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RESUMEN

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares son utilizados por sus beneficios
directos en las plantas tanto en su crecimiento, aumento en el peso seco y nutricion,
ademas tienen la facultad de aumentan la tolerancia a metales pesados como el cadmio,
el objetivo de este estudio fue evaluar la absorcion de cadmio en plantulas de Theobroma
cacao L (cacao) inoculadas con micorrizas arbusculares, mediante el uso de técnicas
espectrofotométricas y parametros agronomicos durante un periodo de dos meses. Todos
los parametros fueron evaluados mediante un disefio completamente aleatorio con
interaccion para las plantas de Theobroma cacao L, donde se establece cuatro niveles del
factor Cd con seis réplicas en cada nivel evaluado para las variables de respuestas con
HMA: altura, niUmero de hojas y biomasa, cuantificacion de la absorcion de Cd, a suvez
las diferencias significativas se determinaron por el test de Tukey (p<0.05) usando el
programa estadistico InfoStat. Los resultados de la evaluacion demostraron que la mayor
acumulacion de cadmio se obtuvo en el suelo 4.81mg/kg al ser inoculados con 6mg/kg
de cadmio, a diferencias de las hojas con un promedio de 3.05mg/kg de cadmio,se obtuvo
un porcentaje micorrizacion de 36 % al nivel de 6 mg/kg, la acumulacién de Cd en la
biomasa radicular fue mayor a niveles de 6 mg/kg a diferencia de la biomasa aérea, los
indicadores de FBC 1.51 y de FT 0.71 demostrando que las plantulas de Theobroma
cacao L se comportan como una especie fitoestabilizadora en concentraciones entre 2 y
6mg/kg. Estos resultados demuestran que la aplicacion de HMA favorece la

Fitoestabilizacion de plantulas de teobroma cacao L en condiciones de invernadero.

Palabras claves: Micorrizas — Cadmio — Cacao — fitoestabilizador - Invernadero

Vi
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi are used for their direct benefits in plants both in their growth,
increase in dry weight and nutrition, they also have the ability to increase tolerance to heavy
metals such as cadmium, the objective of this study was to evaluate cadmium uptake in
Theobroma cacao L (cocoa) seedlings inoculated with arbuscular mycorrhizae, using
spectrophotometric techniques and agronomic parameters over a period of two months. All
parameters were evaluated using a completely randomized design with interaction for
Theobroma cacao L plants, where four levels of the Cd factor are established with six
replications at each level evaluated for the response variables with AMF: height, number of
leaves and biomass, quantification of the absorption of Cd, in turn, the significant differences
were determined by the Tukey test (p<0.05) using the statistical program InfoStat. The results
of the evaluation showed that the highest accumulation of cadmium was obtained in the soil
4.81mg/kg when inoculated with 6mg/kg of cadmium, unlike the leaves with an average of
3.05mg/kg of cadmium, a mycorrhization percentage of 36 % at the level of 6 mg/kg, the
accumulation of Cd in the root biomass was greater at levels of 6 mg/kg, unlike the aerial
biomass, the indicators of FBC 1.51 and FT 0.71 demonstrating that the seedlings of
Theobroma cacao L behave as a phytostabilizing species in concentrations between 2 and
6mg/kg. These results demonstrate that the application of AMF favors the phytostabilization
of theobroma cacao L seedlings under greenhouse conditions.

Keywords: Mycorrhizae — Cadmium — Cocoa — Phytostabilizer — Greenhouse

viii
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INTRODUCCION

Ecuador es el principal exportador de cacao a nivel mundial registrando un crecimiento en el
2020 de USD $850 millones, en comparacion con el afio 2019 que fueron de $720, En el afio
2020, el 70% de la produccién mundial de cacao en grano de la especie Theobroma fue
producido en Africa, mientras que un 14% en América Latina; el Ecuador en el 2019 se
convirtio en el primer exportador de cacao en grano en America y ocupa el cuarto puesto en
el mundo, siendo asi el segundo producto de exportacion mas importantes luego del petréleo

para el pais (Alcivar et al. 2021).

