Actualmente, el uso de gramineas esta ampliamente distribuido a nivel mundial
por su importancia alimenticia, asi como también en la aplicacién dentro de las nuevas
tecnologias de remediacién ambiental. La avena constituye una alternativa importante
para la absorcién de arsénico, ya que se han realizados estudios en Bangladesh sobre
remocién de contaminantes arsenicales en aguas con arroz y ciertos cultivos de avena
(Nickson et al., 1998; Berg et al., 2001)

El arroz, hasta el momento, es la graminea mas estudiada donde se han hecho
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algunos ensayos para probar la resistencia de esta especie a arsénico obteniéndose
buenos resultados. Por esta razén la avena constituye una importante variante para

remediar suelos contaminados con compuestos arsenicales.
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1.5 HIPOTESIS

1.5.1 Hipdtesis general

Las especies de hongos micorrizicos arbusculares, Pacispora sp. y Glomus mosseae,

contribuyen a la tolerancia de Helecho crespo y Avena a arsénico.

1.5.2 Hipdtesis especificas

e El fésforo influencia la absorcion de arsénico en las plantas y en su crecimiento.

e Laglomalina tiene la capacidad de capturar arsénico.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 COLABORADORES

La investigacion se realizd con la colaboracion del personal de la Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia. Se contd con el apoyo de la Ing. Jessica Duchicela quien
mediante el proyecto “Comportamiento funcional de la micorriza arbuscular en
ambientes contaminados por metales pesados” con financiamiento interno de la ESPE
hizo posible la realizacion del presente proyecto de investigacion. Adicionalmente, se
tuvo la colaboracion técnica de la Directora y Codirectora asignadas para dirigir la tesis,

la M.Sc. Alma Koch y la Dra. Karina Proarfio respectivamente.

Se conto con el apoyo del Centro de Investigaciones Cientificas de la ESPE, en
donde se efectud la parte experimental con colaboracion del Dr. Luis Cumbal, PhD.
Adicionalmente intervino la Dra. Maria del Carmen Gonzalez-Chavez del Colegio de

Postgraduados de México como colaboradora externa.

2.2 ZONA DE ESTUDIO

El experimento de laboratorio se establecio en el Centro de Investigaciones
Cientificas de la Escuela Politécnica del Ejército y en la Comision de Energia Atomica
localizados en Sangolqui, que se encuentra ubicado a una latitud: S 0° 20"/ S 0° 10'y
Longitud: W 78° 30"/ W 78° 15" a 2280 msnm.

El muestreo se realizd en el area de Papallacta, pAramo que se extiende de los
3000 a 4000 msnm, presenta clima frio y himedo con mas de 1500 mmm de lluvia al
afio, la temperatura media es de 6.6 °C, con una latitud: S 0° 30"/ S 0° 20' y Longitud:
W 78° 15' / W 78° 0, su hidrografia presenta los rios Papallacta, Quijos, Tambo,
Victoria, Antisana, Blanco, Tablon, Jatunhuaycu; y las Lagunas de Papallacta,

Tumiguino, Sucus, y Santa Lucia (Instituto Geografico Militar).
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2.3 PERIODO DE INVESTIGACION

La investigacion se realizé en un periodo de ocho meses, iniciandose el trabajo

en el mes de septiembre del 2006 y finalizdndose en el mes de abril del 2007.

2.4 DISENO

El disefio experimental establecido fue de bloques completamente al azar, con
tres repeticiones en un arreglo factorial de 3 X 2 X 3 con un testigo absoluto. El primer
factor contempla las especies de HMA: testigo, Glomus mosseae BEG 132 y Pacispora
sp. el segundo factor representa las dos concentraciones de arsénico 100 mg/Kg y 50
mg/Kgy el tercer factor representa las concentraciones de fosforo 0, 50, 25 mg/Kg.

2.5 PROCEDIMIENTO

2.5.1 Material biologico.

En la presente investigacion fueron utilizadas semillas de avena (Avena sativa) y
explantes de helecho crespo (Nephrolepis sp.) para la implantacion del ensayo.
Adicionalmente, fueron estudiadas dos especies de HMA Glomus mosseae BEG 132
proveniente de suelos contaminados con arsénico y cobre de México proporcionados
por el Departamento de Edafologia en el area de microbiologia ambiental del Colegio
de Postgraduados, Montecillo, Estado de México y Pacispora sp. extraida de suelos
contaminados con arsénico de la zona de Papallacta de la provincia de Napo, Ecuador.
Ambos inéculos fueron mantenidos en cultivos trampa monospdricos en el Centro de
Investigaciones Cientificas (CEINCI), lo que garantiz6 trabajar con un grupo de esporas
de la misma especie y tener el material suficiente para el montaje del ensayo, tanto para

G. mosseae como para Pacispora sp.

2.5.2 Montaje del ensayo 1: Siembra e inoculacion en macetas con Helecho.

2.5.2.1  Extraccion de esporas.
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Se siguio la técnica de tamizado humedo y decantacion propuesta por Gerdeman
y Nicholson (1963); en donde fueron tomados 100 g del sustrato de los cultivos trampa
para Glomus mosseae BEG 132 y para Pacispora sp separadamente. La muestra de
sustrato fue colocada en suspension en aproximadamente 2 L de agua, agitada
mecénicamente durante cinco minutos y fue dejada en reposo tres minutos. La
suspension fue pasada a través de una serie de tamices de 140 um y 40 um, y lavada con
abundante agua. La fraccion obtenida en los tamices fue colocada en cajas petri que
posteriormente se llevaron al estéreo microscopio y se extrajeron las esporas de las dos

especies de hongos a utilizarse.

25.2.2 Esterilizacion del sustrato.

El sustrato utilizado fue arena de rio, la cual fue lavada repetidamente con
abundante agua potable hasta retirar las impurezas contenidas en esta, luego fue
acidificada hasta alcanzar un pH de 5.8 con una solucion de 0.25% de HCI y posterior a
este tratamiento fue esterilizada por medio de vapor y presion en una autoclave durante
3 periodos de 1 hora cada uno. Finalmente, el sustrato fue secado y colocado en las
macetas previamente esterilizadas con alcohol en un peso de 1.4 Kg de arena por cada

maceta.

2.5.2.3  Preparacion de soluciones y estabilizacion en macetas.

Las soluciones de arsénico y fdésforo correspondientes fueron preparadas
pesando 17.4 g y 5.4 g de arsenato dibasico de sodio heptahidratado (Na;HAsO4-7H,0)
respectivamente para la solucién 1 y la solucién 2 y fueron disueltos en 1 L de agua
destilada, estas soluciones fueron administradas en un volumen de 300 mL por cada
maceta de los tratamientos establecidos. Para la solucion 1 y 2 de fosforo, fueron
pesados 0.08 g y 0.04 g de fosfato monobasico de potasio (KH,PQO,) respectivamente y
disueltos en 1 L de agua destilada, estas soluciones fueron finalmente colocadas en un
volumen de 150 mL por cada maceta de los tratamientos especificos. Cada maceta fue

sometida a estabilizacién colocandose una semana al ambiente.
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2524 Siembra e inoculacion.

Para la implementacion del ensayo, fueron extraidos explantes de Nephrolepis
sp. que presentaban rizoma y frondas jovenes. Estos fueron lavados abundantemente
con agua para eliminar los restos de tierra y material vegetal presentes y se desinfectd
el rizoma durante 4 minutos con hipoclorito de sodio al 5%, finalmente fue retirada la
solucion de cloro con lavados de agua destilada. En cada maceta fueron colocados tres
explantes de helecho junto con el indculo correspondiente.

25.25 Labores de mantenimiento.

La labor de mantenimiento fundamental fue el riego diario con agua destilada de
forma manual en una dosis de 50 mL por maceta para evitar la saturacion de liquido e

impedir el lavado del contaminante.

2.5.3 Montaje del ensayo 2: Siembra e inoculacion en macetas con Helecho y Avena.

2.5.3.1  Extraccion de esporas.

Se siguid la técnica de tamizado himedo y decantacion propuesta por Gerdeman
y Nicholson (1963). Fueron tomados 100 g del sustrato de los cultivos trampa para
Glomus mosseae BEG 132 y para Pacispora sp. separadamente. La muestra de sustrato
fue colocada en suspension en aproximadamente 2 L de agua, agitada mecanicamente
durante cinco minutos y fue dejada en reposo tres minutos. La suspension fue pasada a
través de una serie de tamices de 140 um y 40 um, y lavada con abundante agua. La
fraccion obtenida en los tamices fue colocada en cajas petri que posteriormente se
llevaron al estéreo microscopio y se extrajeron las esporas de las dos especies de hongos

a utilizarse.

2532 Esterilizacion del sustrato.

El sustrato utilizado fue una mezcla de arena de rio con humus. En el caso de la
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arena fue procesada mediante el método ya nombrado en el ensayo 1 y el humus se
esterilizd mediante autoclave durante 3 periodos de 1 hora cada uno. El sustrato fue
secado y colocado en las macetas en proporciones determinadas para obtener la dilucién
de la concentracion de arsénico presente en la arena utilizada en el ensayo 1. Finalmente

fue colocado 1 Kg del sustrato total por cada maceta.

2.5.3.3  Preparacion de soluciones.

La solucién de fdésforo fue preparada para ser colocada en las macetas
correspondientes. Para la solucién 1y 2 de fésforo, fueron pesados 0,25 g y 0,15 g de
fosfato monobésico de potasio (KH,PO,) respectivamente y fue disuelto en 1 L de agua
destilada, estas soluciones fueron colocadas en un volumen de 150 mL por cada maceta.

2534 Siembra e inoculacion.

Para la implementacion del ensayo fue efectuado un proceso de presimbiois para
garantizar el establecimiento de las plantas en la maceta con el contaminante, fueron
colocados en vasos plasticos pequefios 150 g de arena con el indculo tanto de Glomus
BEG 132 y Pacispora con semillas de avena, trébol y arroz, estas macetas fueron
mantenidas durante tres semanas antes de la implantacion de todo el ensayo con riego
diario con agua destilada. Transcurridas tres semanas fue realizado el transplante a las
macetas que contenian arsénico y fosforo, adicionalmente fue colocado un explante de

helecho, desinfectado con el procedimiento ya descrito y el indculo correspondiente.

2535 Labores de mantenimiento.

La labor de mantenimiento, al inicio de la siembra y transplante, fue el riego
diario manual con agua destilada en una dosis de 50mL por maceta y, adicionalmente,
fertilizacién dos veces por semana con una solucion 1:1:1 de NH;NO3z, KNO3; y MgSO,
(Chun-Un et al., 2005). Al cumplir la cuarta semana fue establecido el riego de tres
veces por semana con 1 solo dia de fertilizacion. Las plantas fueron mantenidas en un
periodo de ocho semanas en una camara de crecimiento con similares condiciones todos

los tratamientos.
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2.5.4 Factores estudiados.

2541 Colonizacién micorrizica.

Para evaluar la presencia del hongo micorrizico en las raices fue determinada la
colonizacién micorrizica mediante el método de clareo y tincion, propuesto por Phillips
y Hayman (1970), el cual consisti6 en la separacion de las raices del suelo, lavadas con
agua, cortadas en segmentos de aproximadamente 1 cm. Las raices fueron colocadas en
tubos de ensayo a los que se les afiadié una solucion de KOH al 10% hasta cubrirlas por
completo durante 1 hora. A continuacion, fueron lavadas con agua corriente para
eliminar el exceso de KOH. Fue adicionada una solucion de HCI al 10% por 10
minutos hasta cubrir completamente las raices para favorecer la accion del colorante.
Transcurrido el tiempo de contacto con el &cido, fue eliminado el exceso de este y sin
efectuar un lavado, fue aplicado el colorante azul de tripano al 0,05% en lactoglicerol y,
posteriormente sometido a reposo 12 horas. Después de la tincion, fue colocado
lactoglicerol durante 1 hora para retirar el exceso de colorante, luego las raices tefiidas
fueron colocadas en un portaobjetos paralelamente y sobre ellas depositadas una o dos
gotas de lactoglicerol. Enseguida fue cubierta la placa por un cubreobjetos, quedando de

esta forma las laminillas listas para su observacion al microscopio.

