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ABSORCION DE PLOMO Y CRECIMIENTO DE Parkinsonia aculeata L.
INOCULADA CON HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Manuel Arturo Gonzalez-Villalobos, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

Se evalud el efecto del Pb en la germinacion y crecimiento de plantulas de
Parkinsonia aculeata L. y su potencial de fitorremediacién al inocularla con Rhizophagus
intraradices en sustrato contaminado con Pb. El primer ensayo estudio el efecto de dos
compuestos de Pb en la germinacién de semillas y el crecimiento temprano de plantulas de
P. aculeata en condiciones controladas e invernadero. En condiciones controladas, las
soluciones de PbCl, o de Pb(NO3)2, inhibieron significativamente la germinacion, y el peso
seco del vastago y radicula. En invernadero, los compuestos de Pb inhibieron el crecimiento
de radicula, pero solo el Pb(NOs3). redujo significativamente el peso seco de la misma; asi, el
efecto del Pb difiere con base en el compuesto de Pb utilizado, siendo més toxico el Pb(NO3)2
que el PbCl.. La inhibicion que ocasionan ambos compuestos de Pb fue mas pronunciada en
condiciones controladas que en invernadero. El segundo estudio evalu6 el crecimiento y la
capacidad de absorcion de Pb por P. aculeata al ser inoculada con R, intraradices, y expuesta
a las siguientes concentraciones de Pb [Pb(NOs)2]: 0, 40, 80, 160, 320, 640 mg L*. R.
intraradices favorecio el crecimiento y el peso seco de la parte aérea, pero redujo el
crecimiento de raiz. Los niveles de Pb aplicado ni la inoculacién micorrizica no tuvieron
efecto en el rendimiento cuantico maximo del PSII y en el rendimiento fotosintético. Las
concentraciones de Pb no afectaron la colonizacion micorrizica; pero R. intraradices
favorecio la absorcion del Pb en raiz, y su translocacion a la parte aérea; ademas, mejoré la

absorcion de P por las plantas.

Palabras clave: Palo verde, Metal pesado, HMA, Contaminacion, Fitorremediacion.



LEAD UPTAKE AND GROWTH OF Parkinsonia aculeata L. INOCULATED WITH
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

Manuel Arturo Gonzalez-Villalobos, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The effect of Pb was evaluated on the germination and growth of seedlings of
Parkinsonia aculeata L. and its phytoremediation potential was evaluated when inoculated
with Rhizophagus intraradices in substrate contaminated with Pb. The first trial studied the
effect of two Pb compounds on seed germination and early growth of P. aculeata seedlings
under controlled conditions and greenhouse. Under controlled conditions, PbCl, or Pb(NO3)
solutions significantly inhibited germination, and the dry weight of the stem and radicle. In
the greenhouse, the Pb compounds inhibited the radicle growth, but only the Pb (NOz)2
significantly reduced the dry weight thereof; thus, the effect of Pb differs based on the Pb
compound used, being Pb (NO3)2 more toxic than PbCl,. The inhibition caused by both Pb
compounds was more pronounced under controlled conditions than in the greenhouse. The
second study evaluated the growth and absorption capacity of Pb by P. aculeata when
inoculated with R. intraradices, and exposed to the following concentrations of Pb
[Pb(NOs3).]: 0, 40, 80, 160, 320 , 640 mg L. R. intraradices favored growth and dry weight
of the aboveground mass, but reduced root growth. The levels of Pb applied and the
mycorrhizal inoculation had no effect on the maximum quantum yield of the PSII and on the
photosynthetic performance. Pb concentrations did not affect mycorrhizal colonization; but
R. intraradices favored the absorption of Pb in root, and its translocation to the aboveground

tissues; in addition, it improved the absorption of P by the plants.

Key words: Mexican paloverde, Heavy metal, HMA, Pollution, Phytoremediation.
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INTRODUCCION GENERAL

Los metales y metaloides entre ellos el Pb son elementos que se encuentran presentes
de manera natural en todos los ecosistemas del planeta, frecuentemente, formando
compuestos o minerales insolubles con biodisponibilidad limitada (Claudio et al., 2002;
Casas-Fernandez y Sordo, 2006; Wuana y Okieimen, 2011). Sin embargo las alteraciones en
los ciclos geoquimicos ocasionadas por las actividades humanas (Alloway, 2013; Grd et al.,
2012; Aslametal., 2013; Zhang et al., 2014), han contribuido al aumento de estos elementos
y a su disponibilidad en la biosfera, causando un serio problema en los ecosistemas puesto
que estos elementos no estan sujetos a procesos de biodegradacion, a diferencia de los
contaminantes organicos, por lo que tienden a acumularse en el suelo (Bansod et al., 2017;
Ghattas et al. 2017). Este aumento en las concentraciones y biodisponibilidad son
perjudicales para la mayoria de los seres vivos, especialmente para los seres humanos (Shah
et al. 2010; Jaishankar et al. 2014; Carocci et al., 2016), ya que las particulas que pueden ser
suspendidas en el aire y agua y ser inhaladas e ingeridas con facilidad (Jaishankar et al.,
2014; Shah et al., 2010), o entrar en la cadena tréfica mediante los alimentos cultivados en

areas contaminadas (Rahman et al., 2014).

Existen diversas técnicas que ayudan a la recuperacion de sitios contaminados con
metales y metaloides (Yao et al., 2012; Khalid et al., 2017); sin embargo, la mayoria de estos
procedimientos caros, son poco eficientes, y afectan de manera irreversible las propiedades
del suelo y a su biota (Giripunje et al., 2015). La recuperacion de suelos contaminados
representa un reto tecnologico, tanto para las industrias como para las instituciones
gubernamentales (Qu et al., 2016). Dentro de los principales métodos para la recuperacion

de sitios contaminados esta el método fisico, el cual su principal objetivo es remover o



confinar dichos contaminantes, evitando su dispersién y disminuyendo el impacto que tienen
en el ambiente (Khalid et al., 2017). Por otro lado, el método quimico sirve para alterar la
movilidad y la disponibilidad de estos elementos (Shahid et al., 2014; Martinez et al., 2014;
Camenzuli et al., 2015; Soares et al., 2015). Finalmente, el método bioloégico aprovecha
ciertas caracteristicas de algunos seres vivos como plantas, microorganismos o la asociacién

de ambos, para remover o contener dichos elementos en sus tejidos (Khalid et al., 2017).

El método biologico presenta algunas limitantes debido a que la mayoria de las
plantas, pueden presentar cierto grado de toxicidad a metales pesados (Sedzik et al., 2015).
Los niveles toxicos de Pb afectan los procesos de la planta desde una etapa inicial, ya que
este elemento reacciona con las biomoléculas e interfieren con el metabolismo celular (Gopal
y Rizvi, 2008; Han et al., 2013) lo cual puede inhibir la germinacion de las semillas
comprometiendo su establecimiento en sitios contaminados (Lamhamdi et al., 2011). Otro
efecto en las plantas por las altas concentraciones de Pb es un desbalance nutricional
provocado por la reduccion en la absorcion y transporte de nutrimentos (Kupper et al., 1996),
ocasionando una inhibicion en la sintesis de clorofila y en consecuencia en la fotosintesis
(Gopal y Rizvi, 2008). Otro de los efectos méas conocidos provocados por el Pb es el estrés
oxidativo que es provocado por las especies reactivas de oxigeno (EROs) ocasionando una
disfuncion metabolica irreparable y muerte celular (Pourrut et al., 2011; Malar et al., 2014).

Debido a las limitantes que presentan la mayoria de las plantas para tolerar la
toxicidad provocada por el Pb, se ha buscado mejorar las estrategias de fitorremediacion
existentes, mediante la identificacion y seleccion de especies tolerantes a las altas
concentraciones de Pb, como lo han demostrado ser las especies pertenecientes a la familia

Fabaceae (Noguez-Inesta et al., 2017). Estas especies presentan un rapido crecimiento y



confinar altas concentraciones de Pb en sus tejidos, sin que exista la presencia de toxicidad
(Pulford y Watson, 2003; Pajevi¢ et al., 2016). Otra caracteristica importante en estas
estrategias de fitorremediacion es el uso de especies nativas/endémicas adaptadas a los
factores edafocliméticos (principalmente a la sequia y salinidad) y hacer més eficiente esta
préactica (Ginocchio y Santibafiez, 2009).

Parkinsonia aculeata L. es una especie lefiosa de la familia Fabaceae que se
distribuye de manera nativa en la mayor parte del continente americano (Hawkins et al.,
2007), es una especie que presenta una gran elasticidad fenotipica, que ha permitido una
distribucion en un extenso rango de condiciones &ridas como tropicales (van Klinken et al.,
2009). Ha sido usada para reforestar areas degradadas (Chaer et al., 2011) e incluso en
ambientes urbanos ya que presenta bajos requerimientos nutrimentales y es tolerante a la
sequia (Schuch y Kelly, 2008). La escasa informacion que existe de esta especie en cuanto a
tolerancia de metales ha mostrado que es moderadamente tolerante al Cr, Cd y Pb (Zhao et
al., 2011; Zhao et al., 2009; Shahid et al., 1999).

Esta especie vegetal forma asociacion con hongos micorrizicos arbusculares
(Ragupathy y Mahadevan, 1993; Frioni et al., 1998; Frioni et al., 1998; Verma y Verma,
2017); los cuales son reconocidos por mejorar la tolerancia de las plantas para hacer frente
al estrés que pueden ocasionar los factores abioticos, como es el caso de las altas
concentraciones de metales y metaloides en el suelo (Schneider et al. 2017) contribuyendo a
la recuperacion de sitios contaminados. Por lo tanto, estd especie tiene potencial para ser
utilizada en la recuperacion de suelos contaminados con altos niveles de Pb; sin embargo,
aun falta informacion al respecto. El presente trabajo evaluo el efecto del Pb en la
germinacion, crecimiento, y la capacidad de fitorremediacion de P. aculeata en asociacion

con Rhizophagus intraradices en condiciones de contaminacion con Pb.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto del Pb en la germinacion, crecimiento temprano y la capacidad de
fitorremediacion de Parkinsonia aculeata L. en asociacion con Rhizophagus intraradices en

condiciones de contaminacion con Pb.

Objetivos particulares

e Determinar el efecto de dos fuentes de Pb [Pb(NOs). y PbCl>] en la germinacion y
crecimiento temprano de plantulas de Parkinsonia aculeata L. en condiciones
controladas e invernadero.

e Evaluar el potencial de Parkinsinia aculeata L. en asociacion con Rhizophagus

intraradices para la absorcion de Pb en condiciones de contaminacion con Pb.



REVISION BIBLIOGRAFICA:
CONTAMINACION POR PLOMO, IMPLICACIONES AMBIENTALES Y LA
FITORREMEDIACION ASISTIDA POR HMA

Contaminacién de metales y metaloides en México

Los metales y metaloides son elementos que se encuentran presentes en todos los
ecosistemas del planeta, frecuentemente, formando compuestos o minerales insolubles
(Wuana y Okieimen, 2011), sin embargo las alteraciones ocasionadas por las actividades
humanas (Alloway, 2013; Grd et al., 2012; Aslam et al., 2013; Zhang et al., 2014), han
contribuido al aumento de estos elementos y de su disponibilidad en la biosfera, causando un
serio problema en los ecosistemas puesto que estos elementos no estan sujetos a procesos de
biodegradacion, pero tienden a acumularse en el suelo (Bansod et al., 2017; Ghattas et al.
2017). ElI aumento de dichas concentraciones puede ser perjudicales para los
microorganismos del suelo, plantas, animales y seres humanos (Jaishankar et al. 2014; Shah
et al. 2010).

En México, el problema de contaminacién con dichos elementos se ha convertido en
una preocupacion ya que amenaza la salud de su poblacién, principalmente, aquella que
habita en ciudades, debido a que existen mdultiples fuentes de contaminacion de estos
elementos y contribuyen a la formacion de polvo urbano con alto contenido de metales y
metaloides (Rodriguez-Salazar et al., 2010). Por ejemplo, la contaminacion que se produce
por el excesivo transito vehicular y emisiones industriales, como sucede en principales
ciudades del pais como en la Ciudad de México, Monterrey y Guadalajara (Rodriguez-
Salazar et al. 2010; Orta-Garcia et al. 2015; Aguilar et al. 2011). En otras ciudades, como

Ensenada, también se han encontrado cantidades considerables de metales y metaloides, en



el polvo acumulado de la ciudad (Figura 3.1), debido a la actividad portuaria y al intenso

trafico vehicular en la zona (Cortés et al. 2017).
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Figura 3.1. Mapa en el que se integran las clases de mayor concentracion de los metales

pesados en el polvo urbano de Ensenada, Baja California. Adaptada de Cortés et al. (2017).