En el cacao, el Cd se acumula en las semillas, tal como lo demuestran estudios realizados en
Venezuela y PerQ. La ingesta directa o indirecta (cereales, chocolates, gomas de mascar y
confites) de Cd, produce dafios al rifion, higado, pulmén, pancreas, testiculos y hueso
ocasionando deficiencias renales, osteoporosis, hipertension arterial, diabetes, enfisema

pulmonar y algunos canceres de prostata, pulmén, vejiga y pancreas (Llatance 2018).

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial para las plantas, cuya presencia puede deberse
al uso de fertilizantes fosfatados y como subproducto de la explotacién de zinc y cobre; puede
ser absorbido y acumulado en raices, tallos, hojas, frutos y semillas; cuya concentracion
depende de la edad y especie. Afecta el crecimiento, la fotosintesis y reduce las
concentraciones de nitratos, generando desequilibrios en el metabolismo del cloroplasto y

clorosis (Sandoval et al. 2020)

Para mantener la capacidad productiva de los suelos se debe combinar practicas de nutricion
vegetal como la aplicacion de los biofertilizantes liquidos fermentados, estos aportan
compuestos organicos, minerales y microorganismos favoreciendo a la distribucion de los

nutrientes facilitando su absorcion (Romero-estévez et al. 2019).

A nivel nacional se ha planteado alternativas para disminuir el uso de fertilizantes quimicos
entre ellas el uso de biofertilizantes, y la utilizacion de hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA\) los cuales han demostrado que puede disminuir la translocacion de

metales pesados (MP) en diferentes estudios relacionados demostraron que no provoca

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




contaminacion ambiental y aumenta la actividad biologica en las plantas (Bhattacharyya et
al. 2020).

» Antecedentes.
El cacao es una planta que tiene alta capacidad para extraer, transportar y acumular Cd en

sus frutos, por lo cual la probabilidad de encontrar trazas de este metal en el grano aumenta
con el establecimiento de cultivos en suelos con disponibilidad de Cd. Por esta razon, la
busqueda de alternativas que mitiguen la toma de Cd por parte de la planta son necesarias
para evitar efectos negativos no solo en el mercado de los productos derivados del cultivo
sino también en la seguridad alimentaria descartando problemas nocivos en la dieta del
consumidor que afecten su salud (Adrian et al. 2019).

En los ultimos 15 afios, se han incrementado la actividad investigativa dirigida hacia la
identificacion y extraccion de HFMA. El empleo de HFMA representa una alternativa
econdémicamente rentable debido a que su uso puede reducir la aplicacion de fertilizantes que
ocasionan degradacion de las propiedades biolégicas, fisicas y quimicas del suelo. El uso de
HFMA ha tomado cada vez mas fuerza, ya que estos intervienen directamente sobre los ciclos
biogeoquimicos por medio de la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico y la

solubilizacion de fésforo inorganico (Grageda-Cabrera, 2017).

El uso de HFMA en suelos enriquecidos con metales como el Cd, es la base para desarrollar
estrategias de mitigacion que amortigiien el impacto de estos suelos en un agroecosistema,
ya que estos hongos pueden haber desarrollado tolerancia al metal y jugar un papel
importante en la fitoremediacion en sitios contaminados. De esta manera reduce la

acumulacion de Cd vy la fitotoxicidad en sus plantas hospedero (Zambrano et al. 2020).
 Importancia y actualidad del tema.