El porcentaje de infeccion fue determinado con base en los segmentos totales
colonizados por el hongo y los segmentos que se montaron en el portaobjetos, haciendo
también referencia de los segmentos con presencia de arbusculos y vesiculas, segun sea
el caso (Giovannetti y Mosse, 1980). El porcentaje de colonizacion fue calculado con

base a la siguiente ecuacion:

%  colonizacion = C x100

Donde:
NSC = Numero de segmentos colonizados;
NTSO = Namero total de segmentos observados

2.5.4.2  Biomasa de las especies estudiadas.
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Los componentes de cada planta (parte aérea) fueron cuidadosamente separados
y colocados en sobres de papel previamente identificados, fueron secados en la estufa a
una temperatura de 60 °C durante 72 horas. Posteriormente, fue determinado el peso

seco con una balanza electrénica.

2.5.43  Cuantificacion de glomalina.

El procedimiento de cuantificacién de glomalina fue efectuado siguiendo la
metodologia propuesta por Wright y Gonzalez-Chavez (1996). Las muestras fueron
recolectadas tomando 1 g de sustrato y colocado en tubos de centrifuga con 8 mL de
Citrato de Na 20mM cada muestra, los tubos fueron autoclavados por 60 mina 121°C y
centrifugados a 10000 rpm por 10 min inmediatamente después de la extraccién. A
continuacion fue removido el sobrenadante de cada tubo y almacenado a 4° C un
volumen de 2 mL. El precipitado fue sometido al mismo proceso de extraccion pero con
una solucién de Citrato de sodio 50mM, hasta que se obtuviera un sobrenadante de
color amarilla claro. Finalmente fue medido el volumen total de la extraccion con un

cilindro graduado.

2.5.4.4  Contenido de arsénico en plantas.

El andlisis del contenido de arsénico en las frondas de las especies estudiadas fue
realizado por espectrofotometria de absorcion atomica, siguiendo la metodologia
establecida por la Comision de Energia Atdmica. Inicialmente las muestras de las
frondas de helecho y avena fueron sometidas a un proceso de digestion. Las muestras de
las plantas analizadas fueron trituradas con nitrégeno liquido, secadas en estufa a menos
de 40 °C y de estas fueron tomados 0.5 g EI material fue colocado en diales que forman
parte del equipo para digestion, en el caso del helecho al poseer menor material vegetal,
fue adicionado 5 mL de acido nitrico (HNO3) al 67% y sometido a reposo 5 min. A
continuacion fue afiadido 1 mL de perdxido de hidrégeno (H20;) y sometido a reposo
durante 15 min aproximadamente agitando de vez en cuando para evitar la formacion
excesiva de espuma. En el caso de la avena, fueron adicionados 6 mL de acido nitrico
(HNO3) y 1 mL de peréxicdo de hidrégeno (H,0O,). Transcurrido este tiempo los diales
fueron tapados y colocados en sus chaquetas correspondientes ajustandolos al carrusel

del equipo.
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El equipo microonda fue programado y el carrusel con las muestras fue colocado
en su interior. El programa utilizado presentaba potencia y tiempos establecidos,

correspondientes a la siguiente informacion:

PASO TIEMPO (min) PODER PRESION  TEMPERATURA

1 00:02:00 250 0 0
2 00:02:00 0 0 0
3 00:06:00 250 0 0
4 00:05:00 400 0 0
5 00:05:00 600 0 0

Transcurrido el tiempo, el carrusel del equipo fue retirado y colocado durante 15
min a enfriamiento, a continuacion los diales fueron extraidos y destapados. Las
muestras fueron sometidas a aireacion durante 5 min, luego de esto los extractos fueron

colocados en balones para aforo hasta 25 mL con agua destilada.

Una vez obtenidas las extracciones de cada muestra vegetal, fueron tomados 5
mL para medir el contenido de arsénico mediante espectrofotometria de absorcion
atdmica por generacion de hidruros en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Cientificas (CEINCI) de la ESPE.

Los 5 mL de cada muestra fueron sometidos a una nueva digestion para
transformar todo el arsénico contenido en el extracto a arsénico 3 para ser medido en su
totalidad por el equipo. La muestra fue sometida con la solucion reductora que contenia
loduro de Potasio (KI) al 2.5% y Acido Ascorbico al 2.5% en un volumen de 5 mL,
adicionalmente fue agregado 5 mL de &cido clorhidrico (HCI) 5M y fue sometida a
reposo durante 45 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reduccion, fue

aforada a 25 mL con agua destilada y agitada para obtener una mezcla homogénea.

Al finalizar la digestion fue efectuada la lectura en el espectrofotometro de
absorcion atomica por generador de hidruros. La curva de calibracion fue realizada en el
equipo y a continuacion fueron cuantificadas las muestras colocando un volumen de 250

pul de muestra con 10 mL de &cido corhidrico (HCI) al 1.5%. Las muestras que
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presentaron una concentracion mayor al establecido en la curva de calibracion fueron

diluidas.

2.5.45  Contenido de fésforo en plantas.

El contenido de fésforo fue determinado por colorimetria a partir de los extractos
obtenidos mediante la técnica de microondas antes descrita. El fosforo total fue medido
mediante el método del azul de molibdeno usando Acido Ascérbico como reductor, para
identificarse por espectrofotometria UV, dicho anélisis es conocido como el método de

Olsen.

Previo a la lectura las muestras fueron sometidas a una dilucion 1:50, toméandose
1 mL del extracto proveniente de las plantas estudiadas llevado a un volumen de 50 mL
con agua destilada. A partir de la dilucion fueron colocados 5 mL de la muestra en un
tubo limpio adicionando 5 mL del Reactivo de color (Reactivo mezclado con Acido
Ascorbico) y 15 mL de agua destilada, esta mezcla fue agitada suavemente para liberar
COs,. A continuacién fue dejado en reposo por 60 minutos en un lugar oscuro. Cumplido
este tiempo la absorbancia fue medida con espectrofotometria UV, contra agua a 880

nm usando celdas con una longitud de paso de luz de 10 mm.

Para la cuantificacion total de la cantidad de fosforo presente en los extractos
analizados fue realizada la curva de calibracion para establecer la concentracion de
fosforo en las muestras. Segun la absorbancia medida y finalmente aplicando la
siguiente formula fue determinada la concentracion de fésforo total presente en la planta
en ppm:

P (mg/Kg) = (a-b) x d x (vMs/pMs)

Donde: a=mg/L de P en el extracto de la muestra
b = mg/L de P en el blanco
d = factor de dilucion
vMs = volumen al que se llevo el extracto de la muestra

pMs = peso de la muestra
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2.6 ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos se tabularon segun los tratamientos y repeticiones
propuestos efectuandose un analisis de varianza (ADEVA) para una distribucion de los
tratamientos completamente al azar, mediante el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System) (SAS, 1990) y se utilizé la prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad
para la separacion de los promedios y determinacion de la diferencia estadistica entre

tratamientos.
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CAPITULO I11: RESULTADOS

3.1 COLONIZACION MICORRIZICA

3.1.1 Avena

Los datos obtenidos del ensayo de avena fueron transformados para efectuarse el
analisis de varianza, segun los tratamientos establecidos. Estos corresponden al arreglo
factorial de AXBxC equivalente a tres niveles de micorriza, dos de arsénico y tres de

fosforo con un control como adicional como se muestra en la tabla 3.1:

Tabla 3.1 Tabla de Tratamientos establecidos para el factorial de tres niveles de

micorriza por dos niveles de arsenico y por tres niveles de fosforo.

Tratamientos | Micorriza x Concentracion de Arsénico x
Concentracion de Fosforo

Control | M0*As0*P0O Sin Micorriza - 0 mg/Kg - 0 mg/Kg

1 MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
2 MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
3 MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
4 MO*As2*P0 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
5 MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
6

7

8

9

MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg
M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg
M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
10 M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
11 M1*As2*P1 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg
12 M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg
13 M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg
14 M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg
15 M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg
16 M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg
17 M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg
18 M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg

La tabla 3.2 muestra el ADEVA de los datos obtenidos, donde se observa que
existe diferencia estadistica en los tratamientos establecidos a excepcidn de los niveles

de fosforo y la combinacion de arsénico con fésforo.

35



Los valores de esos tratamientos presentan valores menores que los de F tabular,

presentando diferencia no significativa, es decir que los niveles de estos factores tienen

un mismo comportamiento referente a la colonizacién micorrizica.

Tabla 3.2 ADEVA del porcentaje de colonizacién micorrizica en Avena.

FdeV. GL sSC CM F. Cal
TOTAL 56 21432.764 | e |
Tratamiento 18 7144.254 396.903 8.765*

As 1 510.680 510.680 11.278*
P 2 38.106 19.053 0.420M°
AsxP 2 377.913 188.956 4.173*

M 2 16125.616 | 8062.808 178.065**
AsxM 2 255.341 127.670 2.819*
PxM 4 345.010 86.252 1.904"°
AsxPxM 4 370.105 92.526 2.043"°
Fact.vs adic 1 1689.351 | 1689.351 37.309*

Error Exper. 38 1720.638 45.279 |  --—---

En los cuadros 3.1 y 3.2 se muestran los promedios de los tratamientos que no

presentan diferencia significativa, estableciéndose que tiene igual comportamiento en

cuanto a la colonizacion micorrizica, es decir no influyen en la variable analizada

Cuadro 3.1 Promedio de la colonizacion micorrizica al utilizar tres niveles de fosforo en

ensayo de Avena.

Cuadro 3.2 Promedio de

NIVELES DE CONCENTRACION MEDIA
FOSFORO DE FOSFORO X

P2 25 mg/Kg 25.499

P1 50 mg/Kg 24.165

PO 0 mg/Kg 23.475

la colonizacibn micorrizica en macetas

combinacion de tres tipos de micorriza y tres niveles de fosforo.

a utilizar la

INTERACCION DE MICORRIZA x

FOSFORO x CONCENTRACION DE MEDIA

MICORRIZA FOSFORO X
M1*P1 Pacispora sp. - 50 mg/Kg 41.242
M2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg 40.609
M1*PO Pacispora sp. - 25 mg/Kg 36.961
M1*P2 Pacispora sp. - 0 mg/Kg 35.889
M2*P0O G. mosseae - 50 mg/Kg 33.466
M2*P1 G. mosseae - 25 mg/Kg 31.254
MO*PO Sin Micorriza — 0 mg/Kg 0
MO*P1 Sin Micorriza — 50 mg/Kg 0
MO*P2 Sin Micorriza — 25 mg/Kg 0
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En el caso de la interaccién entre los tres factores: micorriza, arsénico y fésforo

analizados tampoco existe diferencia estadistica como se observa en el cuadro 3.3

Unicamente se tiene el promedio de los tratamientos.

Cuadro 3.3 Cuadro de promedios de las interacciones entre los tres factores micorriza,

arsénico y fésforo en ensayo de Avena.