La contaminacion por metales y metaloides no sélo se limita a la ciudad, sino también
a las éreas circundantes de la mancha urbana, afectando cuerpos de agua como rios, lagos y
algunas costas del pais (Alcala-Jauregui., 2014; Wakida et al., 2007; Badillo-Camacho et al.,
2016; Pérez-Moreno et al., 2016). Esta contaminacion se puede atribuir al intemperismo
natural, descargas de aguas residuales, actividades industriales, urbanas y agricolas
(Vazquez-Sauceda et al., 2012; Alcala-Jauregui et al., 2014), lo que ha contribuido a
empobrecer la calidad de los alimentos (Mireles et al., 2004; Valadez-Vega et al., 2011), y
del agua, incluso aquella destinada para el consumo humano (Wyatt et al., 1998). Otro
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ejemplo de la problematica de dicha contaminacion en el pais, es el que se esté viviendo en
algunas zonas urbanas aledafias a sitios contaminados por residuos de fundicion y actividad
minera, como es el caso de los estados de Chihuahua, San Luis Potosi y Tlaxcala. En estos
lugares se encontrd que los habitantes de dichas zonas (Cuadro 3.1), especialmente los nifios,
presentan altas concentraciones de Pb en la sangre (Cuadro 3.2), lo que puede traer
consecuencias graves e incluso letales (Flores-Ramirez et al. 2012; Ornelas et al. 2007).
Cuando se habla de contaminacion por metales y metaloides, por lo regular, se habla
de una contaminacion multimetélica y es dificil hablar de un solo elemento (Téth et al.,
2016). Debido al perfil toxicoldgico del Pb, realizado por la Agencia para Sustancias Toxicas
y Registro de Enfermedades de los Estados Unidos, lo sitia como el segundo elemento mas
toxico, después del arsénico; esto basado en su frecuente presencia, toxicidad y exposicion
para los seres humanos (ATSDR, 2007; Pourrut et al., 2011). Es por esto que el estudio de

este elemento, en particular, ha ganado gran atencién en el medio cientifico.

Cuadro 3.1. Concentracién de Pb en el polvo de sitios contaminados de México, 2008-2009

mg/kg 0 0
Sitio n Mediana Percentil Min  Max 4/000>,\ 8/80>“
25-75 %
36 1499*  735-1,975 62 4,716 91 88
Avalos, Chih.
Morales, SLP 35 570% 393-1,203 62 5,187 74 31
Cedral, SLP 49 263 193-578 98 4,225 34 14
Tenex., Tlax 11 11268 800-1,510 411 2,740 100 82

Entre junio de 2008 y diciembre de 2009, se colectaron muestras de polvo en cada uno de los sitios sefialados en el
cuadro. Los sitios tienen como caracteristica diferentes fuentes de emision de este metal. Los valores de Pb en polvo
tuvieron diferencias estadisticamente significativas: * Avalos vs Cedral (p<0.0001); $Morales vs Cedral (p<0.05);
8Trinidad vs Cedral (p<0.001). Los resultados estdn presentados como mediana con su percentil 25 y 75%,
concentracién minima (Min) y maxima (Max) encontradas en las muestras. En las Gltimas dos columnas el porcentaje
de muestras por arriba de los valores de referencia. "NOM- 147-SERMANAT/ SSA 1-2004. Limite Maximo
Permisible por tipo de uso de suelo agricola/residencial/comercial: 400 mg/kg; Industrial 800 mg/kg Adaptado de:
(Flores-Ramirez et al. 2012).
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Cuadro 3.2. Concentracion de Pb en sangre de nifios que viven en sitios contaminados de
Mexico, 2008-20009.

pg/dL
Sitio n Mediana Percentil %>5 %>10 % > 20
25-75 %
Avalos, Chih. 67 10.4% 8.8-13.4
49-105 4.9-10.5 4.9-10.5

Morales, SLP 58 7.1*% 4.9-10.5 4.4-8.7 4.4-8.7 4.4-8.7
Cedral, SLP 119 5.8%*% 4.4-8.7 14.8-25.0 14.8-25.0 14.8-25.0
Trinidad. Tlax. 72 19.28 14.8-25.0 49-105 4.9-105 4.9-10.5

Entre junio de 2008 y diciembre de 2009, se colectaron muestras de sangre en nifios de 4 a 9 afios que nacieron en
cada uno de los sitios sefialados en el cuadro. Los sitios tienen como caracteristica diferente fuentes de emision de
este metal. Las muestras fueron estadisticamente significativas con: *Avalos; I Trinidad, ambos casos p< 0.0001.
Los resultados son presentados como mediana, percentil 25 y 75%. En las Gltimas columnas se presenta el porcentaje

de nifios por arriba de los respectivos valores de referencia. Adaptado de: (Flores-Ramirez et al. 2012)

Generalidades del Pb

El Pb es un elemento quimico que pertenece al grupo 14 y periodo 6 de la tabla
periddica, esta representado con el niUmero atdmico 82 y un peso molecular de 207.2 (Haynes
et al., 2015). El Pb al ser un metal presenta las siguientes caracteristicas fisicas: lustro
metalico, brillo en las caras recién cortadas, conduce electricidad y calor, y de las
caracteristicas unicas, presenta un bajo punto de fusion (327.5°C) y de ebullicion (1740°C),
asi como también, una alta densidad especifica (11.34 g/cm?®) (Casas y Sordo et al., 2006;
Sutherland et al., 2012, Skerfving y Bergdahl, 2015). Debido a esta Gltima caracteristica, se
situa dentro del conocido y controversial grupo de los “metales pesados” conformados por
metales y metaloides que presentan una densidad mayor a 5 g/cm? (Rascio y Navari-1zzo,
2011); ademas, es un metal suave, dictil y maleable (Sutherland et al., 2012).

El Pb se puede encontrar en tres estados de oxidacion: Pb elemental, [Pb(0)], que se
encuentra raramente en la naturaleza y se oxida con gran facilidad en presencia de oxigeno

formando PbO> y éste suele reaccionar con COz para formar Pb(ll). Los compuestos de
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Pb(IV) sblo se encuentran en condiciones extremadamente oxidantes, y son reducidos
facilmente ante las condiciones ambientales normales y son convertidos a Pb(ll); forma
predominante del Pb en la naturaleza (Claudio et al., 2002; Casas-Fernadndez y Sordo et al.,
2006; ATSDR, 2007).

La presencia del Pb en la corteza terrestre es relativamente abundante (~20 mg kg 1)
y puede encontrarse en forma de ion libre de Pb(ll) o combinado con azufre (S) u oxigeno
(O). Debido a que presenta afinidad por estos elementos (Claudio et al., 2002), el Pb puede
formar una gran variedad de minerales (Skerfving y Bergdahl, 2015) la més conocida por su
importancia econdmica, es la galena (PbS), y donde existe este mineral, también se puede
encontrar cerusita (PbCOs), anglesita (PbSOa) y litargio (PbO), los cuales son producto del
intemperismo de la galena (Casas-Fernandez y Sordo, 2006). Estos minerales se encuentran
en depdsitos clasificados segun su origen: chimeneas hidrotermales, depositos de sedimentos
volcanicos y depositos de sedimentos hidrotermales o marinos (Nekrasov, 2007; Sutherland
etal., 2012). En la naturaleza, estos minerales tienden a ser extremadamente insolubles, por
lo tanto, es muy limitada su biodisponibilidad para los seres vivos (Claudio et al., 2002).

Aunqgue existan fuentes naturales, que contribuyen a la deposicion de Pb en la
biosfera, no se compara con el incremento que se ha generado debido a la alteracion del ciclo
geoquimico del Pb a causa de las actividades humanas (Bindler, 2011). Dichas actividades
incluyen: la mineria, la fundicidn, uso excesivo de agroquimicos (arseniato de plomo), quema
de combustibles fdsiles en especial aquellos que tengan como aditivo Pb (tetraetilo de
plomo), uso de agua y lodos residuales, excesivo trafico vehicular, actividades y desechos
industriales, entre otras (Sharma y Dubey, 2005; Alloway, 2013; Grd et al., 2012; Aslam et
al., 2013; Zhang et al., 2014), causando un serio problema en los ecosistemas. El Pb, hasta

la fecha, se considera un elemento no esencial, puesto que ain no se conoce cual es su funcion
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en los procesos metabdlicos de los seres vivos (Rascio y Navari-1zzo, 2011), siendo toxico a
ciertas concentraciones (Wang et al., 2010).

Los metales y metaloides no estan sujetos a procesos de biodegradacion, a diferencia
de los contaminantes orgénicos, por lo tanto, tienden a acumularse en el suelo y sedimentos
acuaticos (Bansod et al., 2017; Ghattas et al., 2017). Este aumento en las concentraciones y
biodisponibilidad pueden ser toxicas para la mayoria de los seres vivos, especialmente para
los seres humanos (Carocci et al., 2016), ya que las particulas que se encuentran suspendidas
en el aire y agua, pueden ser inhaladas e ingeridas con facilidad (Jaishankar et al., 2014; Shah
et al., 2010) o pueden entrar en la cadena tréfica mediante los alimentos cultivados en areas
contaminadas (Rahman et al., 2014).

Alternativas de recuperacion de sitios contaminados de Pb

Hoy en dia, existen diversas técnicas que ayudan a la recuperacién de sitios
contaminados con Pb y otros metales y metaloides (Yao et al., 2012; Khalid et al., 2017); sin
embargo, la mayoria de estos procedimientos son poco eficientes, caros y afectan de manera
irreversible las propiedades del suelo y atentan a su biota (Giripunje et al., 2015). Por lo
anterior, la recuperacion de suelos contaminados representa un reto tecnoldgico, tanto para

las industrias, como para las instituciones gubernamentales (Qu et al., 2016).

Dentro de los principales métodos (Figura 3.2) para la recuperacion de sitios
contaminados estan los métodos fisicos, cuyo principal objetivo es remover o confinar dichos
contaminantes, mitigando la contaminacion ambiental (Khalid et al., 2017). Los métodos
quimicos, sirven para alterar la movilidad de estos elementos. Dependiendo cual sea la
estrategia de recuperacion, se encuentran los que favorecen la movilidad del Pb y son

lixiviados a capas profundas, tal es el caso del uso de acido etilendiaminotetracético (EDTA)
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(Shahid et al., 2014); otros compuestos restringen su movilidad como lo son el POs*, CaCOs
o la aplicacion de enmiendas orgénicas (Martinez et al., 2014; Camenzuli et al., 2015; Soares
et al., 2015). Los métodos bioldgicos aprovechan ciertas caracteristicas de algunos seres
vivos como plantas, microorganismos o la asociacion de ambos, para remover o contener

dicho elemento (Khalid et al., 2017).
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Figura 3.2. Comparacion de diferentes métodos de remediacion del suelo. Adaptado de
Khalid et al. (2017)
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Fitorremediacion de suelos contaminados con Pb

La fitorremediacion es un método bioldgico para la recuperacion de suelos
contaminados y se define como el aprovechamiento de la capacidad de ciertas plantas para
degradar, transformar o estabilizar los contaminantes en el suelo (Ali et al., 2013); es una
técnica amigable con el ambiente, econdmica, y sostenible para la recuperacion de sitios
contaminados con metales y metaloides (Sarwar et al., 2017). Ademas, el uso de plantas
preserva la estructura y las funciones bioldgicas de los ecosistemas (Prasad y Prasad, 2012).
El éxito de la fitorremediacién depende del potencial de las plantas para producir abundante
biomasa y soportar el estrés que inducen los metal y metaloides, asi como también las
condiciones edafocliméticas a las que se enfrentan (Ginocchio y Santibafiez, 2009), otro
factor critico que determina la eficiencia del proceso de fitorremediacion es la

biodisponibilidad del metal en el suelo rizosférico (Ma et al., 2011).

Para la recuperacion de suelos contaminados con Pb mediante el uso de plantas, se
destacan dos importantes estrategias (Figura 3.3). La primera denominada fitoestabilizacion,
la cual consiste en disminuir la biodisponibilidad o la toxicidad del contaminante por
confinarlo en sus raices o precipitandolo en el suelo rizosférico y evitar su translocacion a
los 6rganos superiores de la planta (Bolan et al., 2011). La segunda, es la fitoextraccion, que
se refiere a la extraccion del contaminante del suelo por absorcion, translocacion y
acumulacion en los o6rganos superiores de la planta (Ghori et al., 2016), lo cual esta
condicionado por caracteristicas genéticas de la planta, asociaciones con otros organismos, y

la biodisponibilidad de estos elementos (Eapen y D’ Souza, 2005; Ibafiez et al., 2016).
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Figura 3.3. Mecanismos implicados en la fitorremediacion de metales y metaloides en
suelos. Adaptado de Sarwar et al. (2017)

Absorcidn, transporte y detoxificacion del Pb en plantas

El Pb puede encontrarse en forma de ion libre Pb?*, o puede estar formando minerales
o complejos con algunos constituyentes inorganicos (S, CO3%, SO+, PO4), 0 estar unido a
algunos ligandos organicos como aminoacidos, acidos falvicos y himicos o simplemente ser
adsorbido sobre las superficies de la materia organica o de las particulas de arcillas (Claudio
et al., 2002; Skerfving y Bergdahl, 2015). Por lo anterior, el Pb tiende acumularse en las

capas superiores del suelo y tiende a disminuir a mayor profundidad (Cecchi et al., 2008) y
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s6lo pequefas cantidades son solubles y estan disponibles para ser absorbidos por la planta
(Pourrutetal., 2011). La solubilidad, movilidad y biodisponibilidad del Pb esta extensamente
controlada por factores como el pH, condiciones redox, contenido de materia organica,
capacidad de intercambio cationico, cantidad de iones libres de Pb presente el suelo (Pourrut
et al., 2011), tales factores pueden actuar de manera individual o en combinacion, y alterar
el comportamiento del Pb en el suelo, asi como también la absorcién por las plantas
(Kelebemang et al., 2017).