El uso de microrganismos como los HMA, brindan beneficios frente a diferentes tipos de
estrés que se generan en las plantas provocados por la salinidad y metales pesados. Mediante
mecanismos de fitoextraccion la planta absorbe los metales pesados, no obstante, los HMA
atrapan a estos elementos en sus estructuras permitiendo un mejor desarrollo de la especie
vegetal. Con estos antecedentes se planted en esta investigacion estudiar la absorcion del Cd

en plantas de Theobroma cacao L inoculadas con hongos micorricicos arbusculares.
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CAPITULOI

EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Problematizacion

Las principales fuentes de contaminacion por Cd, Ni y Pb dentro del Ecuador estan asociadas
con causas naturales como erupciones y rocas volcanicas, en este sentido la microbiota
benéfica presente en el habitat puede ser una alternativa para mitigar tales efectos nocivos en
estos cultivos, como es el caso de los (HFMA) microorganismos que brindan a las plantas
tolerancia a los factores bidticos y abidticos permitiendo tener un desarrollo (Zhang et al.
2018).

La gran demanda de fertilizantes quimicos ha provocado contaminaciones no solo del suelo
sino también del agua, esta propagacion ayuda al efecto invernadero de modo que, para
disminuir esta tendencia se deben usar diversas alternativas como son la utilizacion hongos
formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) los cuales han demostrado que puede
disminuir la translocacion de metales pesados (MP) en diferentes especies vegetales, lo que
significa que el uso de estos hongos podrian ser una herramienta biotecnol6gica para el
manejo de sistemas agricolas con contaminacion por metales pesados (Ochoa-Velasco et al.
2016).

1.1.2. Delimitacién del problema

La problemética del cadmio presente en los suelos cacaotero es cada vez mas abundante
debido al uso inadecuado de fertilizaciones quimicas, es por ello que la propuesta de utilizar
HFMA como un biofactor de fitorremediacion estimulante del crecimiento y enriquecedor
de nutrientes que brinda proteccién a las plantas contra enfermedades y resistencia contra
sequia, estrés por salinidad y toxicidad por metales pesados es una alternativa viable para
reducir estos altos niveles de contaminacion, y a su vez obtener productos inocuos que

cumplan con los rangos de aceptaciones para ser exportados a los distintos paises.
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1.1.3. Formulacion del problema

Las micorrizas arbusculares posibilitan el efecto fitoestabilizador necesario para disminuir

la concentracion de Cd en cultivo de cacao.

1.2.0BJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la absorcion de cadmio en plantulas de Theobroma cacao L (cacao) inoculadas con

micorrizas arbusculares.
1.2.2. Objetivos Especificos

e |dentificar el efecto de varias concentraciones de Cd durante el crecimiento de
plantulas de cacao inoculadas con micorrizas arbusculares.

e Analizar pardmetros fisicoquimicos y agronémicos durante la interaccion planta-
micorriza-suelo en plantulas de Theobroma cacao L (cacao).

e Interpretar los indicadores de bioacumulacion y traslocacion de Cd en plantulas de
Theobroma cacao L (cacao).

1.3 JUSTIFICACION

El cacao en Ecuador tiene importancia en el aporte econdmico, por ser un fruto apetecido a
nivel mundial por sus propiedades nutricionales y por ser un producto de calidad. Pero
mantener esa calidad tiene un precio y esta es la adicion de fertilizantes quimicos, que
provoca un robustecimiento del cacao, pero genera contaminacién ambiental, desgaste del

suelo con cambios de pH, disminucién de minerales, entre otros.

La FAO (2015) menciona que el uso de fertilizacion habria aumentado en 200,5 millones de
toneladas en el 2019 con un incremento de un 1,8 % por ciento anual y la demanda aumenta
cada vez maés. Por otro lado, el uso excesivo de fertilizantes ha llevado a la contaminacion
del suelo por la deposicion de nitrégeno y en otros casos dafio en los sistemas hidricos, por

lo que conduce a la degradaciéon de la tierra y la disminucion de su rendimiento.
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La FAO también ha implementado métodos para mantener o restablecer la salud del suelo.
Promueve la aplicacion de métodos de fertilizacion precisos asi, evitando hacer una

fertilizacion generalizada debido a que se generan desperdicios del nitrégeno.