MICORRIZA x CONCENTRACION

ARSENICO x'CONCENTRACION MEDIA
TRATAMIENTOS FOSFORO X
M2*As1*P2 Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 47.817
M1*As1*P2 G. mosseae — 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 45.583
M2*As1*P0O G. mosseae — 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 42.859
M1*As1*P1 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 42.287
M1*As2*P1 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 40.197
M1*As1*PO Pacispora sp — 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 40.044
M2*As2*P1 Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 34.002
M1*As2*P0O Pacispora sp. — 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 33.877
M2*As2*P2 G. mosseae — 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 33.400
M2*As1*P1 G. mosseae — 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 28.506
M1*As2*P2 G. mosseae — 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 26.194
M2*As2*P0O Pacispora sp — 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 24.072
MO*AsO*PO Sin Micorriza — 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0
MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 0
MO*As2*P0 Sin Micorriza — 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 0
MO*As2*P1 Sin Micorriza — 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 0
MO*As2*P2 Sin Micorriza — 0 mg/Kg - 0 mg/Kg 0

En los tratamientos estudiados se identifican que existen diferencias en cuanto a
la colonizacion por parte de las especies de micorriza estudiadas, donde Pacispora sp.
presenta mayor nivel de colonizacion con respecto a G. mosseae, como se observa en la

Figura 3.1.

COLONIZACION MICORRIZICA

50
40
30
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0

DPacispora sp.
G mosseae

% Colonizacién

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tratamientos

Figura 3.1 Colonizacién Micorrizica de Pacispora sp. y Glomus mosseae en Avena.
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Las interacciones entre los niveles de los factores estudiados determinan la
influencia de cada uno de estos en la colonizacién micorrizica, como se puede observar
en la figura 3.2, se muestra el comportamiento del hongo en cada tratamiento con las

posibles combinaciones establecidas.

MICORRIZA a. CONCENTRACION DE FOSFORO b.
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Figura 3.2 Graficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fosforo y sus interacciones en

el porcentaje de colonizacién micorrizica en Avena

De acuerdo a la figura 3.2, en el grafico a. se observa que la especie de micorriza
1 (Pacispora sp.) presenta mayor micorrizacion como se ha visto anteriormente con
respecto a G. mosseae. El grafico b. muestra ge la colonizacion disminuye cuando

existe la mayor concentracion de fésforo, mientras que con la menor concentracion y sin
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adicion de fésforo la micorrizacion aumenta. Con respecto a los niveles de arsénico se
nota claramente que a mayor concentracion de este elemento existe un mejor porcentaje

de colonizacion, gréfico c.

Las interacciones entre factores presentan informacion sobre el comportamiento
del hongo en cuanto a la simbiosis con la planta hospedera, como se ve en el grafico d.
la especie Pacispora sp. presenta mayor porcentaje de infeccién en la planta con la
mayor concentracion de arsénico, este comportamiento se repite con la especie G.
mosseae. Con respecto a la interaccion del fésforo con el arsénico en el grafico e. se
determina que el mejor tratamiento contiene las mayores concentraciones de arsénico y
de fdsforo, los dos siguientes mejores tratamientos presentan alta concentracion de
arsénico pero en estos casos existe una menor cantidad de fésforo y adicionalmente se
observa que disminuye la micorrizacion con concentraciones. Finalmente la interaccion
entre fosforo y micorrizas inoculadas en el grafico f. presenta que la colonizacion es
mayor en el tratamiento que cuenta con alta concentracion de fosforo y presenta la
especie Pacispora sp., sin embargo es importante indicar que existen gran numero de
tratamientos con alto grado de infeccidbn mientras exista menor concentracion de

fosforo.

En la figura 3.3 se muestra las estructuras encontradas en placas de tinciones
radicales realizadas a partir de las plantas de avena. Se observa la presencia de

estructuras del hongo como hifas formando micelio interno recorriendo la raiz.

Micelio interno

Figura 3.3 Foto de estructuras intraradicales de micorriza arbuscular presente en el

interior de una raiz de Avena 40x (Villarroel, 2007).
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3.1.2 Helecho

Los datos obtenidos del ensayo de helecho fueron transformados para efectuarse
el andlisis de varianza. La tabla 3.1 muestra el ADEVA realizado para el factorial
AXxBXC con dos niveles de arsénico, tres de micorriza y tres de fésforo. Se observa que
existe diferencia estadistica en la mayoria de tratamientos a excepcion de la interaccion

de arsénico con fosforo.

Tabla 3.3 ADEVA del porcentaje de colonizacién micorrizica en Helecho

F de V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 12034.614 | = c---e- | eeeeee
Tratamiento 18 11330.478 | 629.471 33.970*

As 1 61.359 61.359 3.311*

P 2 211.876 105.938 5.717*
AsxP 2 596.310 298.155 16.090**
M 2 6766.358 | 3383.179 | 182.579*
AsxM 2 1813.664 906.832 48.938**

PxM 4 146.550 36.637 1.977"°
AsxPxC 4 1037.031 259.257 13.991**
Fact.vs adic 1 697.326 697.326 37.632%

Error Exper. 38 704.136 18529 | @ -

En el cuadro 3.4 se muestran los promedios obtenidos de la interaccion de
micorriza y concentraciones de fésforo que no presentan diferencia estadistica,
estableciéndose que estos valores e interacciones no muestran efecto sobre el porcentaje

de colonizacion micorrizica.

Cuadro 3.4 Promedio de la colonizacién micorrizica con respecto a la interaccion de

fosforo y micorriza en Helecho.

MICORRIZA x
NIVELES DE CONCENTRACION DE MEDIA
MICORRIZAXFOSFORO FOSFORO X
M1*PO Pacispora sp. —0 mg/Kg 27.756
M1*P1 Pacispora sp. —50 mg/Kg 26.297
M2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg 25.195
M2*P0O G. mosseae -0 mg/Kg 23.130
M1*P2 Pacispora sp. — 25 mg/Kg 22.387
M2*P2 G. mosseae - 25 mg/Kg 16.207
MO*PO Sin Micorriza— 0 mg/Kg 0
MO*P1 Sin Micorriza — 50 mg/Kg 0
MO*P2 Sin Micorriza — 25 mg/Kg 0
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Los tratamientos que presentan diferencia estadistica fueron analizados con la
prueba de Tukey al 5% para la determinacion de los rangos de significancia lo que se

muestra en el cuadro 3.5.

Se identifica que el mejor valor corresponde al tratamiento en donde se tiene el
nivel més alto de arsénico junto a la especie 1 (Pacispora sp.) y el nivel més bajo de
fosforo. Los tratamientos 2 y 3 con mejor respuesta coinciden en presentar la especie 2
(G. mosseae) y niveles altos de arsénico, el tratamiento 2 presenta el nivel mas bajo de
fosforo y el tratamiento 3 el nivel més alto.

Cuadro 3.5 Rangos de significancia con la prueba de Tukey para las interacciones entre

arsénico, fosforo y micorriza.

MICORRIZA x CONCENTRACIQN
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA RANGOS DE
TRATAMIENTOS FOSFORO X SIGNIFICANCIA

M1*As1*P2 Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 49.996 a
M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 34.440 b
M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 31.110 b
M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 22.210 c
M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 21.116 c
M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 21.106 c
M1*As1*P1 Pacispora sp. - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 17.776 c
M1*As2*P1 Pacispora sp. - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 12.220 c
M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 9.996 c
M2*As2*P0O G. mosseae - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 6.663 c
M2*As2*P2 G. mosseae — 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 4.440 c
M2*As2*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 3.333 c
MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0 d
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 0 d
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 0 d
MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0 d
MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0 d
MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 0 d

Los tratamientos que presentan los valores mas bajos en cuanto a promedios son
aquellos que no tienen inoculacién de ninguna de las especies estudiadas sin diferencia

con respecto a los niveles de los otros factores como el arsénico y fosforo.
Finalmente, en el cuadro 3.4 se puede observar que se determinaron cuatro

grupos de significancia en donde el mejor promedio corresponde al primer rango; los

dos tratamientos siguientes que presentan mayores promedios se ubican en un segundo
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rango; a partir del cuarto tratamiento se incluye el tercer grupo de significancia que
incluye las macetas inoculadas con las micorrizas estudiadas y el Gltimo rango se

conforma con los tratamientos que no presentaron inoculacion.

Como distribucion general en los tratamientos, se identifica que existe diferencia
en cuanto al porcentaje de colonizacién con respecto a las especies de micorrizas
estudiadas, donde Pacispora sp es la que mayor porcentaje presenta, sin embargo se
puede ver que los tratamientos con G. mosseae, tienen buenos porcentajes de

colonizacion radical como se muestra en la figura 3.4.

COLONIZACION RADICAL

50 1
S
(¢}
N 30
c
32 20 ¢
O
X 101
O.A
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tratamietos |:| Pacispora sp.
. G. mosseae

Figura 3.4 Porcentaje de Colonizacidon Micorrizica de Pacispora sp. y Glomus mosseae

en Helecho.

Las interacciones entre los niveles de los factores se puede observar en la figura
3.5. En el caso del gréafico a. se determina que la especie de micorriza 1 (Pacispora sp.)
presenta mayor micorrizacion en el ensayo de avena. El grafico b. muestra la
colonizacion con respecto a los niveles de fosforo, en donde a diferencia que la avena,
existe mayor porcentaje de colonizacion con niveles altos de fésforo. Con respecto a los
niveles de arsénico se aprecia que la micorrizacion es mayor cuando se desarrolla a

mayor concentracion de arsénico como se observa en el grafico c.

En el grafico d. existe una mejor infeccion del hongo en los tratamientos que
presentan inoculacion de Pacispora sp. y un nivel menor de arsénico asi como también
tratamientos con G. mosseae y un nivel mayor de arsénico. Con respecto a la interaccion
del fésforo con el arsénico en el grafico e. se determina que el mejor tratamiento

contiene las mayores concentraciones de arsénico y de fésforo, pero se observa un
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comportamiento similar al tener niveles bajos de estos dos factores. En cuanto a la

interaccion entre fosforo y micorrizas inoculadas mostrado en el grafico f. se tiene que

la colonizacion es mayor en tratamientos que tienen dos comportamientos uno de ellos

con la especie Pacispora sp. con la menor concentracion de fésforo y otro con la

especie G. mosseae con la concentracion mayor de fosforo, por lo que se establece que

el nivel de fosforo no influencia en la colonizacion que presentan las dos especies de

micorriza como se corrobora en el analisis de varianza.

MICORRIZA a. CONCENTRACION DE FOSFORO b.
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§ 20 / § 20
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X 5 / L 5
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Sin Micorriza  Pacisporasp.  G. mosseae P0=0 P1=50mg/Kg P2=25mg/Kg
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13.5 ' 0x100 0x50 M1 Mix50 M2x100 M2x50
As1=100 mg/Kg As2=50 mg/Kg mg/Kg mg/Kg x100 mg/Kg mg/Kg mg/Kg
mg/Kg
RELACION FOSFORO x ARSENICO REALACION FOSFORO x MICORRIZA f.
e.
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100x0 100x50 100x25 50x0 50x50 50x25 0x0 0x50 0x25 MI1x0 M1X50M1x25 M2x0 M2x50 M2x25
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Figura 3.5 Graficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fosforo y sus interacciones en el

porcentaje de colonizacion micorrizica en Helecho.
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En la figura 3.6 se representa una placa de tincion radical de helecho donde se
observa claramente las formaciones de vesiculas en la raiz del hospedero mostrandose

como esferas dentro de la raiz.

Figura 3.6 Estructuras intraradicales de micorriza en Helecho correspondientes a
vesiculas 40x (Villarroel, 2007).