La raiz es el principal 6rgano de absorcion de las plantas dado a que tiene contacto
directo con el suelo y es la via principal de acceso del agua y elementos esenciales y no
esenciales (Sharma y Dubey, 2005). En gran medida el Pb que se encuentra disponible en la
solucidn del suelo es adsorbido en la superficie de la raiz ya que presenta una afinidad a los
polisacaridos de la rizodermis y a los grupos carboxilos del mucilago (Sharma y Dubey,
2005), lo que en parte, restringe su entrada a la raiz. Muchos de los iones de Pb que no son
adsorbidos, entran en la raiz a través del apoplasto y es conducido hasta la endodermis donde
estd presente la Banda de Caspary la cual es una importante barrera que restringe la
translocacion del Pb a los érganos superiores de la planta, esto es un fenbmeno muy
especifico en Pb (Luo et al., 2016); aun asi, esta restriccion es parcial ya que parte del Pb
disponible puede entrar en las células mediante los canales de Ca?* y continuar su
movimiento a través del simplasto (Marchetti, 2013).

En la mayoria de las plantas, el Pb se moviliza por la via apoplastica y es controlado
por el trasportador HMA3 que pertenece a la subfamilia P1g ATPasa. (Morel et al., 2008).
Las funciones de P1g ATPasa estan implicadas en el mantenimiento de la homeostasis, el
transporte y la desintoxicacion del metal (Williams y Mills, 2005; Morel et al., 2008),

compartimetalizandolo en la vacuola de las células de las raices (Rascio y Navari-1zzo, 2011).
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El secuestro de Pb en vacuolas juega un papel fundamental en el almacenamiento y
desintoxicacion (Saraswat y Rai, 2011). Las vacuolas de las células vegetales ocupan un gran
volumen y tienen una menor participacion en las reacciones bioquimicas en comparacion con
otros organelos celulares, representan un lugar ideal para almacenar compuestos toxicos
(Ovecka y Takac, 2014). Al entrar en el citoplasma, algunos iones de Pb son inmediatamente
secuestrados en las vacuolas y se encuentran quelatados con glutation (GSH), fitoquelatinas
(PC), metalotioneinas (MTSs) y otros compuestos (Rascio y Navari-lzzo, 2011; Kumar et al.,
2016).

Toxicidad del Pb en plantas

Uno de los principales efectos ocasionados por la toxicidad del Pb es la inhibicion de
la actividad fotosintética que es ocasionada por una serie de consecuencias indirectas como
la distorsion de la ultraestructura del cloroplasto (Han et al., 2013), la inhibicion en la sintesis
de clorofila, carotenoides y antocianinas (Ferreyroa et al., 2017), asi como al desbalance
nutricional provocado por alteracion en la absorcién y transporte de nutrimentos, lo que
provoca ciertas deficiencias minerales, como el magnesio (Mg) y el hierro (Fe) provocando
la inhibicion de la biosintesis de clorofila (Liu et al., 2010; Gopal y Rizvi, 2008;Shen et al.,
2016). Kupper et al. (1996) determinaron que el Pb asi como otros iones metélicos pueden
sustituir al ion magnesio (Mg) del centro de la estructura de la clorofila, con lo que se evita
la recoleccion fotosintética de la luz. Otro efecto del Pb que puede afectar a la fotosintesis es
el cierre estomatico de las hojas esto es debido al dafio de la membrana de la raiz incrementa
la sintesis de &cido abscisico (ABA) lo que provocando el cierre estomatico e impidiendo el
intercambio gaseoso, causando una deficiencia de CO- en las células del mesdfilo, dando

como resultado la reduccion en la actividad fotosintética (Leal-Alvarado et al., 2016).
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) se producen durante
el metabolismo celular normal en el cloroplasto, ya sea como subproductos de la reduccion
del oxigeno molecular (O2) o debido a la excitacion en presencia de pigmentos altamente
energizados. Estos ROS [Radical superdxido (O2), radical hidroxilo (OH) y perdxido de
hidrégeno (H205)], también después de la exposicion a ciertos agentes ambientales (Malar et
al., 2014) se genera un estrés oxidativo. La produccién de ROS en las células de organismos
aerdbicos es una caracteristica bien conocida de la toxicidad causada por los metales y
metaloides incluyendo el Pb (Yadav, 2010; Singh et al., 2010). Sin embargo, la fitotoxicidad
depende del tipo y forma quimica del metal, la especie vegetal, tiempo de exposicién, entre
otros (Igbal et al., 2017). Los ROS pueden provocar la oxidacién de biomoléculas como
acidos nucleicos, proteinas y lipidos (Yadav, 2010), provocando una disfuncion metabdlica
irreparable y a la muerte celular (Pourrut et al., 2011).

El Pb interact(a con las proteinas citoplasmaticas y las altas concentraciones de este
elemento pueden disminuir la concentracion de proteinas totales (Sharma y Dubey, 2005).
Esta disminucion cuantitativa del contenido total de proteinas es el resultado del estrés
oxidativo provocado por las ROS (Piotrowska et al., 2009), la modificacién en la expresién
génica (Kovalchuk et al., 2005), la utilizacion de proteinas por las plantas con fines de
destoxificacion del Pb y la disminucion del contenido de aminoacidos libres (Gupta et al.,
2009). Lo anterior, tienen una funcién importante en la tolerancia de la planta al Pb; por el
contrario, las bajas concentraciones de Pb aumentan el contenido total de proteinas (Mishra
et al., 2006). Esta acumulacion de proteinas puede defender a la planta contra el estrés por
Pb (Gupta et al., 2010), en particular para las proteinas implicadas en el mantenimiento de

las reacciones de oxido-reduccion de la célula (Liu et al., Yadav 2010, Jiang y Liu, 2010).
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Debido a las limitantes que presentan las plantas herbaceas para tolerar la toxicidad
provocada por el Pb, se ha buscado mejorar las estrategias de fitorremediacion existentes,
mediante la seleccion de especies arbdreas tolerantes a las altas concentraciones de Pb, como
lo ha demostrado las especies leguminosas (Noguez-Inesta et al., 2017). Dichas especies
presentan un rapido crecimiento y pueden confinar altas concentraciones de Pb en sus
tejidos, sin que exista la presencia de toxicidad (Pulford y Watson, 2003; Pajevi¢ et al.,
2016). También se ha buscado utilizar especies nativas/endémicas adaptadas a los factores
edafoclimaticos principalmente la sequia y salinidad (Ginocchio y Santibafiez, 2009) ya que
esto reduciria costos en mantenimiento y ademas se facilitaria el establecimiento de estas
especies vegetales en el sitio; una de las especies que presenta tales caracteristicas podria ser
Parkinsonia aculeata L.

Potencial de Parkisonia acuelata L. para recuperar sitios contaminados

Esta especie corresponde a un arbol pequefio y espinoso (4-10 m de altura) con un
tronco corto que puede alcanzar en la madurez un diametro a la altura de pecho de 40 cm,
pertenece a la familia Fabaceae (Schuch y Kelly, 2008). Parkinsonia acuelata es nativa del
continente americano, se encuentra desde suroeste de Estados Unidos hasta el norte de
Argentina (Hawkins, 2007) desde regiones aridas hasta tropicales debido a que presenta gran
elasticidad fenotipica que le permite adaptarse eficientemente a un extenso rango de
condiciones climaticas (Lassouane et al., 2016). Debido a su valor estético en época de
floracion, ha sido utilizada como ornamental alrededor del mundo (Figura 3.4) (Schuch y
Kelly, 2008; van Klinken, 2009), aunque se considera en algunos paises una especie invasora.
Por ejemplo, en Australia se han realizado investigaciones con la finalidad de identificar

métodos para poder atenuar la invasion de esta especie ya que su invasion trae consigo un
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desplazamiento de la vegetacion nativa (van Klinken, 2006; van Klinken et al., 2009) e
incluso la alteracion en la composicion de la comunidad microbiana del suelo (de Sousa et
al., 2017; de Souza y Freitas, 2017).

En lugares donde esta especie se considera nativa se han realizado investigaciones
encaminadas a identificar métodos para su propagacion (Abedini, 2005; Mohnot y Chatterji,
1965) y reforestar areas degradadas (Chaer et al., 2011) debido a que esta especie presenta
bajos requerimientos nutrimentales y es tolerante a la sequia (Lassouane et al., 2016). Estas
cualidades se atribuyen a que esta planta contiene humerosos compuestos fendlicos, que son

considerados como antioxidantes ante situaciones de estrés abiotico (Lassouane et al., 2016).

- ‘_.s'.d— {;’:‘_{:\' e ) T

-
e B “
e _Asff P - e
A, = d
=~ <
5

Figura 3.4. Paises y estados de los Estados Unidos donde se tiene registro de la presencia
de P. aculeata L. Adaptado de van Klinken et al. (2009).

A la fecha existen poca investigacion en la utilizacion de esta especie con fines de
fitorremediacion de sitios contaminados con metales; sin embargo algunas muestran que P.

aculeata L. es moderadamente tolerante al Cr (Zhao et al., 2011; Zhao et al., 2009) asi como
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al Cd y Pb en etapa de germinacion, crecimiento de raiz, vastago y rendimiento de biomasa,
en condiciones controladas (Shahid et al., 1999). Por otro lado, esta especie ha mostrado
susceptibilidad a los efectos que puede provocar la contaminacion por compuestos organicos
como el aceite de motor (Muhammad et al., 2016), y la salinidad (Hussain y Alshammary,
2008; Devi et al., 2015).

Es necesario la ejecucion de estudios que demuestren la capacidad de esta especie
arbdrea para absorber Pb en asociacion con hongos micorrizicos arbusculares (HMA), dado
que hay reportes que P. aculeata puede presentar asociaciones mutualistas con algunos HMA
(Ragupathy y Mahadevan, 1993) del genero Acaulospora (Frioni et al., 1998; Verma y
Verma, 2017) y Glomus (Frioni et al., 1998). Esta caracteristica favoreceria la supervivencia
ante condiciones desfavorables y promoveria una reduccion de Pb en el suelo. Una
caracteristica de P. aculeata es que a pesar que es una leguminosa arbérea aparentemente no
presenta asociacion con bacterias fijadoras de nitrégeno (Chaer et al., 2011).

Generalidades de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los (HMA) representan a un destacado grupo funcional de microrganismos del suelo
que pertenecen al filo Glomeromycota (Schiifler et al., 2001), los cuales forman asociaciones
mutualistas con las raices del 80% de las familias de plantas terrestres (Smith y Read, 2008).
Estos organismos son bidtrofos obligados, condicién que los hace depender de la simbiosis
y el hébitat generado por las raices de las plantas vivas para completar su ciclo de vida (Bago
y Bécard, 2002; Smith y Read, 2008). Esta relacion simbiotica entre la planta y el hongo tiene
registro fosiles desde el periodo ordovicico, aproximadamente 460 millones de afos,

contribuyendo a la colonizacion de las plantas al medio terrestre (Redecker et al., 2000).
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La asociacion que forman los HMA con las raices de plantas estad constituida por dos
fases: la fase externa, en la cual el micelio emana del sistema radical explorando mas alla
del &rea rizosférica, haciendolo mas eficiente a la raiz debido a que le proporciona una mayor
superficie de absorcion, aumentando significativamente la captacion de agua y nutrimentos
principalmente el fosforo y nitrégeno (Nouri et al. 2014). Otros beneficios que pueden
proporcionar los HMA a las plantas, son la regulacion de sintesis de fitohormonas tales como
el &cido giberélico, auxinas y acido abscisico que promueven el crecimiento, el cierre y
apertura estomatica (Foo et al., 2013), También los HMA promueve la sintesis de enzimas
antioxidantes tales como superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y
catalasa (CAT) que ayuda a reducir el estrés oxidativo provocado por las especies reactivas
de oxigeno (Avelar et al., 2015; Yang et al., 2015). Los HMA mejoran la estructura del suelo
mediante la excrecién de una glicoproteina denominada Proteina del suelo relacionada con
la glomalina, sirve como compuesto cementante en las particulas del suelo y promueve la
formacion y estabilizacion de los agregados del suelo (Wright y Upadhyaya 1998; Rillig y
Mummey, 2006). Asi, los beneficios que puede promover los HMA se relacionan con
conferir tolerancia a la planta para hacer frente al estrés que pueden ocasionar los factores
abioticos tales como la sequia, la salinidad, elevadas concentraciones de metales y metaloides
en el suelo, asi como otro tipo de contaminantes (Colombo et al. 2017; Santander et al. 2017;
Elhindi, et al. 2017; Balliu, et al. 2015; Schneider et al. 2017; Rajtor y Piotrowska-Seget,

2016).
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Mecanismos involucrados de los HMA en la tolerancia de las plantas

La extensa presencia de HMA en asociacion con plantas creciendo en sitios
contaminados por metales y metaloides especialmente de Pb (Ortega-Larrocea et al. 2010;
Krishnamoorthy et al., 2015; Schneider et al., 2016) brinda evidencia que estos hongos
favorecen el establecimiento de la vegetacion y promoviendo la atenuacién natural del sitio
contaminado (Gonzalez-Chavez et al., 2009). Uno de los principales mecanismos implicados
en promover la tolerancia de los HMA en las plantas (Figura 3.5), es sin duda la mejora en
la adquisicién de nutrimentos del suelo con lo cual se mejora el estado de la planta (Bir6 et
al., 2009).

Otro de los mecanismos implicados en la proteccion de la planta por parte de los
HMA es la retencién parcial de metales y metaloides en las estructuras del hongo; por
ejemplo, los metales y metaloides pueden ser adsorbidos en la superficie del micelio y
esporas debido que su pared celular esté constituida por algunos hidroxilos, carboxilos y otros
grupos afines los cuales tienden a unirse con estos elementos y en consecuencia, reduce la
transferencia de estos elementos al interior de la planta (Gonzélez-Guerrero et al., 2008;
Gavito et al., 2014; Wu et al., 2016).