A nivel nacional se ha planteado alternativas para disminuir el uso de fertilizantes quimicos
entre ellas el uso de biofertilizantes, y la utilizacion de hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) los cuales han demostrado que puede disminuir la translocacion de
metales pesados (MP) en diferentes estudios relacionados demostraron que no provoca
contaminacion ambiental y aumenta la actividad biologica en las plantas (Bhattacharyya et
al. 2020).

En los ultimos 15 afios, se han incrementado la actividad investigativa dirigida hacia la
identificacion y extraccion de HFMA. ElI empleo de HFMA representa una alternativa
econdmicamente rentable debido a que su uso puede reducir la aplicacién de fertilizantes que
ocasionan degradacién de las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas del suelo. El uso de
HFMA hatomado cada vez mas fuerza, ya que estos intervienen directamente sobre los ciclos
biogeoquimicos por medio de la fijacion biologica de nitrégeno atmosférico y la
solubilizacion de fésforo inorganico (Grageda-Cabrera, 2017).

El siguiente proyecto de investigacion abrird nuevos caminos para proximos estudios sobre
los beneficios del uso de HFMA y su relacion con su efecto fitoestabilizador para atenuar la

contaminacion por metales pesados en suelos agricolas.
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CAPITULO 1l

2.1. MARCO TEORICO

El cacao (Theobroma cacao, L.) fue el nombrado por Carl von Linne quien catalogd por
primera vez el arbol del cual proceden las semillas de cacao. Este cultivo es originario de la
zona tropical que comprenda la regién amazonica que encierra territorios de Ecuador, Perd,
Bolivia, Colombia y Brasil, se piensa que este cultivo fue comercializado y cultivado a lo
largo del territorio por los aborigenes del Imperio Inca. Otro suceso es que el cacao se haya
desarrollado de manera directa en los lugares actuales de cultivo y existe una tercera
ideologia, que pudieron ser los monos y las ardillas, quienes transportaron las semillas por
los diferentes territorios tropicales, debido a su agradable sabor que presenta el mucilago
del caca (Peralta 2019).

En nuestro pais en la actualidad se cultiva el cacao fino, de aroma y el CCN-51 o llamado
de Ramilla. Desde los afios 70, que se encajé el CCN-51, quien supera la produccion con
relacion a las demés variedades de cacao. ElI cacao CCN-51 es denominado un cacao
hibrido, del Trinitario (originario de Trinidad, una isla del Océano Atlantico) por Forastero
(nativo de la Amazonia ecuatoriana). También lo conocemos como cacao Don Homero en
honor a su creador, Homero Castro Zurita, nacido en Ambato en 1922. Quien en el afio de
1965 desarrollo el clon, al que denomino Coleccion Castro Naranjo (&rbol - planta) 51
(CCN-51), que en la actualidad es uno de los cacaos de mayor produccién en el pais y a
nivel mundial. Es un cacao que contiene grandes cantidades de manteca de cacao y muy
resistente a plagas y enfermedades (Chavez Cruz, G., Olaya Cum, R. L., & Maza lfiguez
2018).

Con lo que respecta al manejo agrondémico, se cree conveniente que CCN-51 en la etapa de
plantula evite la alta radiacion debido a las disminuciones en altura y que posiblemente lleve
a menores tasas de crecimiento. Este aspecto debe tenerse en cuenta al planificar nuevas
plantaciones en regiones con alta radiacion durante todo el afio. Sin embargo, la capacidad
de los mecanismos de fotoproteccion asociados al aumento del ciclo de xantofilas que

presenta CCN-51 le permite evitar dafios drasticos en el aparato fotosintético debido al
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exceso de radiacion recibido en los estadios juveniles. (Jaimez et al. 2018). Los escenarios
de riego y fertilizacion que se dan en las grandes plantaciones comerciales sin duda ofrecen
condiciones menos estresantes, evitando reducciones importantes en los potenciales
hidricos que llevan a cierres estométicos y consecuentemente menor tasas de acumulacion,
para los pequefios productores que en su mayoria carecen de servicios de riego, esta
caracteristica ofrece una gran ventaja frente a otros cultivares mas susceptibles (Argtello et
al. 2019).