3.2 BIOMASA AEREA

3.2.1 Avena

Los datos obtenidos del ensayo de avena fueron recolectados al cabo de los
para efectuarse el analisis de varianza segun los tratamientos establecidos, los cuales

corresponden a la combinacion de tres niveles de micorriza, dos de arsénico y tres de

fosforo con un control como se muestra a continuacién Tabla 3.4:

Tratamientos

Micorriza x Concentracion Arsénico X
Concentracion Fosforo

Control | M0*As0*P0O Sin Micorriza - 0 mg/Kg — 0 mg/Kg
1 MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
2 MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
3 MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
4 MO*As2*P0 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
5 MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
6 MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
7 M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg
8 M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg
9 M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg

10 M1*As2*P0

Pacispora sp - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg

11 M1*As2*P1

Pacispora sp - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg

12 M1*As2*P2

Pacispora sp - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg

13 M2*As1*P0

G. mosseae - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg

14 M2*As1*P1

G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg

15 M2*As1*P2

G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg

16 M2*As2*P0

G. mosseae - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg

17 M2*As2*P1

G. mosseae - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg

18 M2*As2*P2

G. mosseae - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg

44




Se obtuvieron datos sobre el peso seco de las plantas de avena presentes en las
macetas de cada tratamiento estos fueron tabulados y se realizé el analisis de varianza
que se muestra en la tabla 3.5 en donde se determina que existe diferencia estadistica
excepto en los valores correspondientes a las concentraciones de fosforo y la interaccion

de concentraciones de arsenico y fosforo respectivamente.

Tabla 3.5 ADEVA de la biomasa aérea en Avena.

FdeV. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 2182 | - | e
Tratamiento 18 1.981 0.110 20.802**

As 1 0.150 0.150 28.479**
P 2 0.013 0.006 1.242"°
AsxP 2 0.016 0.008 1.552M°
M 2 0.075 0.037 7.155**
AsxC 2 0.111 0.055 10.510**
MxC 4 0.156 0.039 7.403**
AsxMxC 4 0.076 0.019 3.628**
Fact.vs adic 1 1.380 1.380 260.915**
Error Exper. 38 0.201 0.005 | = ------

El cuadro 3.6 muestra los promedios de los tratamientos que no presentan
diferencia estadistica, donde se determina un promedio mas alto de biomasa aérea en

tratamientos que presentan la concentracion mas alta de fosforo

Cuadro 3.6 Promedio de biomasa aérea al utilizar tres niveles de fosforo en ensayo de

Avena.
NI\{ELES DE CONCENTRACION DE MEDIA
FOSFORO FOSFORO X
P2 50 mg/Kg 3.247
P1 25 mg/Kg 3.220
PO 0 mg/Kg 2.638

En el cuadro 3.7 se observan los valores promedios de tratamientos que
presentan interaccion entre las dos concentraciones de arsénico y tres de fosforo
aplicadas. Se determina que existe mayor cantidad de biomasa aérea en las macetas que
contenian menor concentracion de arsénico y mayor de fosforo. EI menor valor de
biomasa consecuentemente se presentd en macetas con mayor contenido de arsénico y

menor concentracion de fésforo.
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Cuadro 3.7 Promedio de biomasa aérea en las interacciones entre arsenico y fosforo en

ensayo de Avena.

NIVELES DE CONCENTRACION ARSENICO X MEDIA
ARSENICOXFOSFORO | CONCENTRACION FOSFORO X
As2*P2 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 0.247
As2*P0O 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 0.210
As2*P1 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.207
As1*P1 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.150
As1*P2 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 0.113
As1*P0O 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 0.082

Los tratamientos que presentan diferencia estadistica fueron sometidos a la
prueba de Tukey al 5% para identificar los rangos de significancia como se muestra en
el cuadro 3.8. Se puede ver que los mejores tratamientos corresponden a los
tratamientos que presentan inoculacién con Pacispora sp. y niveles bajos de arsénico
donde el fosforo no es un factor limitante para el desarrollo de biomasa como los
factores antes mencionados. Los tratamientos con menor rendimiento en biomasa son
los que presentan mayor cantidad de arsénico sin inoculacion, con la especie de

micorriza 1 Pacispora sp. y con la especie 2 Glomus mosseae.

Cuadro 3.8 Rangos de significancia con la prueba de Tukey para las interacciones entre

arsenico, fosforo y micorriza.

MICORRIZA x CONCENTRACION
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA | RANGOS DE
TRATAMIENTOS FOSFORO X SIGNIFICANCIA

M1*As2*P2 Pacispora sp. - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 0.459 a

M1*As2*P1 Pacispora sp. - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.308 b
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.269 b
M2*As2*P1 G. mosseae — 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.232 b
M2*As2*P0O G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.221 b
M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 0.219 b
M1*As2*P0O Pacispora sp. - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.218 b
MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.190 b
MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.168 b
MO*As1*P0O Sin Micorriza — 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.137 b
M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.114 b
M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.113 b
MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.081 b
M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 0.069 b
M1*As1*P1 Pacispora sp. - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.068 b
M2*As1*P0 G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.060 b
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.052 b
M1*As1*P0O Pacispora sp. - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 0.051 b
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Se establecieron dos rangos de significancia; el primero, correspondiente al
tratamiento con el valor promedio més alto que involucra a la primera especie de
micorriza (Pacispora sp.) y las concentraciones mas bajas de arsénico y de fosforo y el
segundo rango conformado por los demas tratamientos establecidos.

La distribucion de la biomasa en el ensayo de avena se muestra en la figura 3.7
en donde se muestra el mayor rendimiento en tratamientos con inoculacion de

Pacispora sp. segun como se ha registrado en cuadros anteriores.

AVENA
@ Sin Micorriza
0.5 B Pacispora sp.
(]
= 0.4 O Glomus mosseae
s < 03
£ 02 1= As1xP0 100-0 mg/Kg
o ®©
2 0.1¢ 2=As1xP1 100-50 mg/Kg
o
0 3=As1xP2 100-25 mg/Kg
1 2 3 4 5 6
4=As2xP0 50-0 mg/Kg

Figura 3.7 Efecto de tratamientos establecidos por combinacion de niveles de arsénico,

fosforo y micorriza sobre la biomasa aérea en Avena.

Las interacciones que presentan los factores estudiados en la biomasa aérea de
avena se muestran en la figura 3.8 y presentan relacion con los cuadros nombrados

anteriormente.

En el gréafico a. se comprueba que los tratamientos inoculados con Pacispora sp.
presentan un mejor rendimiento de biomasa que las macetas con G. mosseae y sin
inoculacion. EIl grafico b. indica que la biomasa aérea se ve beneficiada con los dos
niveles de fésforo implementados, a diferencia de los tratamientos con un nivel cero de
este elemento. En el gréafico c. se demuestra que el mayor nivel de arsénico inhibe la

formacidn de biomasa en el ensayo de avena analizado.
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Figura 3.8 Graficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fosforo y sus interacciones en la

biomasa aérea en Avena

En el grafico d. se demuestra, en relacion a los demas tratamientos de

interaccién entre micorriza y arsenico, que las macetas con Pacispora sp. con un nivel

bajo de arsénico tienen un porcentaje mas alto de biomasa. En cuanto a la relacién de

fosforo y arsénico que se muestra en el grafico e. existe un buen rendimiento en

tratamientos con bajo nivel de arsénico y el fésforo no presenta influencia de acuerdo a

los niveles aplicados, asi se observa también en el grafico f. pero se nota la influencia de

Pacispora sp. en mejorar el rendimiento de biomasa en avena.
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3.2.2 Helecho

Los datos obtenidos del peso seco de frondas de helecho de cada tratamiento
fueron tabulados y se realiz6 el analisis de varianza determindndose que existe
diferencia estadistica entre los tratamientos excepto en la variable de arsénico y en la
interaccion de los tres factores como se muestra en la tabla 3.6.

Tabla 3.6 ADEVA de la biomasa aérea en Helecho.

F de V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 e e
Tratamiento 18 1.080 0.060 20.690**

As 1 0.001 0.001 0.475M°

= 2 0.051 0.025 8.891**

AsxP 2 0.111 0.055 19.189**

M 2 0.355 0.177 61.304**

AsxM 2 0.044 0.022 7.671*

PxM 4 0.233 0.058 20.148**

AsxPxM 4 0.023 0.005 2.028"°

Fact.vs adic 1 0.258 0.258 89.133**
Error Exper. 38 0.110 0.002 | @ ------

El cuadro 3.9 muestra el promedio de valores de biomasa en helecho en relacion
a los niveles de arsénico utilizados en los tratamientos establecidos. Se identifica que en
macetas que contenian la menor concentracion de arsénico existe mayor biomasa a

diferencia de aquellas que presentaron niveles mas altos de este elemento.

Cuadro 3.9 Promedio de biomasa aérea al utilizar dos niveles de arsénico en ensayo de

Helecho.
NIVEL,ES DE CONCENTRACION DE MEDIA
ARSENICO ARSENICO X
As2 25 mg/Kg 0.311
Asl 50 mg/Kg 0.300

La interaccion de los niveles de los factores analizados arsénico, fosforo y tipos
de micorrizas presenta una diferencia no significativa por lo que se tiene en el cuadro

3.10 los promedios para los tratamientos establecidos.
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micorriza en Helecho.

Cuadro 3.10 Promedio de biomasa aérea en las interacciones entre arsénico, fosforo y

MICORRIZA x CONCENTRACIQN
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA
TRATAMIENTOS FOSFORO X

M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.588
M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.492
M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.451
MO*As2*P1 Sin Micorriza — 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.441
M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.348
MO*As1*PO Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.345
M1*As2*P1 Pacispora sp. - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.326
M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.322
MO*As2*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.309
M1*As1*P1 Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.291
MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.274
M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.251
M1*As1*P0O Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.223
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.204
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.203
M1*As1*P2 Pacispora sp.- 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.176
M1*As2*P0O Pacispora sp. - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.145
M1*As2*P2 Pacispora sp. - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 0.102

Se identifica que el mejor tratamiento corresponde al que presenta inoculacion
con G. mosseae y con una concentracion alta de arsénico y baja de fosforo. Como
segundo mejor promedio se encuentra el tratamiento que presenta también inoculacion
con G. mosseae pero en este caso se tienen una concentracion menor de arsénico y baja
de fésforo. Consecuentemente como el tratamiento con menor promedio se tienen el que

presenta Pacispora sp. con una concentracion baja tanto de arsénico como de fosforo.

La distribucion de los valores de biomasa aérea en helecho se muestra en la
figura 3.9 en donde se identifica la mayor contribucién de la especie de micorriza 2 (G.
mosseae) con respecto a la especie 1 (Pacispora sp.) coincidiendo con los datos

obtenidos en el analisis de varianza.

Es importante sefialar que en el ensayo de helecho se observé gran cantidad de
biomasa en las macetas que no presentaron inoculacion especialmente cuando se aplicd
una concentracién menor de arsénico y mayor de fésforo donde se tuvo valores casi

iguales a los obtenidos en macetas con inoculacion de G. mosseae.
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HELECHO
@ Sin Micorriza

o 0.6 p= B Pacispora sp.
B . 05 O Glomus mosseae
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4=As2xP0 50-0 mg/Kg

Figura 3.9 Efecto de tratamientos establecidos por combinacidn de niveles de arsénico,

fosforo y micorriza sobre la biomasa aérea en Helecho.

Las interacciones presentadas en el ensayo de helecho con respecto a la biomasa
aérea de las plantas analizadas se presentan en la figura 3. 10. En donde en el gréafico a.
se muestra que los tratamientos inoculados con G. mosseae presentan un mejor
rendimiento de biomasa a diferencia del ensayo de avena en donde Pacispora sp. era la

especie que mejor rendimiento presentaba.