Las estructuras de los HMA pueden compartimentar intracelularmente los metales y
metaloides en las vacuolas reduciendo su disponibilidad en el citoplasma y su toxicidad al
HMA, debido a que el fésforo es un anion con alta afinidad con los metales y ayuda a
estabilizar los metales en las vacuolas (Gonzélez-Guerrero et al., 2008; Ferrol et al., 2009).
Lo mismo ocurre con la glicoproteina denominada proteina del suelo relacionada con la
glomalina la cual es producida por los HMA y se encuentra presente en la superficie de las

hifas, esporas y la zona de influencia del hongo (hifosfera), dicha proteina puede inmovilizar

24



cantidades considerables de metales y metaloides reduciendo asi la biodisponibilidad para el
hongo y la planta por tiempo indefinido (Gonzalez-Chavez et al., 2004).

Otro de los mecanismos que los HMA le confieren a las plantas para tolerar elevadas
concentraciones de metales y metaloides, es la estimulacion a la planta para sintetizar
fitoquelatinas capaces de destoxificar intracelularmente a la planta y las metalotioneinas que
cumplen con las misma funcién de destoxificar a la planta y al hongo de las elevadas
concentraciones de metales y metaloides (Cabral et al., 2015). Un mecanismo bioquimico
implicado en la homedstasis de metales y metaloides es la reduccién de la sintesis y actividad
de enzimas como superdxido dismutasa, (SOD), glutation reductasa (GR) y peroxidasa

(POX), que estan involucradas en atenuar o aliviar el estrés oxidativo (Zhan et al., 2018).

-Reduccion en la translocacion de algunos metales v metaloides
-Eeduccion en los niveles de estrés
j -Mejora en la adquisicion de agua v nutrientes
-Incrementa la tolerancia en el exceso de metales
- Mejora el establecimiento en suelos contamiandos
- Incrementa el contenido de materia organica
g -Reduccion en erosion v lixiviacion

' Contribucion para la fitorremediacion
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Figura 3.5. Mecanismos involucrados en la tolerancia de metales y metaloides por plantas
micorrizadas y su contribucion a la fitorremediacion adaptado de Cabral et al. (2015).
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CAPITULOI.
TOXICIDAD DEL PLOMO EN LA GERMINACION DE SEMILLAS Y
CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE Parkinsonia aculeata L.

1.1 RESUMEN

Las elevadas concentraciones de Pb en el suelo, limitan el establecimiento y
crecimiento de plantas por lo que es importante identificar especies que toleren estas
condiciones. El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de dos fuentes de Pb [Pb(NO3)
y PbCl>] en la germinacion y crecimiento temprano de plantulas de Parkinsonia aculeata L.
en condiciones controladas e invernadero. El ensayo en condiciones controladas consistié en
embeber las semillas en soluciones de PbCl, y Pb(NOz)2 a concentraciones de 0.0, 0.1, 0.2,
0.5, 1.0 y 2.0 mM. Las semillas se pesaron al inicio (0 h) y al final (48 h), para evaluar su
incremento en peso en la imbibicidn; posteriormente, se incubaron y mantuvieron irrigadas
con sus respectivas soluciones por 7 dias. En el ensayo en invernadero, las semillas se
sembraron en arena y fueron irrigadas con dichas soluciones por 15 dias. Concluido este
tiempo, se determiné porcentaje de germinacion (condiciones controladas) y emergencia de
la plantula (invernadero), y longitud de vastago, radicula y peso seco (ambas condiciones).
En condiciones controladas, las soluciones, tanto de PbCl, como de Pb(NO3)2, no afectaron
la imbibicion de las semillas, pero al aumentar sus concentraciones, inhibieron
significativamente la germinacion en 18 y 26%, respectivamente, asi como el peso seco del
vastago (40 y 49%), y radicula (40 y 57%). En invernadero, los compuestos de Pb no
inhibieron la emergencia de las plantulas, pero redujeron el crecimiento de radicula; sélo el
Pb(NOs). redujo significativamente el peso seco de la misma. Se concluye que el efecto del
Pb en las variables evaluadas puede diferir dependiendo del compuesto de Pb utilizado,
siendo mas toxico el Pb(NOz3). que el PbCl,. Ademas, en condiciones controladas fue mas
pronunciada la inhibicién que ocasionan ambos compuestos de Pb que en condiciones de

invernadero utilizando arena como sustrato.

Palabras clave: Palo verde, Metal pesado, Imbibicién, Contaminacion.
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1.2 ABSTRACT

The high concentrations of Pb in the soil limit the establishment and growth of
plants, so it is important to identify species that tolerate these conditions. The objective of
the work was to determine the effect of two sources of Pb [Pb(NO3s). and PbCl;] on
germination and early growth of seedlings of Parkinsonia aculeata L. under controlled
conditions and greenhouse. The test under controlled conditions consisted of embedding the
seeds in solutions of PbCl, and Pb(NO3)2 at concentrations of 0.0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 and 2.0
mM. The seeds were weighed at the beginning (0 h) and at the end (48 h), to evaluate their
increase in weight in the imbibition; subsequently, they were incubated and kept irrigated
with their respective solutions for 7 days. In the greenhouse trial, the seeds were sown in sand
and irrigated with these solutions for 15 days. After this time, the percentage of germination
(controlled conditions) and emergence of the seedling (greenhouse), and stem length, radicle
and dry weight (both conditions) were determined. Under controlled conditions, the
solutions, both PbCl, and Pb(NOs)., did not affect the imbibition of the seeds, but by
increasing their concentrations, they significantly inhibited germination by 18 and 26%,
respectively, as well as the dry weight of the stem (40 and 49%), and radicle (40 and 57%).
In the greenhouse, the Pb compounds did not inhibit the emergence of the seedlings, but
reduced the radicle growth; only the Pb (NOs): significantly reduced the dry weight of the
same. It is concluded that the effect of Pb in the variables evaluated may differ in terms of
the Pb compound used, being Pb(NOz), more toxic than PbCl.. Furthermore, under
controlled conditions, the inhibition caused by both Pb compounds was more pronounced

than in greenhouse conditions using sand as a substrate.

Key words: Mexican Palo Verde, Heavy Metal, Imbibition, Pollution.
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1.3 INTRODUCCION

El Pb es un elemento que se encuentra presente de manera natural en los ecosistemas
del planeta en bajas concentraciones y formando compuestos insolubles (Claudio et al., 2002;
Casas-Fernandez y Sordo, 2006). Sin embargo, las alteraciones en los ciclos geoquimicos,
ocasionadas por las actividades humanas han contribuido al aumento en la concentracion y
disponibilidad del Pb en la biosfera (Bindler, 2011; Grd et al., 2012; Aslam et al., 2013;
Zhang et al., 2014). Lo anterior, causa un serio problema en los ecosistemas, ya que el Pb no
se considera un elemento esencial, dado que no se conoce cual es su funcién en los procesos
metabdlicos de los seres vivos, ademas de ser toxico a concentraciones elevadas (Rascio y
Navari-1zzo, 2011; Wang et al., 2010). A diferencia de los contaminantes organicos, los
metales no estan sujetos a procesos de biodegradacion y por tanto, tienden a acumularse en
el suelo (Bansod et al., 2017); desafortunadamente, el aumento en las concentraciones de Pb
es perjudicial para todas las formas de vida (Jaishankar et al., 2014; Shah et al., 2010). Ante
esta problematica, los estudios que investigan los efectos de este metal en especies lefiosas
con relacion a identificar métodos sostenibles para su remocion o inmovilizacion, han
recibido mayor atencion en los Gltimos afios (Zhivotovsky et al., 2011; Yang et al., 2016).

Las especies lefiosas se han utilizado como una estrategia para recuperar areas
contaminadas con metales, debido a su longevidad y su alta produccion de biomasa (Ribeiro
de Souza et al., 2012; Abbasi et al., 2016). Estas caracteristicas pueden contribuir a la
inmovilizacion de grandes cantidades de metales absorbidos en sus tejidos, y disminuir asi
su impacto ambiental (Marmiroli et al., 2011).

Los niveles toxicos de Pb afectan los procesos de la planta cuando el metal reacciona

con las biomoléculas (Gopal y Rizvi, 2008; Han et al., 2013), esto puede tener efecto negativo
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en la germinacion de las semillas, el crecimiento y rendimiento de las plantulas (Lamhamdi
etal., 2011). Por otro lado existen plantas que presentan mecanismos de tolerancia a elevadas
concentraciones de Pb (Singh et al., 2016). Durante las etapas de germinacion y crecimiento
de la raiz, Las plantas son especialmente sensibles a la contaminacion; Por lo tanto, estas
etapas son utilizadas en evaluaciones preliminares en la seleccion y/o caracterizacion de
especies de plantas tolerantes a la contaminacién (Sedzik et al., 2015; Marquez-Garcia et al.,
2013).

Algunas especies pertenecientes a la familia Fabaceae han demostrado tolerancia a
las altas concentraciones de Pb en evaluaciones tempranas, entre las que se encuentran
Acacia raddiana, Leucaena leucocephala, Mimosa caesalpiniaefolia, Erythrina speciosa y
Schizolobium parahyba (Shafig et al., 2008; Ribeiro de Souza et al., 2012; Abbas et al.,
2017). Parkinsonia aculeata L. es una especie lefiosa que se distribuye de manera natural en
la mayor parte del continente americano (Hawkins et al., 2007), presenta una gran elasticidad
fenotipica que le permite adaptarse eficientemente a un extenso intervalo de condiciones
aridas como tropicales (van Klinken et al., 2009). En algunos de los casos se ha considerado
para reforestar areas degradadas (Chaer et al., 2011) e incluso en ambientes urbanos ya que
presenta bajos requerimientos nutrimentales y es tolerante a la sequia (Schuch y Kelly, 2008).
Por lo tanto esta especie presenta potencial para ser utilizada en la recuperacion de suelos
contaminados con altos niveles de Pb, donde aun falta informacion al respecto. Por tanto, el
objetivo del trabajo fue determinar el efecto de dos fuentes de Pb [Pb(NO3). y PbCl,]en la
germinacion y crecimiento temprano de plantulas de Parkinsonia aculeata L. en condiciones

controladas y en invernadero.
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1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Imbibicién e incubacién de semillas en solucion con Pb

Las semillas de Parkinsonia aculeata L. fueron recolectadas por la Comisién
Nacional Forestal (CONAFOR) en julio del 2012 en el municipio de Delicias, Chihuahua,
México (106° 27' 60" N, 105° 27" 15" O y altitud de 1190 m), las cuales presentaron un 80%
de germinacion y contenido de humedad inicial de 3.7%. Las semillas recibieron un
tratamiento de escarificacion con H.SO4 (EMSURE®) al 98% por 3 h (Mohnot y Chatterji,
1965). Una vez realizada la escarificacion de las semillas, éstas se lavaron con agua corriente
durante 10 min, y posteriormente, se sumergieron en solucion de NaClO (Cloralex®) al 10%
por 15 min, para desinfestar la superficie de las semillas.

Este experimento consistié de dos ensayos, uno realizado en condiciones controladas
y otro en condiciones de invernadero. Para el ensayo realizado en condiciones controladas,
una de las variables a evaluar fue el efecto del Pb en la imbibicion de las semillas de P.
aculeata. Para esto se analizaron dos compuestos de Pb [Pb(NOs)2 y PbClz] (MEYER®)
aplicados en las siguientes concentraciones: 0.0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0 mM. Los compuestos
se disolvieron en agua destilada, y para el tratamiento testigo se empled solamente agua
destilada (Cuadro 4.1). Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones y cada una de ellas estuvo
constituida por siete semillas, las cuales se sumergieron en las respectivas soluciones por 48

h en oscuridad, a 26 °C + 2 en incubadora (Shel Lab®, G111, EUA).
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Cuadro 4.1. Valores de pH y conductividad eléctrica (CE) de las soluciones de los
compuestos de Pb utilizados.

Concentracion PbCl2 Pb(NOs)2
(mM) pH CE (mS) pH CE (mS)
0.0 6.1 0.00 6.10 0.00
0.1 5.60 0.01 5.62 0.01
0.2 551 0.05 5.50 0.04
0.5 5.39 0.10 5.46 0.10
1.0 5.35 0.20 5.35 0.22
2.0 5.08 0.48 5.20 0.46

Para determinar el efecto del Pb en la imbibicion, se midio6 el incremento en peso de
las semillas, debido a que este aumento se relaciona con la cantidad de agua absorbida
(Méndez-Natera et al., 2008; Miranda et al., 2010). Se registro el peso inicial (0 h) de las
semillas antes de ser colocadas en las soluciones. Una vez sumergidas, las semillas fueron
pesadas hasta las 48 h justo antes de que la radicula embrionaria rompiera la cubierta de la
semilla. Para determinar el incremento en peso de las semillas se utilizé la siguiente
ecuacion:

IPS = PSI — PIS

Donde: IPS: incremento en peso de las semillas, PSI: peso de la semilla embebida, PIS:
peso inicial de la semilla.

Las semillas embebidas con anterioridad se colocaron en cajas de poliestireno
(Clamshell) de dimensién de 14 x14 x7 c¢cm, a las que se colocé papel filtro Whatman No.1,;
a cada caja se agregaron 15 mL de solucion segun el tratamiento y concentracion
correspondiente, Las cajas se mantuvieron en oscuridad a 26°C + 2 en incubadora (Shel

Lab®, G111, EUA) por 7 d.
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1.4.2 Siembra de las semillas

El segundo ensayo en condiciones de invernadero comprendié los mismos
compuestos de Pb [Pb(NOs).y PbCl,] (MEYER®) a concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0
y 2.0 mM; para el tratamiento testigo se empled solamente agua destilada. Cada tratamiento
tuvo seis repeticiones con diez semillas cada una. Las semillas se mantuvieron inmersas en
las soluciones con las concentraciones correspondientes por 48 h en oscuridad a 26 °C + 2
en incubadora (Shel Lab®, GI11, EUA), para garantizar la imbibicion homogénea de las
semillas en las soluciones (Mohnot y Chatterji, 1965).

Las semillas embebidas se sembraron en arena contenida en macetas de 0.95 L. La
arena fue lavada previamente para retirar el mayor contenido de materia organica y arcillas
que pudieran interferir en disponibilidad del Pb; y esterilizada a 126 °C por 3 h, por 3 d
alternos. A cada unidad experimental se le agregaron 30 mL de solucion cada tercer dia,
segun el tratamiento y concentracion correspondiente. El experimento se llevd a cabo en
condiciones de invernadero con luz natural, temperatura maxima promedio de 36°C y
minima de 16°C, y humedad relativa maxima de 37% y minima de 14% (Data Logger

Spectrum®, watch dog® 1000, EUA), durante 15 d.

1.4.3 Cosecha de las plantulas y mediciones

Las plantulas del experimento en condiciones controladas se cosecharon a los 7 d
después de la aplicacién de los tratamientos, y aquellas en condiciones de invernadero, se
cosecharon a los 15 d, y se evaluaron las siguientes variables:

e Porcentaje final de germinacion y emergencia (%), proporcién final de germinacion en

el experimento en condiciones controladas y emergencia en el invernadero a los 7 d.
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e Crecimiento de plantulas, longitud (cm) del vastago y de la raiz de cada una de las
plantulas que constituian las repeticiones de cada tratamiento.
e Peso seco de plantulas, peso (g) de las plantulas después de ser secadas en una estufa

(Shel Lab®, CE5F, EUA) a una temperatura de 70 °C por 72 h.
1.4.4 Analisis estadistico

El disefio experimental en ambos ensayos fue un disefio completamente al azar para
cada compuesto de Pb [Pb(NOs). y PbClz] en cada condicion de cultivo (condiciones
controladas e invernadero). Los datos obtenidos se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) y en los que se encontrd diferencia significativa se realiz6 la comparacion de
medias Tukey (P < 0.05). Para el caso del analisis estadistico del porcentaje de germinacion
se realizé con la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis y la suma de rangos de Wilcoxon
(P <0.05). Dichos anélisis se realizaron con el paquete estadistico SAS para Windows (SAS

Institute, inc., 1999).

1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1 Efecto del Pb en la imbibicion de semillas

El efecto del Pb en el incremento en peso de las semillas de P. aculeata no fue
estadisticamente significativa (P> 0.05) para ninguna de las dos fuentes de Pb evaluadas. El
Pb es un elemento no esencial para las plantas (Rascio y Navari-1zzo, 2011) sin embargo
puede ser tdxico, dependiendo del compuesto, la concentracién, la solubilidad en agua,
aniones acompafiantes, pH de la solucién, caracteristicas del sustrato, especie y etapa
fenoldgica de la planta evaluada (Igbal et al., 2017). Investigaciones precedentes han

registrado que las altas concentraciones de compuestos de Pb pueden inhibir la germinacion
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de semillas (Wang et al., 2011; Ghosh y Sethy, 2013; Sedzik et al., 2015). La germinacion
es una etapa inicial de las semillas, en la cual la imbibicion de agua y la utilizacion de
compuestos de almacenamiento son procesos cruciales, si uno de estos eventos es afectado,
la germinacion de las semillas se inhibe (Lamhamdi et al., 2011; Bewley et al., 2013).
Algunos reportes demuestran que los compuestos de Pb pueden inhibir el proceso de
germinacion, debido a que éstos son considerados sales, y ante su incremento en la
concentracion en el medio pueden inducir estrés salino y crear un potencial osmotico que
impide a la semilla alcanzar el umbral critico en la imbibicién de agua (Kranner y Colville,
2011). Sin embargo, en las semillas de algunas especies vegetales se ha demostrado que el
Pb no afecta la imbibicion de las semillas (Wierzbicka y Obidzinsk, 1998; Ili¢ et al., 2015),

tal y como se encontr6 con las semillas de P. acuelata L. en el presente experimento.

1.5.2 Efecto del Pb en la germinacion de las semillas

El efecto del Pb en la germinacién presentd una inhibicion significativa en
concentraciones mayores de PbCl, y Pb(NOs). (Cuadros 3 y 4). Esta alteracion no se debe a
la reduccion de la absorcion de agua en la imbibicion, sino se puede deber al efecto tdxico
de los iones de Pb al embrion (Kranner y Colville, 2011) debido a que la cubierta de la
semilla funciona como una barrera que protege y limita la entrada de iones metalicos al
interior de la misma (Ili¢ et al., 2015). Sin embargo, la testa puede presentar cierto grado de
permeabilidad a los iones de Pb (Wierzbicka y Obidzinsk, 1998). Esta situacion afecta las
reacciones enzimaticas que activan los procesos catabdlicos y anabdlicos, reduciendo en
gran medida la movilizacion de las compuestos de almacenamiento de los cotiledones, que
suministran los nutrientes requeridos por el embrion durante la germinacion (Lamhamdi et

al., 2011).
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Cuadro 4.2. Efecto de PbCl> en condiciones controladas e invernadero en la germinacion de

las semillas y crecimiento de las plantulas de Parkinsonia aculeata L (n=6).

Porcentaje de Longitud  Pesoseco Peso seco

, e Longitud
Concentracion germinacion y de vasta de de de
go . . .
(mM) emergencia (cm) radicula vastago radicula
(%) (cm) (9) (9)
Condiciones controladas
0.0 100 af 9.5a'f 4.7a'" 206.7 a'f 20.3a'f
0.1 97 ab 9.2a 4.2a 200.8 ab 19.1 ab
0.2 97 ab 8.9a 40a 193.3b 16.9b
0.5 97 ab 6.6 b 16b 158.0 ¢ 14.0c
1.0 83 bc 6.2b 1.3b 154.2 ¢ 12.1 cd
2.0 82¢c 3.8¢c 0.7b 124.8 d 10.5d
Invernadero
0.0 93 a 71a 115a 387.7a 92.3a
0.1 90 a 7.0a 9.7 ab 393.4a 90.3a
0.2 Na 75a 9.7 ab 380.5a 905 a
0.5 87 a 75a 8.4b 354.0a 86.8 a
1.0 90a 75a 89b 383.5a 86.0 a
2.0 90 a 75a 89b 363.7 a 88.8 a

T Medias con letras iguales dentro de la columna no son estadisticamente diferentes (Wilcoxon, 0.05).
T Medias con letras iguales dentro de la columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

La reduccién en el porcentaje de la germinacién en este experimento fue mayor en
condiciones controladas, mostrando una reduccion al aumentar la concentracién de ambos
compuestos (Cuadro 4.2 y 4.3). La concentracion de 2.0 mM de Pb(NOs)2 redujo la
germinacion hasta un 26% del total de las semillas, la cual fue mayor a la encontrada en la
concentracion de 2.0 mM de PbCl> (18%). Por otro lado, en condiciones de invernadero, la
germinacién no presentd diferencias significativas entre las concentraciones de los dos
compuestos de Pb. Wierzbicka et al. (1998) sugieren que la cantidad de Pb por unidad de
masa de las semillas es un factor importante y que su efecto inhibitorio s6lo es posible cuando
el Pb esta disponible en exceso para las semillas. Los resultados obtenidos del ensayo
realizado en condicion de invernadero pueden ser resultado asociados a factores tales como

el numero de semillas, y volumen de las soluciones aplicadas en cada repeticion.
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Cuadro 4.3. Efecto de Pb(NO3)2 en condiciones controladas e invernadero en la germinacion

de las semillas y crecimiento de las plantulas de Parkinsonia aculeata L (n=6).

Porcentaje Longitud Longitud Pesoseco Peso seco
Concentracion  de germinacion y de de de de
(mM) emergencia vastago  radicula  véstago radicula
(%) (cm) (cm) (9) (9)
condiciones controladas
0.0 100 af 9.8 a'f 4.8 alf 204.7 't 20.0a'"
0.1 97 ab 9.3ab 4.2 ab 200.3ab 19.0a
0.2 97 ab 9.2ab 3.0 bc 195.6 b 18.2a
0.5 92 ab 6.5 bc 1.6 cd 151.2¢c 14.5ab
1.0 86 ab 58cd 0.9d 1475¢c 10.7b
2.0 74 b 3.0d 0.8d 122.2d 8.6b
Invernadero
0.0 90a 7.0a 109a 391.3a 919a
0.1 88 a 7.2a 9.3ab 392.7 a 89.0 ab
0.2 9% a 6.6 a 9.2ab 376.0 a 84.0 abc
0.5 90a 6.9a 9.0b 382.3a 78.9 be
1.0 90a 73a 8.8b 384.7 a 78.2 bc
2.0 90 a 6.9a 8.1b 356.0 a 76.6 C

T Medias con letras iguales dentro de la columna no son estadisticamente diferentes (Wilcoxon, 0.05).
T Medias con letras iguales dentro de la columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

1.5.3 Efecto del Pb en el crecimiento de las plantulas

En incubadora se encontrd una reduccion significativa (P < 0.05) en el crecimiento
del vastago y radicula de las plantulas, y en el rendimiento de materia seca de P. aculeata L.
(Cuadro 4.2 y 4.3). El PbCl; en su concentracion mas alta (2.0 Mm) redujo hasta un 40% el
peso seco del vastago, y 49% en radicula. Las plantulas tratadas con Pb(NO3)2 tuvieron un
efecto similar en el rendimiento de materia seca del vastago, el cual mostré una reduccién de
40%. Sin embargo, la radicula de estas plantulas mostré una reduccion de hasta 57% en su
peso seco (Cuadro 4.3).

En condiciones de invernadero, ninguna de las concentraciones de los compuestos de

Pb mostraron diferencias significativas en el crecimiento y rendimiento de materia seca del
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vastago de las plantulas de P. aculeata, pero si se observé inhibicion en el crecimiento de la
radicula por ambos compuestos (Cuadros 4.2 y 4.3). El PbClz redujo significativamente (P <
0.05) el crecimiento de la radicula, pero sin afectar significativamente el rendimiento en
materia seca, a pesar de disminuir 5%; el Pb(NO2)s redujo significativamente (P < 0.05) el
crecimiento de la radicula de las pléantulas, y el rendimiento de la materia seca disminuyé
hasta en 10%.

La reduccion del crecimiento y del rendimiento en materia seca, es un efecto muy
conocido del Pb a elevadas concentraciones (Ribeiro de Souza et al., 2012; Abbasi et al.,
2016; Igbal et al., 2017), siendo la raiz méas afectada que el vastago, debido a que la raiz es
el principal 6rgano de absorcion de las plantas y esta en contacto directo con los iones de Pb
(Lamhamdi et al., 2011). Dicho efecto inhibitorio puede ser debido a que los iones de Pb,
una vez dentro de las células pueden interactuar con algunas biomoléculas como ADN, ARN,
proteinas, y algunas enzimas, afectando con ello el metabolismo celular (Patra et al., 2004;
Truta et al., 2011; Mohamed, 2011). De igual manera como pasa en la germinacion, la
actividad enzimatica especialmente a-amilasas y proteasas, son afectadas por el Pb, los
carbohidratos y las proteinas son pobremente transportadas a los apices de la radicula y del
vastago, y esto es posiblemente una causa por la cual el crecimiento de las plantas es afectado
(Ghosh y Sethy, 2013).

Otro factor importante en la inhibicion del crecimiento de la raiz es la reduccién de
la division celular en la zona meristemética de la radicula, debido a que el Pb tiende a
competir con el Ca cuya concentracion se reduce en los meristemos, provocando un disturbio
y disminucién en la mitosis, debido a que el Ca participa en la formacién del huso mitotico

(Eun et al., 2000). El Pb es un reconocido clastégeno ya que puede producir aberraciones
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cromosOmicas en los meristemos de la radicula, lo cual repercute en la actividad mitética y

en consecuencia, la division celular (Patra et al., 2004; Mohamed, 2011; Trutaet al., 2011).

Otro de los efectos del Pb es la reduccion en el crecimiento del vastago, esto se puede
deber a un efecto indirecto del Pb ya que el estrés abidtico induce la sintesis de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en las celulas vegetales, lo cual es una
caracteristica bien conocida de la toxicidad causada por Pb (Yadav, 2010; Singh et al., 2010).
Las ROS pueden provocar la oxidacion de biomoléculas provocando una disfuncion
metabolica en las células de planta (Verma y Dubey, 2003). Un estudio realizado con
plantulas de P. aculeata demostré que al incrementar las concentraciones de PbCl, y
Pb(NO3)2 el crecimiento de las plantulas se inhibia, mientras que el contenido de compuestos
fenolicos aumentaba, mismo que en altas concentraciones puede causar un efecto nocivo en
la permeabilidad de la membrana celular (Shaukat et al, 1999). Por lo tanto estos hallazgos
serviran como antecedente para dar pie a proximas investigaciones posteriores en las que se
pretenda utilizar dicha especie para recuperar sitios contaminados con Pb, asi también otros

metales y metaloides.