El grafico b. se muestra que la biomasa aérea no se ve influenciada
determinantemente por la concentracion de fosforo ya que no se presenta una diferencia
marcada sin embargo, es notorio que con la mayor concentracion de este elemento se
tiene mayor biomasa. En el caso de la concentracion de arsénico coincide con lo
observado en avena, porgue se tiene mayor biomasa cuando el nivel de arsénico es el

menor segin como se muestra en el gréafico c.

En el grafico d. se muestra el efecto de la especie G. mosseae frente a Pacispora
sp. y a la ausencia de inoculacion, en donde se identifica que existe mayor biomasa de
helecho con la micorriza 2 sin tener efecto directo las concentraciones de arsénico. En el
gréfico e. se muestra la influencia de la interaccion de concentraciones de arsénico y
fosforo determinandose que cuando existe menor cantidad de arsénico y mayor de
fosforo existe mejor rendimiento de biomasa. Finalmente en el gréafico f. se evidencia la
relacion de la micorriza con mejor rendimiento G. mosseae con los distintos niveles de

fosforo teniendo alto porcentaje de biomasa con niveles altos y bajos de este elemento.
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Figura 3.10 Gréficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fésforo y sus interacciones en

el porcentaje de colonizacion micorrizica en ensayo de Helecho.

3.3 CONCENTRACION DE ARSENICO

3.3.1 Avena

La concentracion de arsénico presente en las hojas de avena fue establecida a

partir de las muestras tomadas de los tratamientos por la combinacion de tres niveles de
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micorriza, dos de arsénico y tres de fésforo con un control como se muestra en la tabla

3.7:

Tabla 3.7 Tabla de Tratamientos establecidos para el factorial de tres niveles de

micorriza por dos niveles de arsénico y por tres niveles de fosforo.

Tratamientos | Micorriza x Concentracion de Arsénico x
Concentracion de Fésforo
Control | M0O*As0*PO Sin Micorriza - 0 mg/Kg - 0 mg/Kg

1 MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
2 MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
3 MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
4 MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
5 MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
6 MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
7 M1*As1*P0 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg
8 M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
9 M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
10 M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
11 M1*As2*P1 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg
12 M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg
13 M2*As1*P0 G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg
14 M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg
15 M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg
16 M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
17 M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg
18 M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg

Los datos de concentracion de arsénico en avena fueron tabulados y se realizo el

andlisis de varianza segun como se muestra en la tabla 3.8.

Tabla 3.8 ADEVA concentracion de Arsénico en Avena

Fde V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 3145212.400 | - | --ee-
Tratamiento 18 3095828.290 | 171990.461 | 299678.456**
As 1 645950.157 | 645950.157 | 1125512.110**
P 2 83235.880 41617.940 72515.649**
AsxP 2 88151.376 44075.688 76798.062**
M 2 213228.173 | 106614.087 | 185765.796**
AsxM 2 234904.087 | 117452.043 | 204649.995**
PxM 4 953575.486 | 238393.872 | 415380.639**
AsxPxM 4 876783.132 | 219195.783 | 381929.635**
Fact.vs adic 1 49363.401 49363.401 86011.443**
Error Exper. 36 20.661 0573 | = -
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Como se muestra todos los tratamientos presentan alta diferencia estadistica, por
lo que fueron sometidos a la prueba de Tukey al 5% para la determinacion de los rangos
de significancia lo que se muestra en el cuadro 3.11. Se demuestra la diferencia marcada

entre tratamientos obteniéndose varios rangos de significancia.

Se identifica que el mejor valor corresponden al tratamiento que presenta la
micorriza 1 Pacispora sp. el nivel més alto de arsénico y el nivel mas bajo de fésforo.
El segundo tratamiento con buen rendimiento no presenta inoculacion y tiene los niveles
mas altos de arsénico y fosforo. El tercer tratamiento presenta Pacispora sp. con la

concentracion mas alta de arsénico y la menor de fdsforo.

El tratamiento con el valor mas bajo en cuanto a la concentracion de arsénico en
hojas es el inoculado con Pacispora sp. con alto nivel de arsénico y de fosforo, como se
observa este valor difiere mucho de la distribucion normal de los demas tratamientos

presentando un promedio muy bajo.

Cuadro 3.11 Rangos de significancia con la prueba de Tukey para las interacciones

entre arsénico, fésforo y micorriza.

MICORRIZA x CONCENTRACION
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA | RANGOS DE

TRATAMIENTOS FOSFORO X SIGNIFICANCIA

M1*As1*P0O Pacispora sp. - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 985.00 | a

MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 492.01 b

M1*As1*P1 Pacispora sp.- 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 298.60 c

M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 235.60 d

M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 125.60 e

M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 56.01 f

MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 44.41 g

MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 44.03 g

M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 41.39 h

MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 40.19 h

M2*As2*P0O G. mosseae — 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 32.84 i

M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 31.22 ]

M1*As2*P1 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 29.56 k

M2*As1*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 23.66 I

MO*As2*P0 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 17.66 m

MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 17.06 m

M1*As2*P2 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 14.51 n

MO*As0*PO Sin Micorriza - 0 mg/Kg - 0 mg/Kg 8.74 0

M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.21 p
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La distribucion, en forma general, de la concentracién de arsénico en el ensayo
de avena muestra que existe el pico mas alto con inoculacién de la especie de micorriza
1 Pacispora sp. y en concordancia con el nivel mas alto de arsénico sin adicion de
fosforo. Se observa también dos picos menores, uno correspondiente a tratamientos sin
inoculacion y otro con G. mosseae ambos con los mayores niveles de arsénico (Figura
3.11).

CONCENTRACION DE ARSENICO AVENA

1200
Pacispora sp.
1000

800 A
600 o / \
400 % [\
200 /

% .
oled el Ny o Na

012 3456 7 8 910111213141516 171819
Tratamiento

G. mosseae

Concentracion As
(ppm)

Figura 3.11 Concentracion de arsénico en hojas de Avena medida por espectofotometria

de absorcion atémica.

Como se puede observar en la figura 3.12, las interacciones de los factores
estudiados presentan influencia en la cantidad de arsénico absorbida por el ensayo de
avena. En el caso del grafico a. se presenta la correspondencia de encontrar una
concentracion mayor de arsénico en hojas, en los tratamientos que contenian un mayor
nivel de este elemento. El grafico b. muestra que la absorcion de arsénico fue mayor en
macetas inoculadas con la primera especie Pacispora sp. y menor con G. mosseae igual

gue en las macetas sin inoculacion.

El gréfico c. presenta la relacion de la absorcion de arsénico mediada por los
niveles de fosforo, determinandose que existe mayor toma de arsénico por la planta
cuando no se adicion6 fosforo. En el gréafico d. se muestra el efecto que tiene Pacispora
sp. en el aumento de concentracidn de arsénico en hojas de avena, en donde se observa
un pico alto en tratamientos con inoculacion de la micorriza nombrada y que presentan

alta concentracion de arsénico.

55



En el gréfico e. se muestra la influencia de la interaccion de concentraciones de
arsénico y fosforo determinandose que en macetas con alto nivel de arsénico y bajo de
fosforo existe mayor presencia de arsenico en hojas.

En el gréfico f. se observa la influencia de la relacion de las micorrizas con las
distintas concentraciones de fosforo en la concentracion de arsénico absorbida por
avena, teniendo el mayor contenido de este elemento en tratamientos con Pacispora sp.

y niveles bajos de fosforo.
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Figura 3.12 Gréficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fésforo y sus interacciones en

la concentracion de arsénico en Avena.
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3.3.2 Helecho

Los valores de la concentracion de arsénico contenida en frondas de helecho
fueron tabulados y se realizo el analisis de varianza, segin como se muestra en la tabla

3.9, todos los tratamientos tienen diferencia estadistica.

Tabla 3.9 ADEVA concentracién de Arsénico en Helecho.

F de V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 4720.44758 | ---- | oeeee-
Tratamiento 18 4720.15908 262.231 34540.844**
As 1 1226.21557 | 1226.215 | 161516.036**
P 2 552.862516 276.431 36411.281**
AsxP 2 420.521318 210.260 27695.348**
M 2 1076.70031 538.350 70911.008**
AsxM 2 1104.81407 552.407 72762.568**
PxM 4 127.506563 31.876 4198.763**
AsxPxM 4 182.387721 45.596 6005.987**
Fact.vs adic 1 29.1510091 29.151 3839.745**
Error Exper. 38 0.28849267 0.007 | = ------

El promedio de los tratamientos fueron analizados con la prueba de Tukey al 5%
para la determinacion de los rangos de significancia lo que se muestra en el cuadro 3.12.
Se observa que el mejor valor corresponde al tratamiento que presenta la especie de
micorriza 1 Pacispora sp. con el nivel més alto de arsénico y de fosforo. El segundo
tratamiento con promedio alto se asemeja al primero al presentar Pacispora sp. y el

nivel mas alto de arsénico pero en este caso presenta un nivel bajo de fésforo.

Con respecto a los tratamientos con valores mas bajos se encuentran macetas sin
inoculacion, uno con un nivel alto de arsénico y otro con nivel bajo. Se establece que el
valor menor corresponde al tratamiento con Pacispora sp., un nivel bajo de arsénico y
de fosforo.

Como se observa, existe gran diferencia estadistica entre los tratamientos por lo
que existen varios rangos de significancia en donde la mayoria pertenecen a un grupo
diferente, a excepcion de los tratamientos correspondientes a los valores de 1.456 y

1.427, asi como los tres ultimos valores.
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Cuadro 3.12 Rangos de significancia con la prueba de Tukey para las interacciones

entre arsénico, fosforo y micorriza.

MICORRIZA x CONCENTRACION

ARSENICO x,CONCENTRACION MEDIA RANGOS DE

TRATAMIENTOS FOSFORO X SIGNIFICANCIA

M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 34.360 A

M1*As1*P1 Pacispora sp — 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 22.100 B

M2*As1*P2 G. mosseae — 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 19.336 C

M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 17.283 D

MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 7.810 E

M1*As2*P1 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 5.462 f

MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 5.093 g

M2*As2*P0O G. mosseae — 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 4.933 h

MO*As1*PO Sin Micorriza - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 3.891 [

M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 2.743 ]

M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 2.153 k

MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 1.456 I

M1*As2*P2 Pacispora sp — 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 1.427 I

M2*As1*P1 G. mosseae — 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 1.170 m

M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 0.846 n

MO*As2*P0 Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.390 0

MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 0.266 o]

M1*As2*P0 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 0.243 o]

La distribucién de la concentracion de arsénico segun los tratamientos aplicados

se representa en la figura 3.13, concordando con el cuadro de promedios anteriormente

explicado. Se puede ver que al igual que el ensayo de avena, los tratamientos inoculados

con Pacispora sp. presentan mayor concentracion de arsénico. Se muestra también un

pico considerable con los tratamientos inoculados con G. mosseae.
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Figura 3.13 Concentracion de arsénico en hojas de Helecho medida por

espectofotometria de absorcion atémica.
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La influencia de las interacciones de los factores estudiados en la cantidad de

arsénico presente en frondas de helecho se muestra en la figura 3.14. En el gréfico a. se

indica la relacion directa entre los niveles de arsénico administrados y la concentracion

de arsénico en frondas. El grafico b. muestra el comportamiento similar al ensayo de

avena en donde la absorcion de arsénico es mayor en macetas inoculadas con la primera

especie de micorriza Pacispora sp. y menor con la especie 2 G. mosseae igual que sin

inoculacion. El gréfico c. presenta la relacion de la absorcion de arsénico mediada por

los niveles de fosforo, se muestra que existe mayor toma de arsénico por la planta con

niveles bajos de fosforo.
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Figura 3.14 Gréficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fésforo y sus interacciones en

la concentracion de arsénico en Helecho.
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En el gréfico d. se muestra la relacién entre micorriza y concentraciones de
arsénico con respecto a la absorcion de este elemento en helecho, en donde se identifica
que tratamientos que presentan inoculaciébn con Pacispora sp. y una mayor
concentracion de arsénico tienen mayor absorcién. Referente a la relacion entre arsénico
y fosforo se tiene mayor absorcion de arsénico en tratamientos con alta concentracion
de este elemento y menor de fésforo como se muestra en grafico e. y finalmente se
muestra la influencia de la variable analizada por la relacion entre micorriza y
concentracion de fésforo en el grafico f. en donde se tiene una alta concentracion de
arsénico en hojas de helecho en tratamientos con la especie de micorriza 1 y la menor

concentracion de fésforo como ya se ha descrito anteriormente.