1.6 CONCLUSIONES

El efecto del Pb en la imbibicion, germinacidn, crecimiento temprano de las plantulas
de Parkinsonia aculeata L. puede diferir en cuanto a los compuestos de Pb utilizados, siendo
mas toxico el Pb(NOz)2 que el PbCly, y también de las condiciones en las que se realiza el
experimento, en condiciones controladas es mas pronunciada la inhibicion que ocasionan

ambos compuestos de Pb en comparacion con las condiciones de invernadero.
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CAPITULO II.
CRECIMIENTO Y ABSORCION DE PLOMO POR Parkinsonia aculeata L.
INOCULADA CON Rhizophagus intraradices

2.1 RESUMEN

El aumento en la concentracion y biodisponibilidad de Pb en la biosfera, ha ejercido
serios problemas en la salud publica en todo el mundo, es por esto imprescindible identificar
alternativas que nos permitan hacer mas eficiente y econdémico la recuperacion de suelos
contaminados con Pb, es por esto que el presente trabajo evalud el crecimiento y la capacidad
de absorcion de Pb por Parkinsonia aculeata L. inoculada con Rhizophagus intraradices en
condiciones de contaminacion con Pb. El disefio fue completamente al azar con arreglo
factorial; y los factores incluyeron dos niveles de inoculacion con R. intraradices (inoculadas
y no inoculadas), y seis niveles de concentracion de Pb (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg L) en
forma de Pb(NOs).. Las respectivas concentraciones de Pb fueron aplicadas en la solucion
nutritiva Long-Ashton modificada para suministrar 10.25 pug P mL? y aplicadas
semanalmente por 18 semanas. Las concentraciones de Pb no afectaron la altura y el diametro
del tallo de las plantulas; sin embargo, la inoculacion micorrizica favorecio el incremento
significativo de estas variables en comparacion con las plantas no inoculadas. El peso seco
de la parte aérea y de la raiz disminuyd al aumentar la concentracion de Pb. La inoculacién
favorecio el peso seco de la parte aérea; pero redujo el peso seco de la raiz. Los niveles de
Pb e inoculacion micorrizica no tuvieron efecto en los valores de rendimiento cuantico
maximo del PSII e indice de rendimiento fotosintético. El aumento en la concentracion de
Pb no afect6 la colonizacion micorrizica. La concentracion de Pb en la raiz y parte aérea
aumento conforme a la concentracién de Pb aplicado; ademas, la micorrizacion favorecio la
translocacion de Pb a la parte aérea. El incremento en la concentracién de Pb redujo la
concentracion de P en raiz, y concentracion de Py N en la parte aérea, pero la inoculacion
micorrizica favorecié el aumento en la la concentracion de Ca y Mg en la parte aérea. Se
concluye que la reduccidn en el peso seco de las plantas se debid a la disminucién en la
absorcion de P por las plantas, y que R. intraradices mejoro la absorcion de P y el peso seco

de las plantas, asi como la acumulacion de Pb en las plantas.

Palabras clave: Palo verde, metal pesado, HMA, contaminacion, fitoestabilizacion.
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2.2 ABSTRACT

The increase in the concentration and bioavailability of Pb in the biosphere, has
exerted serious problems in public health throughout the world, it is therefore essential to
identify alternatives that allow to make more efficient and economical the recovery of soils
contaminated with Pb, it is for this study evaluated the growth and absorption capacity of Pb
by Parkinsonia aculeata L. inoculated with Rhizophagus intraradices under conditions of Pb
contamination. The design was completely randomized with factorial arrangement, and the
factors included two levels of inoculation with R. intraradices (inoculated and non-
inoculated), and six levels of Pb concentration (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg L 1) in the form
of Pb (NOs).. The respective concentrations of Pb were applied in the modified Long-Ashton
nutrient solution to deliver 10.25 pg P mL*? and applied weekly for 18 weeks. The
concentrations of Pb did not affect the height and diameter of the stem of the seedlings;
however, mycorrhizal inoculation favored the significant increase of these variables in
comparison with non-inoculated plants. The dry weight of the aerial part and the root
decreased with increasing Pb concentration. The inoculation favored the dry weight of the
above ground; but it reduced the dry weight of the root. The levels of Pb and mycorrhizal
inoculation had no effect on the maximum quantum vyield values of the PSII and
photosynthetic performance index. The increase in Pb concentration did not affect
mycorrhizal colonization. The concentration of Pb in the root and above ground increased
according to the concentration of Pb applied; in addition, mycorrhization favored the
translocation of Pb to the above ground. The increase in the concentration of Pb reduced the
concentration of P in root, and concentration of P and N in the above ground, but the
mycorrhizal inoculation favored the increase in the concentration of Ca and Mg in the above
ground. It is concluded that the reduction in the dry weight of the plants was due to the
decrease in the absorption of P by the plants, and that R. intraradices improved the absorption

of P and the dry weight of the plants, as well as the accumulation of Pb in the plants.

Key words: Mexican Paloverde, Heavy metal, AMF, Pollution, Phytostabilization.
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2.3 INTRODUCCION

El Pb es un elemento quimico ampliamente distribuido en la naturaleza, aunque en
bajas concentraciones y en formas insolubles (Claudio et al., 2002; Casas-Fernandez y Sordo,
2006). Por otro lado, las actividades humanas en especial la mineria y fundicién han
provocado una alteracién en el ciclo geoquimico del Pb lo cual ha resultado en un aumento
en la concentracion y disponibilidad del Pb en la biosfera (Bindler, 2011). Lo que ha traido
consigo serios problemas en los ecosistemas, ya que el Pb no se considera un elemento
esencial y puede ser toxico en elevadas concentraciones para todas las formas de vida (Rascio
y Navari-lzzo, 2011; Wang et al., 2010; Jaishankar et al., 2014; Shah et al., 2010). Ademas,
los metales no estan sujetos a procesos de biodegradacion y por lo cual tienden a acumularse
en el suelo (Bansod et al., 2017). Este aumento en las concentraciones y biodisponibilidad
son perjudicales para la mayoria de los seres vivos, especialmente para los seres humanos
(Shah et al. 2010; Jaishankar et al. 2014; Carocci et al., 2016), ya que las particulas que
pueden ser suspendidas en el aire y agua y ser inhaladas e ingeridas con facilidad (Jaishankar
etal., 2014; Shah et al., 2010), o entrar en la cadena tréfica mediante los alimentos cultivados

en areas contaminadas (Rahman et al., 2014).

Actualmente existen diversas técnicas que ayudan a la recuperacion de sitios
contaminados con metales y metaloides (Yao et al., 2012; Khalid et al., 2017); sin embargo,
la mayoria de estos procedimientos caros, son poco eficientes, y afectan de manera
irreversible las propiedades del suelo y a su biota (Giripunje et al., 2015). Por lo anterior, la
recuperacion de suelos contaminados representa un reto tecnoldgico, tanto para las industrias

como para las instituciones gubernamentales (Qu et al., 2016).
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Dentro de los principales métodos para la recuperacion de sitios contaminados esta el
método fisico, el cual su principal objetivo es remover o confinar dichos contaminantes,
evitando su dispersion y disminuyendo el impacto que tienen en el ambiente (Khalid et al.,
2017). Por otro lado, el método quimico sirve para alterar la movilidad y disponibilidad de
estos elementos (Shahid et al., 2014; Martinez et al., 2014; Camenzuli et al., 2015; Soares et
al., 2015). Finalmente, el método biol6gico aprovecha ciertas caracteristicas de algunos seres
vivos como plantas, microorganismos o la asociacion de ambos, para remover o contener

dichos elementos en sus tejidos (Khalid et al., 2017).

El método bioldgico presenta algunas limitantes debido a que la mayoria de las
plantas, pueden presentar cierto grado de toxicidad a metales pesados (Sedzik et al., 2015).
Los niveles toxicos de Pb afectan los procesos de la planta desde una etapa inicial, ya que
este elemento reacciona con las biomoléculas e interfieren con el metabolismo celular (Gopal
y Rizvi, 2008; Han et al., 2013). Otro efecto en las plantas por las altas concentraciones de
Pb es un desbalance nutricional provocado por la reduccion en la absorcién y transporte de
nutrimentos (Kupper et al., 1996), ocasionando una inhibicién en la sintesis de clorofila'y en
consecuencia en la fotosintesis (Gopal y Rizvi, 2008). Otro de los efectos mas conocidos
provocados por el Pb es el estrés oxidativo que es provocado por las especies reactivas de
oxigeno (EROs) ocasionando una disfuncion metabolica irreparable y muerte celular
(Pourrut et al., 2011; Malar et al., 2014).

Debido a las limitantes que presentan la mayoria de las plantas para tolerar la
toxicidad provocada por el Pb, se ha buscado mejorar las estrategias de fitorremediacion
existentes, mediante la identificacion y seleccion de especies tolerantes a las altas

concentraciones de Pb, como lo han demostrado ser las especies pertenecientes a la familia
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Fabaceae (Noguez-lInesta et al., 2017). Estas especies presentan un rapido crecimiento y
confinar altas concentraciones de Pb en sus tejidos, sin que exista la presencia de toxicidad
(Pulford y Watson, 2003; Pajevi¢ et al., 2016). Otra caracteristica importante en estas
estrategias de fitorremediacion es el uso de especies nativas/endémicas adaptadas a los
factores edafocliméticos (principalmente a la sequia y salinidad) y hacer mas eficiente esta
préactica (Ginocchio y Santibafiez, 2009).

Parkinsonia aculeata L. es una especie lefiosa de la familia Fabaceae que se
distribuye de manera nativa en la mayor parte del continente americano (Hawkins et al.,
2007), y se puede encontrar en un extenso rango de condiciones tanto aridas como tropicales
(van Klinken et al., 2009). También ha sido utilizada para reforestar areas degradadas (Chaer
et al.,, 2011) e incluso en ambientes urbanos ya que presenta bajos requerimientos
nutrimentales y es tolerante a la sequia (Schuch y Kelly, 2008), y es moderadamente tolerante

al Cr, Cd y Pb (Zhao et al., 2011; Zhao et al., 2009; Shahid et al., 1999).

Por otra parte, P. aculeata forma asociacion con hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) (Ragupathy y Mahadevan, 1993; Frioni et al., 1998; Verma y Verma, 2017). Esta
relacion simbiodtica mejora la tolerancia de las plantas para hacer frente al estrés que
ocasionan los factores abidticos. Por ejemplo, las plantas micorrizadas toleran altas
concentraciones de metales y metaloides en el suelo (Schneider et al. 2017), lo que
contribuye a la recuperacion de sitios contaminados. Por lo tanto esta especie arbérea
presenta potencial para ser utilizada en la recuperacion de suelos contaminados con altos
niveles de Pb, sin embargo, aun falta informacion al respecto. Por tanto, el objetivo de este
trabajo es evaluar el crecimiento y la capacidad de absorcion de Pb por Parkinsonia aculeata

al ser inoculada con Rhizophagus intraradices.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Produccion de plantula e inoculacién con Rhizophagus intraradices

Las semillas de Parkinsonia aculeata L. fueron recolectadas por la Comisién
Nacional Forestal (CONAFOR) en julio de 2012 en el municipio de Delicias, Chihuahua,
México (106° 27' 60" N, 105° 27" 15" O y altitud de 1190 m) las cuales presentaban un 80%
de germinacion y contenido de humedad inicial de 3.7%. Para La escarificacion de las
semillas se trataron con H2SO4 (EMSURE®) al 98% por 3 h (Mohnot y Chatterji, 1965).
Una vez realizada la escarificacion de las semillas, éstas se lavaron con agua corriente
durante 10 min, posteriormente, se sumergieron en solucion de NaClO (Cloralex®) al 10%
por 15 min, para desinfestar la superficie de las semillas.

El in6culo de Rhizophagus intraradices (anteriormente, Glomus intraradices) fue
donado por el Area de Microbiologia del Suelo del Colegio de Postgraduados. EI in6culo se
valord, para lo cual se extrajeron las esporas de la arena a través del método de tamizado y
decantacion (Gerdeman y Nicolson, 1963), seguido de centrifugacion con gradientes de
sacarosa del 20% y 60% (Sieverding, 1983). Las esporas se observaron en un microscopio
estereoscopico, se separaron de las hifas y materia organica adherida, se colocaron en un
portaobjetos y se les agregd una gota con reactivo PVLG, posteriormente, se contabilizé
solamente esporas saludables e intactas.

La siembra se realizd en dos semilleros con 200 cavidades cada uno, los cuales
contenian arena esterilizada (126 °C por 3 h, por 3 d alternos). Para el semillero inoculado se
agregd 2.64 g de in6culo por cavidad, dicha cantidad contenia hifas, segmentos de raiz

colonizados y una cantidad de 100 esporas. Posteriormente los almacigos fueron regados con
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atomizador y cada 8 d se realizé una fertilizacion con la solucion nutritiva Long-Ashton

(Hewitt, 1966) modificada para suministrar 10.25 pg P mL™.
2.4.2 Trasplante y aplicacion de tratamientos

A los 45 d de haber emergido las plantulas en el almacigo, se trasplantaron a tubetes
de volumen de 330 cm?® los cuales contenian aproximadamente 377 g de arena esterilizada.
La aplicacion de los tratamientos se realiz6 a los 15 d después del trasplante, tiempo que
permitid el establecimiento de las plantulas, justo antes de la aplicacion, se midi6 altura de
la planta y didmetro del tallo.

La aplicacion de los tratamientos consistio en 50 mL de solucion nutritiva por
repeticion, con la concentracion correspondiente de Pb (0, 40, 80, 160, 320 y 640 mg L)
disuelta en solucion nutritiva Long- Ashton modificada] utilizando Pb(NOs). (Sigma-
Aldrich®) como fuente de Pb. Las aplicaciones se realizaron semanalmente durante 18
semanas. El experimento se llevo a cabo en condiciones de invernadero con luz natural,
temperatura méxima promedio de 37.9°C y minima de 15.3°C, humedad relativa maxima de

37.3% y minima de 12.3% (Data Logger Spectrum®, watch dog® 1000, EUA).
2.4.3 Cosecha de las plantulas y mediciones

Las plantulas del experimento se cosecharon a las 19 semanas y se evaluaron las
siguientes variables:
e Incremento en altura y diametro de las plantulas (cm): El cual se obtuvo mediante
la diferencia de los valores de la medicion final e inicial de altura y didmetro.
e Rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) e indice de rendimiento
fotosintético (PI): Los segmentos de las hojas medidas se mantuvieron en oscuridad

durante 30 min, con clips (3 cm de diametro con una ventana central de 0.4 cm de
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diametro) sobre la superficie de la hoja y se realizaron 4 lecturas por plantula con
un fluorimetro portatil Handy PEA (Hansatech Instruments Ltd®, Inglaterra) a 3000
umol m2s? de luz por 5s.

Peso seco de la raiz, tallos y hojas (g): Peso de cada érgano vegetal después de ser
secados en estufa (Shel Lab®, CE5F, EUA) a 70 °C por 72 h.

Porcentaje de colonizacion (%): Se evalud antes del trasplante a los tubetes para
verificar si las plantulas estaban colonizadas con Rhizophagus intraradices y al final
de la exposicion a las diferentes concentraciones de Pb. Las raices frescas de cada
planta se enjuagaron con agua destilada y se prepararon para estimar el porcentaje
de colonizacion micorrizica mediante el método de clareo y tincion de raiz (Phillips
y Hayman, 1970). Una vez tefiidas las raices se cortaron en segmentos de 1 cm de
longitud, que se montaron en portaobjetos y se observaron en un microscopio
compuesto (Brundrett et al., 1996).

La concentracién de nutrimentos (N, P, Mg, Ca) y Pb en los érganos de la planta
(hojas, tallo y raiz). Para la determinacion de la concentracion de N en tejido vegetal
se evalud en el extracto procedente de la digestién de material seco y molido con
acido sulfarico y acido salicilico, de acuerdo con lo descrito por Alcantar-Gonzélez
y Sandoval-Villa. (1999). El extracto fue destilado mediante arrastre de vapor y
mediante titulacion con acido sulfirico se estimd la concentracion de N. La
concentracion de P, Ca, Mg y Pb se determind en el extracto resultante de la digestion
con acido nitrico y &cido percldrico de material seco y molido, usando un equipo de
espectroscopia de emision atomica de induccion por plasma acoplado (ICP-ES 725,

Agilent, Mulgrave, Australia).
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Para el analisis de las muestras de arena, la conductividad eléctrica (CE) y el pH se
determind con un extracto de pasta saturada del sustrato mediante con un equipo
portatil (Conductronic PC-18, México). La concentracion de N de las muestras de
arena se determind con el método AS-25 descrito en la NOM-021-SEMARNAT-
2000 (2002). La determinacion de P en los sustratos se realizo con el método Olsen
(AS-10), de acuerdo con lo indicado en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (2002).
Las muestras de arena fueron tratadas con acetato de amonio (1 M, pH=7) para
desplazar los cationes intercambiables de Ca?* y Mg?*, que fueron cuantificados en
un equipo de espectroscopia de emision atbmica de induccion por plasma acoplado
(ICP-ES 725, Agilent, Mulgrave, Australia). EI Pb se determind por el método
DTPA-TEA (Gonzélez et al., 2009), empleando un equipo de espectroscopia de
emision atémica de induccién por plasma acoplado (ICP-ES 725, Agilent,

Mulgrave, Australia).

2.4.4 Andlisis estadistico

El experimento consistié en un disefio completamente al azar con un arreglo factorial

(2 x 6) que incluye dos niveles de inoculacion de Rhizophagus intraradices (sin 'y con) y seis
niveles de concentracion de Pb (NOs): (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg L™%). Los datos obtenidos
se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA); en las variables donde se encontrd
diferencia significativa se realizo la comparacion de medias Tukey (P < 0.05). Para el caso
del analisis estadistico del porcentaje de colonizacion y los datos de la concentracion de los
elementos en los tejidos de la planta fueron transformados (arcseno (x/100)Y? y log (x+1)
respectivamente). Dichos analisis se realizaron con el paquete estadistico SAS para

Windows (SAS Institute, 1999).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Crecimiento y rendimiento de materia seca

La reduccion en el crecimiento y el rendimiento en el peso seco de las plantas es un
efecto muy conocido de la toxicidad ocasionada por el Pb (Abbasi et al., 2016; Igbal et al.,
2017). No obstante, entre las concentraciones de Pb evaluadas, no se encontrd un efecto
significativo (P > 0.05) en el incremento de altura y didmetro (Figura 5.1) de las plantulas
de Parkinsonia aculeata L. Cabe sefialar que en otras especies arbdreas se ha observado la
misma tendencia tales como Ligustrum lucidum, Mimosa caesalpiniaefolia, Caesalpinia
ferrea, Mimosa tenuiflora y Erythrina velutina expuestas a diferentes concentraciones de Pb
(Zhou et al., 2018; Ribeiro de Souza et al., 2012; Gattai et al., 2011). Sin embargo, la
inoculacion con R. intraradices incrementd significativamente (P<0.05) la altura y el
diametro en comparacion con las plantulas no inoculadas, por otro lado la interaccion entre
las concentraciones de Pb y R. intraradices no fue significativa (Cuadro 5.1).

Las concentraciones de Pb mostraron diferencias significativas (P < 0.05) en el
rendimiento en el peso seco en la parte aérea y raiz de las plantulas de P. aculeata (Figuras
5.2 y 5.3). Se encontro que en las raices de las plantas tratadas con 40 mg Lty 80 mg L™ de
Pb presentaron un peso seco mayor en comparacion a las plantas que no se les aplicé Pb (0
mg L) (Figura 5.3). Esta estimulacion en el rendimiento de peso seco de la raiz, puede estar
relacionada al efecto conocido como hormesis, el cual se refiere a la estimulacion del
crecimiento en las plantas expuestas a bajas concentraciones de metales y/o metaloides y una
reduccion en altas concentraciones (Poschenrieder et al., 2013), dicho efecto sucede
principalmente en las raiz, debido a que el Pb es absorbido y acumulado mayormente por

este organo (Wang et al., 2010).
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Cuadro 5.1. Valores de significancia del ANOVA de los efectos del Pb y HMA en los parametros de
crecimiento, Rendimiento cuéntico maximo del PSII (Fv/Fm) e indice de rendimiento fotosintético
(PI), concentracion de Pb y nutrimentos en los tejidos de plantulas de Parkinsonia aculeata L.
inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas a ante seis
concentraciones de Phb.

Variables evaluadas Pb HMA Pb*HMA
A Altura (cm) 0.3451Ns 0.009™ 0.8677NS
A Diametro (cm) 0.1105Ns 0.0259" 0.6100NS
Peso seco (mg) P. aérea 0.0001™ 0.0187" 0.6081NS
Raiz 0.0290" 0.0005™ 0.7751NS
Fv/Fm 0.1306 NS 0.3005NS 0.9835NS
Pl 0.2907 NS 0.1227NS 0.9663 NS
Concentracion Pb (mg kg?) P. aérea 0.0001™ 0.0296" 0.6267NS
Raiz 0.0001™" 0.0787NS 0.0121"
Concentracion P (mg kg?) P. aérea 0.0001™ 0.0139" 0.8227NS
Raiz 0.0001™ 0.0001™ 0.0965NS
Concentracion N (mg kg™) P. aérea 0.0428" 0.081Ns 0.5841NS
Raiz 0.3506 NS 0.0898Ns 0.7087Ns
Concentracién Ca (mg kg™) P. aérea 0.2235NS 0.0011™ 0.8729Ns
Raiz 0.0911Ns 0.2541 N 0.5761 NS
Concentracion Mg (mg kg™) P. aérea 0.0683 NS 0.0001™" 0.8573NS
Raiz 0.1946 NS 0.0630MNs 0.5273Ns

NS, no significativo, P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Rhizophagus intraradices favorecio la produccion significativa de biomasa (P < 0.05)
en hojas y tallos, en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 5.2). Sin embargo, la
interaccion entre las concentraciones de Pb y R. intraradices para el peso seco de parte aérea
no mostrd efectos significativos (Cuadro 5.1). Los HMA mejoran el crecimiento y el
rendimiento de peso seco vegetal (Bir6 et al., 2009; Sarkar et al., 2018), y las protegen del
estrés provocado por metales y metaloides (Yang et al., 2015; Huang et al., 2017; Yang et
al., 2018) al favorecer el aumento en la absorcion de nutrimentos especialmente el fosforo,

el cual interviene en los mecanismos de destoxificacion de la planta (Bahraminia et al., 2015).
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Figura 5.1. Incremento en diametro de tallo de plantulas de Parkinsonia aculeata L.

inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb Promedios + error estandar (n=8).
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Figura 5.2. Pesos seco de la parte aérea de plantulas de Parkinsonia aculeata L. inoculadas

y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb Promedios + error estandar (n=8).
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Figura 5.3. Pesos seco de las raices de plantulas de Parkinsonia aculeata L. inoculadas y no
inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb Promedios + error estandar (n=8).

Por otra parte, la inoculacién con R. intraradices mostré cambios significativos (P <
0.05) en el peso seco de las raices de las plantulas, aunque este efecto fue inconsistente con
otros hallazgos (Yang et al., 2018; Sarkar et al., 2018). Otros autores sugieren que los HMA
pueden reducir la biomasa radical, mientras simultaneamente expanden su capacidad de
absorcion de agua y nutrimentos (Mohammadi et al., 2011). Lo anterior se ha reportado en
Eucalyptus rostrata cuyas plantas inoculadas con Glomus deserticola mostraron raices mas

finas y mejor estado nutrimental que las plantas no inoculadas (Bafeel, 2008).

2.5.2 Fluorescencia de clorofila

El valor de rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) es un buen indicador del
rendimiento del aparato fotosintético (Maxwell y Johnson, 2000; Sitko et al., 2017) asi como
también el indice del rendimiento fotosintético (PI), los cuales son parametros muy
adecuados y sensibles para investigar la eficiencia fotosintética de la planta bajo diferentes
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condiciones de estrés abiotico (Kovacevic et al., 2015), incluso el provocado por los metales
pesados (Kaur et al., 2012; Dezhban et al., 2015; Paunov et al., 2018). Se sabe que si la
relacion de Fv/Fm es cercana a 0.80 indica que es una planta sana o que no ha sido afectado
su mecanismo fotosintético (Bjorkman y Demmig, 1987). Los valores de Fv/Fm obtenidos
al final del experimento (Cuadro 5.3) fueron mayores de 0.80 en todos los tratamientos, pero
no mostraron diferencias significativas entre si; asi también no se encontr6 un efecto
significativo sobre el PI, ante el incremento en la concentracion de Pb, la inoculacion, o la
interaccion entre dichos factores (Cuadro 5.1). Una de las posibles razones por las que no se
vieron afectados estos parametros en las plantas tratadas, se atribuyen a que el Pb no redujo
el contenido de pigmentos fotosintéticos (Kaur et al., 2012; Sarkar et al., 2018) o el nimero
de cloroplastos en hojas (Zhou et al., 2018); por otra parte, las plantas fueron capaces de
tolerar el estrés inducido por el Pb, usando un efectivo mecanismo de defensa de

antioxidantes protegiendo al aparato fotosintético del estrés oxidativo (Ruley et al., 2004).

Cuadro 5.2. Rendimiento cuantico maximo del PSIlI (Fv/Fm) e indice de rendimiento
fotosintetico (PI) de las plantulas de Parkinsonia aculeata L. inoculadas y no inoculadas con
Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis concentraciones de Pb (n=8).

Concentracion No inoculadas Inoculadas
mg Pb L Fv/Fm Pl Fv/Fm PI
0 0.82 9.35 0.82 8.26
40 0.82 10.07 0.82 8.93
80 0.81 7.90 0.82 7.40
160 0.82 10.24 0.83 9.73
320 0.82 10.26 0.82 8.23
640 0.82 9.73 0.83 9.41
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2.5.3 Colonizacién micorrizica

Las observaciones microscopicas revelaron que las plantas inoculadas con R.
intraradices presentaron colonizacién micorrizica, aunque relativamente bajo, alcanzando
solo 6.7 % en promedio. Esto se puede justificar por la interaccion de las distintas especies
de plantas con los HMA, y la dependencia micorrizica de las plantas (Siqueira y Saggin-
Junior, 2001; Solis-Dominguez et al., 2011). En un estudio previo, R. intraradices present6
también un porcentaje bajo de colonizacion (13%) en comparacion con otras especies de
HMA evaluados en el mismo experimento, a pesar de esto, R. intraradices demostro ser el
hongo mas eficiente al promover el crecimiento de Solanum lycopersicum L. (Rodriguez et
al. 2012). Cabe mencionar que las plantas no inoculadas no mostraron colonizacion
micorrizica.