3.4 CONCENTRACION DE FOSFORO

3.4.1 Avena

En el ensayo de avena se tabularon los datos de acuerdo a los tratamientos

establecidos como se muestra a continuacion Tabla 3.10:

Tabla 3.10 Tabla de Tratamientos establecidos para el factorial de tres niveles de

micorriza por dos niveles de arsenico y por tres niveles de fosforo.

Tratamientos | Micorriza x Concentracién de Arsénico x
Concentracion de Fosforo
Control | M0*As0*P0O Sin Micorriza - 0 mg/Kg - 0 mg/Kg

1 MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
2 MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
3 MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
4 MO*As2*P0 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg
5 MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
6 MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
7 M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
8 M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg
9 M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
10 M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
11 M1*As2*P1 Pacispora sp - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
12 M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
13 M2*As1*P0 G. mosseae - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg
14 M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg
15 M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg
16 M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg
17 M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg
18 M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg
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Los datos de concentracion de fosforo en hojas de avena se tabularon para
realizar el analisis de varianza como se indica en la tabla 3.11. Los tratamientos
estudiados presentan alta diferencia estadistica al 1% a excepcion del factor arsénico
que presenta diferencia estadistica al 5%. Esto determina la influencia de los niveles de

los factores sobre la cantidad de fosforo en hojas de avena.

Tabla 3.11 ADEVA concentracion de fésforo en Avena.

F de V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 19191002 | - | -
Tratamiento 18 18866184.3 | 1048121.348 122.618**

As 1 993622.685 | 993622.685 116.242**
P 2 49068.287 24534.143 2.870*
AsxP 2 6393130.79 | 3196565.394 373.962**
M 2 408981.481 | 204490.740 23.923**
AsxM 2 1275162.04 | 637581.018 74.589**
PxM 4 4851087.96 | 1212771.991 141.880**
AsxPxM 4 3276053.24 | 819013.310 95.815**
Fact.vs adic 1 1619077.78 | 1619077.784 189.413*
Error Exper. 38 324817.708 8547834 | = ---—---

El promedio de los tratamientos fueron analizados con la prueba de Tukey al 5%
para la determinacion de los rangos de significancia lo que se muestra en el cuadro 3.13.
Se observa que el mejor valor corresponde al tratamiento que presenta la especie de
micorriza 1 Pacispora sp. con el nivel més alto de arsénico y de fosforo. El segundo
tratamiento con alto promedio se asemeja al primero al presentar Pacispora sp. y el

nivel mas alto de arsénico pero en este caso presenta un nivel bajo de fosforo.

Con respecto a los tratamientos con valores menores se encuentran macetas sin
inoculacion uno de ellos con un nivel mayor de arsénico y otro con nivel bajo. Se
establece que el valor menor corresponde al tratamiento con Pacispora sp. con un nivel

bajo de arsénico y de fésforo.

De acuerdo a la prueba aplicada se establecieron cuatro rangos de significancia
los dos mejores tratamientos corresponden a los dos primeros rangos, los cuatro
siguientes tratamientos se agrupan en el tercer rango, los tratamientos siguientes

pertenecen al cuarto grupo a excepcion de los tres Gltimos que forman el ultimo rango.
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entre arsénico, fosforo y micorriza.

Cuadro 3.13 Rangos de significancia con la prueba de Tukey para las interacciones

MICORRIZA x CONCENTRACIQN
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA RANGOS DE
TRATAMIENTOS FOSFORO X SIGNIFICANCIA

M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 6154.16 a
M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 5637.50 b
MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 5541.66 C
MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 5520.83 C
M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 5466.66 C
M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 5404.16 C
M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 5170.83 d
MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 5000 d
M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 4816.66 d
M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 4795.83 d
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 4766.66 d
M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 4683.33 d
M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 4604.16 d
M1*As2*P1 Pacispora sp - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 4579.16 d
M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 4525.00 d
M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 4262.50 e
MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 4091.66 e
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 4037.50 e

La distribucién de la concentracion de arsénico segun los tratamientos aplicados

se representa en la figura 3.15, concordando con el cuadro de promedios anteriormente

explicado. Se muestra un comportamiento homogeneo sin presentar picos altos o

valores considerablemente altos.
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Figura 3.15 Concentracion de fosforo en hojas de Avena medida por espectrofotometria

UVv.
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En la figura 3.16 se muestra las interacciones de los factores estudiados y su

influencia en la cantidad de arsénico presente en frondas de helecho. En el gréafico a. se

presenta la relacion entre los niveles de arsénico administrados y la concentracion de

fosforo absorbida por las plantas en donde se tiene que a menor cantidad de arsénico

mayor fosforo. El grafico b. muestra que la mayor concentracion de fosforo se obtiene

con la aplicacion de Pacispora sp. con respecto a la especie G. mosseae. El gréfico c.

presenta la relacion de la absorcion de arsénico mediada por los niveles de fosforo,

donde se tiene relacion con el mayor nivel mayor concentracion presente.
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Figura 3.16 Gréaficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fésforo y sus interacciones en

la concentracion de fosforo en Avena.
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En el gréafico d., se puede observar la relacién del arsénico y micorriza con
respecto a la absorcién de fosforo, se tiene un pico alto en un tratamiento con G.
mosseae con alto nivel de arsénico. En le gréfico e. se muestra la relacion entre arsénico
y fésforo donde se nota la competencia existente entre estos elementos en la planta a
mayores niveles de arsénico menores concentraciones de fosforo. En el gréfico f. se
muestra la relacién entre la micorriza y el fosforo determinando un pico alto en

tratamientos con G. mosseae Yy niveles altos de fosforo.
3.4.2 Helecho

Los datos de concentracion de fésforo en hojas de helecho se tabularon y se
realizaron el analisis de varianza para determinar diferencias estadisticas entre
tratamientos como se indica en la tabla 3.12. Se observa que existen algunos valores con
una diferencia no significativa como en el factor micorriza, la relacion de arsénico y

fosforo y la relacion de fosforo con micorriza.

Tabla 3.12 ADEVA concentracion de fosforo en Helecho.

Fde V. GL SC CM F. Cal
TOTAL 56 56489638.4 |  ------ | e
Tratamiento 18 31568771.8 | 1753820.66 2.67*
As 1 8948119.23 | 8948119.23 13.64**
P 2 5395668.13 | 2697834.07 4,11
AsxP 2 870087.668 | 435043.834 0.66"°
M 2 595614.439 | 297807.219 0.45"°
AsxM 2 2342755.74 | 1171377.87 1.782N°
PxM 4 5297375 | 1324343.75 2.01"°
AsxPxM 4 7773937.02 | 1943484.26 2.96%*
Fact.vs adic 1 34521457 | 345214.57 0.52"°
Error Exper. 38 24920866.6 | 655812.278 | = --—----

En los siguientes cuadros se indican los promedios de los tratamientos que no
presentan diferencias estadisticas. Como en el cuadro 3.14 se presenta la relacion entre
las concentraciones de arsénico y las de fésforo, determinandose que el mejor valor
corresponde para los tratamientos que presentan menor cantidad tanto de arsénico como

de fosforo.

El siguiente valor con un promedio alto pertenece a los tratamientos que tienen

una concentracion baja de arsénico y alta de fésforo. Finalmente se observa que
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congruentemente que la relacion con menor promedio es la que presenta nivel alto de

arsénico y bajo de fosforo.

Cuadro 3.14 Promedio de concentracion de fosforo de la interaccion entre arsénico y
fosforo en Helecho.

NIVELES DE CONCENTRACION AR$ENICO
ARSENICO x x CONCENTRACION MEDIA
FOSFORO FOSFORO X

As2*P0 50 mg/Kg — 0 mg/Kg 3826.669
As2*P1 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 2949.368
As2*P2 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 2871.377
As1*P0O 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 2665.852
As1*P1 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 2389.422
As1*P2 100 mg/Kg - 25 mg/Kg 2149.720

El cuadro 3.15 presenta los promedios de valores de fosforo en helecho con
respecto a los tipos de micorrizas que se han inoculado. El valor mas alto corresponde a
la micorriza 1 Pacispora sp. que se impone a G. mosseae y a los tratamientos que no

presentan ninguna especie de micorriza.

Cuadro 3.15 Promedio de concentracion de fosforo al utilizar tres niveles de micorriza
en Helecho.

NIVELES DE

MICORRIZA MICORRIZA INOCULADA MEDIA X
M1 Pacispora sp. 2950.759
M2 G. mosseae 2775.361
MO Sin Micorriza 2700.084

Con respecto al cuadro 3.16 se puede ver los promedios de fosforo en helecho de
acuerdo al efecto que tiene sobre esta variable la relacion de arsénico y micorrizas. Se
tiene como mejor valor a la relacion arsénico sin inoculacion como segun promedio esta
Pacispora sp. con una concentracion baja de arsénico y el menor promedio corresponde

a la relacion de una concentracion alta de arsénico sin micorriza inoculada.
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Cuadro 3.16 Promedio de concentracion de fésforo de la interaccién entre arsénico y

micorriza en Helecho.

) MICORRIZA INOCULADA
NIVELES DE ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA
x MICORRIZA ARSENICO X
MO*As2 Sin Micorriza — 50 mg/Kg 3367.228
M1*As2 Pacispora sp. — 50 mg/Kg 3347.575
M2*As2 G. mosseae - 50 mg/Kg 2932.611
M2*Asl G. mosseae - 100 mg/Kg 2618.110
M1*Asl Pacispora sp. — 100 mg/Kg 2553.943
MO*Asl Sin Micorriza - 100 mg/Kg 2032.941

El cuadro 3.17 presenta la interaccion de las especies de micorrizas con las
concentraciones de fosforo y los promedios obtenidos. Se identifica que el mejor valor
se tiene en tratamientos con Pacispora sp. y con el nivel méas bajo de fosforo, seguido
de este se tiene el promedio de la interaccion entre G. mosseae y el nivel mas bajo de
fosforo. Como menor valor se identifica el promedio de la relacion de Pacispora sp. y

una concentracion baja de fosforo.

Cuadro 3.17 Promedio de concentracion de fosforo de la interaccion entre fosforo y

micorriza en Helecho.

] MICORRIZA x_
NIVELES DE FOSFORO CONCENTRACION MEDIA
X MICORRIZA FOSFORO X
M1*P0O Pacispora sp. - 0 mg/Kg 3744.791
M2*P0 G. mosseae - 0 mg/Kg 3465.676
MO*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg 2868.487
M1*P1 Pacispora sp.- 50 mg/Kg 2730.999
MO*P2 Sin Micorriza - 25 mg/Kg 2703.452
MO*PO Sin Micorriza - 0 mg/Kg 2528.314
M2*P2 G. mosseae - 25 mg/Kg 2451.706
M2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg 2408.699
M1*P2 Pacispora sp.- 25 mg/Kg 2376.488

El cuadro 3.18 presenta los promedios obtenidos del factorial versus el adicional
en donde se muestra que el mejor tratamiento corresponde a Pacispora sp. con la

concentracion mas baja de arsénico y de fésforo.

El adicional o control muestra un promedio sobre los tratamientos que presentan

alta concentracion de arsénico lo que soporta los resultados ya nombrados anteriormente
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en donde se establece que altas concentraciones de arsénico disminuye la absorcion de

fosforo.

Los promedios con menor valor corresponden a los tratamientos compuestos por
Pacispora sp. con la concentracién mas alta de arsenico y una baja concentracion de
fosforo, asi como el tratamiento que no presentd inoculacion con la concentracion mas

alta de arsénico y la menor de fésforo.

Cuadro 3.18 Promedio de concentracion de fosforo de las interacciones entre arsénico,

fosforo y micorriza en Helecho.

MICORRIZA x CONCENTRACIQN
ARSENICO x CONCENTRACION MEDIA
TRATAMIENTOS FOSFORO X
M1*As2*P0O Pacispora sp - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 4177.083
MO*As2*P0O Sin Micorriza - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 3714.962
M2*As2*P0 G. mosseae - 50 mg/Kg - 0 mg/Kg 3587.962
MO*As2*P1 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 3460.585
M1*As2*P2 Pacispora sp - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 3375.00
M2*As1*P0O G. mosseae - 100 mg/Kg - 0 mg/Kg 3343.390
M1*As1*P0O Pacispora sp - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 3312.500
M1*As1*P1 Pacispora sp - 100 mg/Kg - 50 mg/Kg 2971.354
MO*As2*P2 Sin Micorriza - 50 mg/Kg — 25 mg/Kg 2926.136
M2*As2*P1 G. mosseae - 50 mg/Kg - 50 mg/Kg 2896.875
M2*As1*P2 G. mosseae - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 2590.416
M1*As2*P1 Pacispora sp - 50 mg/Kg — 50 mg/Kg 2490.644
MO*As1*P2 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 2480.769
MO*AsO*PO Sin Micorriza - 0 mg/Kg — 0 mg/Kg 2460.217
M2*As2*P2 G. mosseae - 50 mg/Kg - 25 mg/Kg 2312.996
MO*As1*P1 Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 2276.388
M2*As1*P1 G. mosseae - 100 mg/Kg — 50 mg/Kg 1920.524
M1*As1*P2 Pacispora sp - 100 mg/Kg — 25 mg/Kg 1377.976
MO*As1*P0O Sin Micorriza - 100 mg/Kg — 0 mg/Kg 1341.666

De manera general la concentracion de fosforo de acuerdo a los tratamientos
establecidos se muestra en la figura 3.17 en donde se observa una tendencia homogénea
sin picos altos en donde se establece como mejor tratamiento al que presenta Pacispora
sp. con un nivel bajo de arsénico y actuando como el peor promedio se tiene el

tratamiento que no presenta inoculacion con una alta concentracion de arsénico.
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Figura 3.17 Concentracion de fosforo en frondas de Helecho medidas por

espectrofotometria UV.

La interaccion de los factores estudiados se indica en la figura 3.18. En el grafico
a. se presenta la relacion entre los niveles de arsénico y la absorcion de fosforo en
helecho en donde se presenta similitud al ensayo de avena, observandose que la
absorcion de fésforo en la planta es mayor cuando se ha aplicado la menor cantidad de

arsénico.

El grafico b. muestra que la mayor concentracion de fosforo se obtiene con la
aplicacion de la especie Pacispora sp. que con G. mosseae igual a lo observado en el
ensayo de avena. El grafico c. presenta la relacion de la absorcién de arsenico mediada
por los niveles de fésforo, donde se tiene una relacion directa y que concuerda con la

concentracion en frondas de los helechos estudiados.

En el grafico d., se puede observar la relacion del arsénico y micorriza con
respecto a la absorcion de fésforo encontrandose mayor presencia de fosforo con

Pacispora sp. y niveles altos del elemento.

El grafico e. muestra la relacion entre arsénico y fésforo donde se indica que a
mayores niveles de arsénico menores concentraciones de fosforo. Finalmente en el
gréfico f. se muestra la relacidén entre micorriza y el fosforo determinando un pico alto

en tratamientos con Pacispora sp. Y niveles altos de fosforo.
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Figura 3.18 Gréficos del efecto de Micorriza, Arsénico, Fosforo y sus interacciones en

la concentracion de fosforo en Helecho.

3.5 GLOMALINA

Se identificé la cantidad de glomalina contenida en suelo de las macetas que

presentaban inoculacion con las dos especies de micorriza estudiadas, los datos fueron

tabulados y la cantidad de arsénico fue calculada.
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En la figura 3.19 se muestra la cantidad de glomalina encontrada en las macetas
con inoculacion. Se observa que existe el nivel mas alto de un tratamiento con
Pacispora sp. sin embargo existe mayor nimero de tratamientos de la especie G.

mosseae con mayor cantidad de glomalina.
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Figura 3.19 Cantidad de Glomalina en tratamientos inoculados con Pacispora sp. y

Glomus mosseae.

La cantidad de arsénico contenida en la glomalina extraida se muestra en la
figura 3.20 en donde se observa que en tratamientos que no presentan un peso alto de
glomalina existe una concentracion alta de arsénico a diferencia de aquellos que

presentan mayor peso de glomalina total pero poseen menor concentracion de arsénico.
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Figura 3.20 Concentracion de arsénico presente en glomalina extraida medida por

espectrofotometria de absorcién atomica.
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1 COLONIZACION MICORRIZICA

El porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de avena (Avena sativa) y
helecho (Nephrolepis sp.) por las especies de hongos micorrizicos arbusculares
estudiadas Pacispora sp. y Glomus mosseae fue desde 10 hasta 42% como se puede
observar en las figuras 3.1 y 3.4, y los tratamientos que no tenian inoculacién no
presentaron evidencia de colonizacion. La colonizacion micorrizica es una variable
importante para identificar la infeccion del hongo en la planta hospedera y el
establecimiento de la simbiosis, lo que es clave para el comportamiento funcional de los
HMA.

Referente a las especies estudiadas y su porcentaje de colonizacion se ha
establecido que tanto en el ensayo de avena como en el de helecho, la micorriza 1
correspondiente a Pacispora sp. presenta mayor infeccion con respecto al porcentaje de
micorrizacion de la micorriza 2 G. mosseae. La asociacion micorrizica presenta vital
importancia para establecer su funcionalidad, la que va relacionada con el rol que juega
en el establecimiento de la planta a condiciones de estrés, en este caso a contaminantes
(Gonzéalez-Chavez et al., 2002). Como se ha visto existe diferencia entre los porcentajes
de colonizacion de acuerdo a los tratamientos establecidos, este comportamiento puede
deberse a los factores ambientales a los que estan expuestas las esporas de los tipos de
micorrizas inoculadas, los cuales pueden afectar a su ciclo de vida y la capacidad de

germinacion, colonizacion y desarrollo del micelio externo (Read, 1999).

La relacion simbiotica de la micorriza arbuscular y la planta viene dada por la
afinidad que exista entre los dos sistemas, en el estudio se determiné que la avena fue la
especie que presentd mayor colonizacion con respecto a helecho, algunos trabajos han
demostrado que puede existir cierta especificidad al hospedero por la fisiologia de la
planta, la diferente constitucién radical y sefiales quimicas que puedan producirse entre
el hongo y la planta (Manske y Vlek, 1994).
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Es importante tomar en cuenta que el helecho pertenece al grupo de Pteridofitos
que presentan vegetales criptogdmicos vasculares, considerados plantas incompletas que
presentan rizomas subterrdneos que forman las frondas, por lo cual se tiene un sistema
radical diferente a las plantas superiores, lo que podria explicar la menor incidencia de
infeccion de hongos micorrizicos arbusculares en Nephrolepis sp. (Igbal, 1980)

Otro de los factores principales que interfieren en la colonizacion de acuerdo a lo
reportado por Portilla et al. (1998), es la concentracidn de fosforo. Se ha establecido que
al aumentar la aplicacion de fosforo en el suelo disminuye la colonizacion, la toma de
este elemento puede estar en funcion de la capacidad fijadora por el suelo, y en relacion
con las diferentes especies de ensayos. Esto sustenta los resultados en el ensayo de
avena segun la figura 3.2 en donde se muestra mayor infeccion del hongo cuando existe

la menor concentracion de fosforo aplicada.

Segun Mosse (1973), el aumento de las concentraciones de fosforo en la planta,
tiene un efecto inhibitorio directo sobre el crecimiento de los hongos micorrizicos, sin
embargo se sigue discutiendo sobre el mecanismo gracias al cual se producen resultados
como éste, se ha explicado que cuando el suministro de fésforo es severamente
deficiente para el crecimiento de la planta, la proporcion de raices infectadas por los
HMA aumenta inicialmente (Bolan et al., 1984). Otra hipotesis que explica este
comportamiento es la que sostiene que, el porcentaje de micorrizacion usualmente
disminuye con la aplicacion de fertilizantes, se establece que el aumento en el
suministro de fosforo a la planta disminuye la permeabilidad de las membranas de las
células radicales, lo cual a su vez reduce la concentracion de carbohidratos solubles y
compuestos nitrogenados en los exudados radicales los cuales serian inductores de la

formacidn de micorriza arbuscular (Menge et al., 1978 y Thomson et al., 1991).

Es importante sefialar que en el ensayo de helecho, se identifica un
comportamiento contrario al de la avena como se muestra en la figura 3.5, donde se
observa mayor colonizacién con la aplicacion del mayor nivel de fésforo, segin Manske
y Vlek (1994) puede deberse a la fisiologia del hospedero y no al efecto en el hongo y a
la disposicion del fosforo en el suelo, como ya se habia mencionado las caracteristicas

del helecho.
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Los niveles de arsenico también son factores que influyen en la colonizacion, al
actuar en altas concentraciones como elemento téxico. En la figura 3.2 y 3.5 se observo
en los dos ensayos tanto de avena como de helecho, que la concentracion més alta de
arsénico 100 mg/Kg, presenta el mayor porcentaje de colonizacion, lo cual es
congruente por la resistencia adaptativa de las especies de hongos utilizadas, ya que
provienen de ambientes contaminados por arsénico, por lo que no se inhibe su
germinacion e infeccion (Navas, 2006). Este criterio se apoya también en estudios
realizados por varios autores como Pawlowska y Chavart, 2004 en donde se demuestra
que esporas del género Glomus presentan resistencia a compuestos tdxicos sin alterar su

capacidad de germinacién y funcionalidad.

Adicionalmente los resultados se sustentan con estudios de Agely et al. (2005),
en donde se analizd la tolerancia a arsénico en una especie de helecho con
micorrizacion; se obtuvo aumento de colonizacién con la concentracion mas alta de
arsenico aplicada, semejante a lo obtenido en el presente estudio. Este comportamiento
podria deberse a la interaccion de las sefiales que emite la planta hospedera hacia el
hongo micorrizico, ya que al encontrarse en condiciones de estrés por el contaminante,
la planta necesita entrar en simbiosis para poder desarrollarse correctamente en el

sustrato con arsénico.

4.2 BIOMASA

La evaluacion del peso seco de una planta es un parametro importante de
comparacion de crecimiento, principalmente cuando se trata de evaluar la productividad
(Hernéndez et al., 1997). Se sefiala que el analisis de crecimiento representa el primer
paso en el estudio de la biomasa y se considera el punto de unién entre la capacidad de

produccidn de plantas y su comportamiento fisioldgico.