El aumento en la concentracion de Pb disminuyd la colonizacion promedio en
comparacion con el tratamiento testigo micorrizado; sin embargo, dicha reduccién no fue
significativa. A menudo las altas concentraciones de Pb reducen significativamente la
colonizacion de los HMA en las raices de las plantas expuestas (Sarkar et al., 2018;
Bahraminia et al., 2015; de Souza et al., 2011) pero estos resultados pueden variar por un
extenso rango de factores, tales como la especie de HMA, concentracion de Pb, especies de
plantas, estado de oxidacion del elemento, estado de desarrollo de la planta y condicion
ambiental (Bir6 et al., 2009; Yang et al., 2015; Dietterich, et al., 2017). Sin embargo, los
resultados de este trabajo concuerdan con los encontrados por Yang et al. (2016) en donde
las concentraciones evaluadas de Pb no afectaron la colonizacion de R. intraradices en
Lolium perenne. También los resultados obtenidos concuerdan con los encontrados en

Hordeum vulgare L. y Helianthus annuus L. inoculados con un consorcio micorrizico

67



conformado por Glomus intraradices, G. albidum, G. diaphanum, y G. claroideum (Barcos-
Arias et al., 2015). Lo mismo se observé en Erythrina speciosa y Schizolobium parahyba

colonizadas con HMA nativos del suelo (Ribeiro de Souza et al., 2012).

2.5.4 Absorcién y translocacion de Pb y nutrimentos

Aunque el Pb no es un elemento esencial para las plantas, éste puede ser absorbido
por su raiz (Fahr et al., 2013). El incremento en la concentracion de Pb aplicado mostro
diferencias significativas (P <0.05) en el concentracion de Pb en la raiz (Figura 5.4). Esto se
debe a que la raiz es el principal érgano de absorcion ya que esta en contacto directo al suelo
0 sustrato contaminado. Ademas, el Pb presenta una afinidad a los polisacaridos de la
rizodermis y a los grupos carboxilos del mucilago (Sharma y Dubey, 2005), lo que en parte,
restringe su entrada a la raiz, y los iones de Pb que logran conducirse a través del apoplasto
hasta la Banda de Caspary la cual es una importante barrera que restringe la translocacion
del Pb a los 6rganos aéreos (Luo et al., 2016). Las plantas han desarrollado diferentes
estrategias para hacer frente y sobrevivir al estrés provocado por metales y metaloides,
protegiendo a los 6rganos superiores del dafio por la toxicidad del Pb (Gupta et al., 2013).

A pesar de que la cantidad de Pb fue mayor en laraiz, se sabe que el Pb también puede
ser transportado a la parte aérea de la planta en una pequefia fraccién (Abbasi et al., 2016).
Lo anterior concuerda con este experimento, en donde el concentracién de Pb en los tejidos
de la parte aérea (tallo y hojas) de P. aculeata incremento significativamente (P < 0.05) por
el aumento en la concentracion de Pb aplicado (Figura 5.5). Sin embargo, las concentraciones
de Pb en los tejidos de la parte aérea, no mostraron niveles criticos toxicos (30-300 mg-kg™)

reportados en Pb (Kramer, 2010).
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Figura 5.4. Concentracion de Pb en la raiz de plantulas de Parkinsonia aculeata L.
inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb Promedios + error estandar (n=4).

Los HMA son reconocidos por mejorar la tolerancia de la planta ante condiciones de
estrés ocasionado por la alta concentracion de metales y metaloides en suelo o en sustrato
(Cabral et al., 2015). Estos organismos pueden reducir la disponibilidad de estos elementos
para la planta (Gonzalez-Chéavez et al., 2004; Malekzadeh et al., 2016; Salazar et al., 2018)
y asi restringir la absorcion y translocacion en plantas colonizadas en comparacion con las
plantas que no estan colonizadas (Wu et al., 2016). Sin embargo, los resultados obtenidos
demuestran que la inoculacion con R. intraradices favorecié la absorcion de Pb en las raices
de las plantas aunque no de manera significativa; ademas, se encontr6 que la interaccion fue
significativa (P <0.05) en el efecto de R. intraradices y las concentraciones de Pb (Cuadro
5.1). Las plantas inoculadas con R. intraradices presenté diferencias significativas (P <0.05)

en el concentracion de Pb en los tejidos aéreos en comparacion con las plantas no inoculadas
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(Figura 5.5), esta mejora en la en la absorcion de Pb en la planta en asociacion con HMA

también se ha observado en otros trabajos (Chen et al, 2005; Barcos-Arias et al., 2015).

Cabe indicar que la cantidad de P disponible en la arena al finalizar el experimento
(Cuadro 5.3), disminuyo gradualmente ante el aumento en las concentraciones de Pb. Se tiene
documentado que Pb tiende a unirse con el fosfato y formar complejos como fosfatos de
plomo [Pbs (PO, ). ], estos complejos son formas estables e insolubles, lo cual reduce la
disponibilidad del Pb y P para la plantas (Sauve, et al., 1998; Scheckel et al., 2013; Xiao et
al., 2017). Por lo cual, existieron cambios significativos (P <0.05) en la cantidad de P (Figura
5.5) en laraiz y parte aérea (Figuras 5.6 y 5.7) de la planta ante el aumento en la concentracion

de Pb aplicada.
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Figura 5.5. Concentracion de Pb en la parte aérea de las plantulas de Parkinsonia aculeata
L. inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante

seis concentraciones de Pb Promedios + error estandar (n=4).
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Cuadro 5.3. Caracteristicas quimicas de la arena al finalizar el experimento

Pb H CE N P Ca Mg Pb
mgLy P (dsm?) (gkg?) (mgkg') (meqkg') (meqkg?) (mgkg™)
0 7568 0.227 0.027 20.098 1.075 0.589 1.126
40 7.643 0.256 0.028 22.069 1.062 0.620 20.553
80 7.698 0.235 0.051 20.085 0.931 0.563 38.939
160 7.676 0.281 0.046 15.984 1.024 0.582 67.517
320 7.551 0.280 0.031 13.826 1.028 0.576 160.385
640 7.415 0.299 0.034 14.715 0.939 0.549 289.965
ONo inoculadas minoculadas
~ 1.40
21.20
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o
2 0.80 I
S 0.60
O
S 0.40
[
8 0.20
[
3 0.00
0 40 80 160 320 640

Concentracion de Pb (mg-L™1)

Figura 5.6. Concentracion de P en la raiz de las plantulas de Parkinsonia aculeata L.

inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb. Promedios + error estandar (n=4).

Por otro lado, la inoculacion con R. intraradices mejoro la absorcion y translocacion

de Pb, asi mismo se observé un efecto significativo (P <0.05) en la cantidad de P en la raiz

y en la parte aérea de las plantas en comparacion a las plantas no inoculadas y el valor de la

interaccion entre las concentraciones de Pb y R. intraradices no fue estadisticamente

significativa (Cuadro 5.1). Se sabe que hay microorganismos capaces de transformar el P

insoluble a formas solubles y disponibles para la planta (Alori et al., 2017). Entre dichos
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microorganismos se encuentran los HMA que mejoran la absorcién de P en las plantas
colonizadas (Ahmad et al., 2017; Zhang et al., 2018). Tawaraya et al. (2006) demostrd que
los exudados (acido citrico) de Gigaspora margarita y Glomus etunicatum liberaron P del
FePOs en la solucion del suelo. Con lo que se concluye que también se solubiliza y hace
disponible al Pb (Punamiya et al., 2010), haciendo que las plantas lo absorban y lo movilicen

a los drganos aéreos de las plantas (Barcos-Arias et al., 2015).
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Figura 5.7. Concentracion de P en la parte aérea de la plantulas de Parkinsonia aculeata L.
inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices expuestas por 18 semanas ante seis

concentraciones de Pb. Promedios + error estandar (n=4).

Como se ha observado en estudios previos, el exceso de Pb en el medio provoca una
disminucion en la absorcion de nutrimentos en las plantas (Lamhamdi et al., 2013;
Ravikumar y Thamizhiniyzn, 2014; Abbasi et al., 2017). Sin embargo, los resultados
obtenidos en la presente investigacion indican que el cambio en la concentracién de Pb seOlo
altero significativamente (P <0.05) el concentracion de N en la parte aérea de las plantas, sin

que se vieran alteradas significativamente las concentraciones de los deméas elementos
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evaluados (Ca y Mg) en la parte aérea, ni en la concentracion de N, Ca y Mg en la raiz
(Cuadro 5.3). El decremento en la absorcion de los nutrimentos por las plantas ante la
presencia de Pb puede resultar de la competencia en la absorcion por las células de la raiz
(Marchetti, 2013), o de los cambios en la actividad fisioldgica de la planta (Pourrut et al.,
2011); por ejemplo, la reduccion en la concentracion de N observada en la presente
investigacion, puede ser debida a la reduccion en la actividad de la enzima nitrato reductasa,
lo cual disminuye la asimilacion del nitrato en las células de la planta (Xiong et al., 2006).

Por otro lado, R. intraradices no modificé significativamente la concentracién de N,
Ca y Mg en las raices de las plantas inoculadas en comparacion de las que no fueron
inoculadas; no obstante, si afecto significativamente (P <0.05) la concentracion de Ca y Mg
en la parte aérea (Cuadro 5.3), mientras que la concentracion de N no fue significativa, la
interaccion entre los factores de concentracion de Pb y R. intraradices no fue
estadisticamente significativa.

Uno de los efectos reconocidos de los HMA es mejorar el estado nutrimental de las
plantas (Miransari, 2010) lo cual mejora su crecimiento y tolerancia ante condiciones de
estrés (Yang et al., 2016; Zhan et al., 2018). Esta mejora se debe a que estos organismos
proporcionan mayor superficie de absorcion y promueven significativamente la captacion de
agua y nutrimentos (Miransari, 2010; Nouri et al., 2014). En este experimento, el HMA
promovid la absorcion del Cay Mg en P. acuelata, y se sabe que un incremento en la cantidad
de Ca en los tejidos de las plantas pueden minimizar los efectos del Pb en las plantas ya que
el Ca mantiene la integridad de la membrana y la pared celular (Ravikumar y Thamizhiniyzn,
2014); en tanto que el aumento en la concentracion de Mg puede aliviar los efectos del Pb en

las plantas y puede ser atribuido a la proteccion del aparato fotosintético (Shen et al., 2016).
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Lo anterior debido a que el Pb pude sustituir al ion magnesio del centro de la estructura de la

clorofila, con lo que se evita la recoleccion fotosintética de la luz (Kupper et al. 1996).

Cuadro 5.4. Concentracion de N, Ca, Mg en raiz y parte aérea (hojas y tallo) de plantulas de

Parkinsonia aculeata L. inoculadas y no inoculadas con Rhizophagus intraradices y

expuestas por 18 semanas ante seis concentraciones de Pb (n=4).

Ca Mg
Pb 1 (9-kg™) (9-kg™) (9-kg™)
(mg-L~) No Inoculadas No Inoculadas No Inoculadas
Inoculadas Inoculadas Inoculadas
Raiz
0 15.58 15.14 10.26 10.54 3.98 4.16
40 15.58 15.84 8.95 9.36 3.16 3.90
80 13.56 13.65 7.01 9.44 3.17 3.62
160 14.09 16.28 7.60 10.21 3.74 4.13
320 14.35 16.19 7.76 8.18 3.59 3.95
640 14.58 17.50 7.16 5.82 3.76 3.44
Parte aérea

0 62.63 54.60 12.46 16.55 7.14 8.47
40 54.89 56.75 14.52 16.88 8.70 9.65
80 52.25 43.66 15.93 16.93 8.50 10.63
160 58.66 56.09 13.30 15.97 7.40 9.38
320 58.17 53.67 13.29 14.78 7.15 9.01
640 55.22 5452 15.10 18.16 7.33 9.78

2.6 CONCLUSIONES

El aumento en la concentracion de Pb aplicado, disminuy6 el crecimiento de las

plantas de P. aculeta; efecto que puede estar mas relacionado a la reduccion en la absorcion

de P que la toxicidad del Pb, debido a que las concentraciones de Pb en la parte aérea no

alcanzaron los niveles criticos reportados para este metal toxico (30-300 mg-kg™?). Por otro

lado, la colonizacién micorrizica en la raiz fue relativamente baja, a pesar de esto, la
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inoculacion de R. intrarradices favorecio el crecimiento vegetal, la absorcion y translocacion

de nutrimentos y de Pb, en comparacion con las plantas no inoculadas.
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CONCLUSIONES GENERALES

El Pb(NOs3). fue més toxico que el PbCl,, en la germinacion, crecimiento temprano de
las plantulas de Parkinsonia aculeata L.

El efecto de las fuentes de Pb fue mas pronunciado en condiciones controladas en
comparacion con las de invernadero.

Las concentraciones de Pb no afectaron Rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm)
y el indice de rendimiento fotosintético (PI) en las plantulas tratadas.

El aumento en la concentracion de Pb aplicado disminuyé la absorcién de P, ocasionando
una reduccion en el crecimiento de las plantas de P. aculeata L.

Por otro lado la inoculacién favorecio el crecimiento, la absorcién y translocacién de
nutrimentos y Pb en comparacién con las plantas no inoculadas.

Las plantulas presentaron una mayor concentracién de Pb en la raiz que en la parte aérea,
por lo cual presenta potencial para la fitoestabilizacion de Pb.

La asociacion de Parkinsonia aculeata L. y Rhizophagus intraradices presentan

potencial para ser utilizada en suelos contaminados con Pb para su estabilizacion.
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