Con base en lo anterior la evaluacion del peso seco de la parte aérea del ensayo
de avena y helecho, constituye un criterio importante para identificar la influencia de la
micorriza arbuscular en la contribucion del desarrollo de la planta frente a
contaminacién por arsénico. Como se puede ver en la figura 3.7 se identifica el efecto
positivo, refiriéndose al mejor rendimiento de biomasa en plantas de avena que se

presenta en macetas inoculadas con Pacispora sp.. En el caso del ensayo de helecho en
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la figura 3.9 se identifica la contribucion de biomasa en macetas inoculadas con G.
mosseae. Estos resultados determinan la influencia de los hongos estudiados en las
plantas hospederas y se sustentan con amplios estudios realizados como los nombrados
por Baker y Walker (1997) asi como Leyval et al. (2001) y Ernst (2000), quienes
sostienen que la asociacion de las plantas con hongos micorrizicos representa una serie
de importantes ventajas entre las que destacan proteccion contra ataque de parasitos y
enfermedades, mayor éarea de extension de las raices facilitando la absorcion de
nutrimentos asi como también contaminantes inorganicos y organicos y como un efecto

visual aumenta la biomasa aérea.

Adicionalmente, existen factores determinantes para la produccion de biomasa
en plantas como se muestra en la figura 3.8 y 3.10 donde se determina que existe menor
cantidad de biomasa en macetas que presentan mayor nivel de arsénico, la cantidad de
este elemento puede actuar como un factor inhibitorio del desarrollo de los dos ensayos
al presentarse en alta concentracion ya que puede actuar con cierto nivel de toxicidad

para el vegetal.

Por el contrario con los niveles de fésforo, se tiene que a mayor concentracion
de este elemento, se produce mayor biomasa, esto debido a las caracteristicas que
presenta el fésforo como un elemento nutritivo importante para la planta
consecuentemente se tiene mejor respuesta frente a altos niveles de este elemento.
Segun Marschner (1995) establecid en su estudio que la mayoria de plantas que se
desarrollaban en concentraciones altas de fosforo presentan alto porcentaje de biomasa

al utilizar este elemento para su nutricion.

4.3 CONCENTRACION DE ARSENICO

La concentracién de arsénico juega un papel principal en la investigacion para
identificar el comportamiento funcional de la micorriza arbuscular y la fitoabsorcién
que puede darse por parte de la planta. El arsénico puede actuar como un elemento
toxico en gran rango de organismos incluyendo plantas en donde se muestra un efecto
de estrés frente a la exposicion, con sintomas como inhibicion radical, de crecimiento
aéreo, hasta la muerte (Macnair y Cumbes, 1987); sin embargo se han estudiado

sistemas de tolerancia a este compuesto mediados por procesos de reduccion de arsenato
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a arsenito en plantas, metabolizdndose el arsénico a especies metiladas reduciendo el

tipo de estrés provocado (Zaman y Pardini, 1996).

Basandose en estos procesos se han establecido otros estudios en los que se
comprueba la capacidad reductora de algunas especies de hongos entre esos los
micorrizicos, que pueden generar compuestos de arsénico metilados mediante
mecanismos redox formandose especies arsenicales orgénicas que disminuyen la
toxicidad de este elemento (Tamaki y Frankenberg, 1992). Los estudios nombrados
sustentan la influencia de la micorriza frente a altas concentraciones de arsénico como
las aplicadas en la presente investigacion, en donde se muestra mayor cantidad de
arsénico en hojas de avena y helecho en macetas que contienen la especie de micorriza
1 Pacispora sp. seguido por la especie 2 G. mosseae y un valor menor en macetas sin
inoculacion como se muestra en la figura 3.12 y 3.14. Ademas la capacidad de
absorcion fue mayor en la especie de avena, demostrandose que mediante la asociacion
hongo-planta se pudo dar mecanismos que permitan tolerar el contaminante vy
absorberlo. Esta contribucion de especies de hongos micorrizicos arbusculares en el
desarrollo de plantas en ecosistemas contaminados lo ha sostenido autores como Khan
et al. (2000) y Abid et al. (2005).

Al hablar de arsénico en plantas es importante mencionar el papel que cumple el
fosforo en la toma del metaloide. Muchos autores explican la dindmica del arsénico en
plantas mediante el sistema de toma fosfato-arsenato, donde se ha demostrado que el
arsenato y el fosfato son capturados por el mismo sistema de transporte en plantas
(Ullrich-Eberius et al., 1989). El arsenato en mayores cantidades, al ser un analogo del
fosfato inhibe la toma de fosforo por la planta y consecuentemente la produccién de
ATP lo que provoca un gran dafo en el tejido vegetal. En mecanismos de tolerancia se
dice que existe una supresion en la afinidad en la toma de fosfato- arsenato en donde
pueden actuar también la micorriza al influenciar fuertemente en la adquisicion de

fosforo para la planta hospedera (Smith y Read, 1997).

En base a estos estudios se sustenta lo observado en la figura 3.12 donde se
determina que a mayor concentracion de fésforo presente en el suelo menor es la
absorcion de arsénico por parte de la planta. Asi también se identifica la influencia de la

micorriza en la toma de arsénico mediada por fésforo como estudios de Agely (2005),
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donde establece que la simbiosis puede influenciar en el flujo de los dos elementos al
favorecer la toma de fésforo, puede identificarse en las figuras 3.12 y 3.14 que en las
interacciones de fosforo por las especies de micorriza utilizadas en la absorcion de
arsénico en hojas se tiene un comportamiento diferente en todos los tratamientos

establecidos.

4.4 CONCENTRACION DE FOSFORO

El fosforo es un elemento determinante en el analisis de la influencia de la
micorriza en tolerancia a plantas a arsénico, como se ha detallado en el punto 4.3 existe
una relacion directa entre fosfato y arsenato. Asi mismo se sabe que los hongos
micorrizico arbusculares frecuentemente aumentan la adquisicion de fésforo en las
plantas (Smith y Read, 1997).

La concentracion de fosforo en la parte aérea de las plantas tiene relacion con el
arsenico, a mayor nivel de este elemento menor cantidad de fésforo, respondiendo a
criterios ya analizados. Como se observa en las figuras 3.16 y 3.18. es importante
mencionar también que segun Rivera et al. (2002) las plantas inoculadas con microrriza
y cultivadas bajo estrés de compuestos toxicos, pueden tener una mejora sobre la
adquisicion de fosforo como lo observado en ciertos tratamientos como se muestra en la

figura 3.18e.

Referente a la especie que mejor rendimiento presentan en cuanto al contenido
de fésforo en hojas de los dos ensayos se tiene a Pacispora sp. seguido por la especie G.
mosseae que es consistente con estudios que han determinado la contribucion de hongos
micorrizicos del Género Glomus en la captura de fésforo en la planta hospedera en
donde se ha determinado que el incremento de fésforo se debe en gran medida a las
hifas del hongo (Kothari et al., 1991)

4.5 GLOMALINA

La glomalina es una molécula con alto interés en el estudio de la formacién de
agregados del suelo y en la captura de compuestos tdxicos por ser una proteina insoluble

en su estado natural y con posible caracter hidréfobo (Wright y Upahyaya, 1998). Se ha
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registrado que los exudados que presentan la mayoria de hongos micorrizicos del orden
Glomales constituyen la glomalina que se encuentra en hifas y dispersas en el suelo
(Gonzales-Chévez et al., 2004). En refrencia a estos estudios se muestra en la figura
3.19, la cantidad de glomalina obtenida en los tratamientos inoculados con las
micorrizas estudiadas, se encuentra en mayor porcentaje en las macetas con la Micorriza
2 G. mosseae con respecto a la Micorriza 1 Pacispora sp. esto puede explicarse por la
diferencia de la formacion de estructuras fungicas que pueden formar las dos especies.

Gonzales-Chavez et al., 2004, ha demostrado la capacidad de la glomalina en la
captura de compuestos toxicos, por las propiedades de esta proteina en actuar como
adherente en la formacion de agregados del suelo. En la investigacién se determind
como se muestra en la figura 3.20, que los tratamientos cuyos indculos presentaron
produccion de glomalina, tienen presencia de arsénico en su contenido, se ha presentado
concentraciones que van desde 0.7 a 16 mg/L de este elemento, concentraciones
considerables respecto a la poca cantidad de la proteina obtenida. Se muestra que la
concentracion de arsénico no esta relacionada con la cantidad de glomalina, ya que en
tratamientos con mayor peso de glomalina presenta menor concentracion de arsénico,
debido posiblemente a la funcionalidad que presentan los tipos de micorrizas,

mostrandose mayor actividad en Pacispora sp. referente a G. mosseae.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Los hongos micorrizicos arbusculares estudiados, Pacispora sp. y Glomus
mosseae contribuyen positivamente al desarrollo de plantas bajo condiciones de

contaminacion por arsénico.

Los dos tipos de hongos arbusculares Pacispora sp. y Glomus mosseae
presentan infeccion en las dos especies de plantas hospederas avena (Avena

sativa) y helecho crespo (Nephrolepis sp.).

Las especies de micorriza arbuscular analizadas Pacispora sp. y Glomus
mosseae, contribuyen al aumento de la biomasa aérea de las mismas, en

presencia de las concentraciones de arsénico aplicadas.

Pacispora sp. es la especie mas adaptada a los niveles administrados de arsénico
y presenta mayor contribucion al desarrollo de avena (Avena sativa) y helecho

crespo (Nephrolepis sp.).

La micorriza funciona como un mecanismo mediador en la proteccion y
adaptacion de la planta a ambientes contaminados permitiendo mayor paso del

contaminante a sus hojas.

Entre los factores que afectan la funcionalidad de la micorriza arbuscular esté el
hospedero, el cual puede tener un efecto selectivo en el comportamiento del

hongo.

La avena (Avena sativa), es la planta hospedera que se desarrolla mejor en
macetas con el mayor nivel aplicado de arsénico y la que presenta mayor

absorcion de este elemento en hojas.
Se comprob6 que la captura de arsénico esta influenciada por los niveles de

fosforo. A menor cantidad de fésforo contenido en el suelo mayor es la

concentracion de arsénico absorbida por la planta y viceversa.
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9. Las especies de hongos micorrizicos estudiados presentan produccion de
glomalina. Se comprobd que esta proteina tiene la capacidad de capturar al

elemento téxico.

10. Los resultados del estudio muestran que la hipdtesis planteada debe ser
aceptada; ya que se determind que la inoculacion de las dos especies de hongos
micorrizicos arbusculares contribuye a la absorcién y tolerancia de arsénico en
las plantas de avena y helecho, siendo el fésforo un elemento limitante en la

dinamica del arsénico en la planta.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

La aplicacién del inoculo en las plantas hospederas en este trabajo, fue
efectuada por esporas extraidas de los cultivos trampas en mantenimiento, es
recomendable tomar la menor cantidad de agua posible al colocar las esporas
cerca de la raiz, lo que evita que se desplacen y pueda existir una mejor

colonizacion.
Es importante tener en cuenta que para el analisis de arsénico en plantas es

necesario secar la muestra a menos de 35 °C para evitar la volatilizacion del

arsénico, sin embargo un proceso dptimo seria liofilizar la muestra vegetal.
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ANEXOS

Anexo 1: Colonizacién micorrizica en Avena

Raiz de Avena micorrizada. 10X.

Raiz de Avena micorrizada. Micélio. 10X

Raiz de Avena micorrizada. 10X
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Anexo 2: Colonizacién micorrizica en Helecho

i .
Raiz de Helecho micorrizada. Vesiculas. 10X

Raiz de Helecho micorrizada. 10X

Raiz de Helecho micorrizada. 10X
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Anexo 3: Biomasa aérea

Sin Micorriza

Micorriza 1 (Pacispora)

Micorriza 2 (G. mosseae)
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Anexo 4: Extraccion de Glomalina

93



94