2.1.1 Morfologia

El arbol de cacao tiene un crecimiento silvestre, en los bosques de América Central, en la
zona situada entre los 26 grados al norte y 26 grados al sur de Ecuador, los arboles cultivados
son mas pequefios los cuales facilitan su recoleccion y cultivo, no suele sobrepasar los dos
0 tres metros de altura. Se encuentran también como arbol cultivado en las zonas tropicales
del oeste de Africa y Asia su tamafio mediano normalmente alcanza una altura entre 6 a 8
metros de altura, pude alcanzar hasta los 20 metros cuando crece libremente boja sombre
intensa. Su corona es dense redondeada y con un didmetro de 7 a 9 metros. Su tronco es
recto y se puede desarrollar en formas muy variadas segun las condiciones ambientales. Con
excepcion del cacao Nacional de, Ecuador y del Amelonado de Africa, los que en ocasiones
alcanzan alturas hasta unos 12 metros. Cultivado con alta luminosidad el tamafio es mas

reducido que con exceso de sombra (Arévalo-gardini et al. 2017).

Segun Romero-estévez et al. (2019) mencién que los arboles de cacao se cultivan en
monocultivos a pleno sol o en sistemas agroforestales y en ambos sistemas el fertilizante y
el control de plagas el manejo puede ser convencional u organico. En monocultivos los
arboles de cacao se cultivan solos, mientras que, en los sistemas agroforestales, la palma, la
maderay los arboles frutales se cultivan en combinacién con arboles de cacao. Como el tipo
de cultivo tiene una fuerte influencia en las condiciones de crecimiento, también puede tener
un significativo efecto sobre la absorcion de Cd del suelo. Por ejemplo, suelo organico El
contenido de materia y la disponibilidad de nutrientes pueden diferir mucho entre manejo
convencional y organico. ElI manejo puede afectar no solo la disponibilidad de Cd del suelo
sino también el contenido total de Cd en el suelo, a través de insumos con la aplicacion de

fertilizantes minerales, estiércol de corral, residuos organicos
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A su vez Gramlich et al. (2016) evalu6 que la absorcion de cadmio por las plantas de cacao
(Theobroma cacao L.) han despertado la preocupacion del publico, ya que las altas
concentraciones de Cd se han encontrado en frijoles de arboles de cacao cultivados en suelos
con solo niveles intermedios de y también en productos finales de cacao. Después de que
estudios basados en el mercado encontraron productos de chocolate que contienen
concentraciones de Cd mas altas que la mayoria de los otros alimentos, con valores medios
superiores a 100 ug kg — 1, la Unién Europea (UE) decidio establecer regulaciones para
valores criticos de Cd en productos de cacao importado a la UE, que entrara en vigor en
2019

Sandoval et al. (2020) propone que la ausencia o presencia de otras plantas pueden afectar
la absorcion de Cd por los arboles de cacao, al afectar directamente la cantidad de Cd del
suelo disponible para la absorcion, asi como indirectamente al afectar la capacidad de los
arboles de cacao para acumular Cd, si comparamos la competencia por luz, agua y
nutrientes. Pocos estudios han investigado los efectos de los factores del suelo sobre la
absorcién de metales pesados por el cacao y también ninguno de ellos examind los efectos

de la gestion agricola sobre la disponibilidad de Cd para el cacao.
2.1.2 Taxonomia
The International Plant Name Index Index, (2021), describe a la especie Theobroma
cacao L., de la siguiente forma:
e Reino: Plantae
e Subreino: Tracheobionta
e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida
e Subclase: Dilleniidae
e Orden: Malvales
e Familia: Sterculiaceae

e Subfamilia: Byttnerioideae
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e Género: Theobroma

e [Especie: Theobroma cacao L.

2.1.3 Distribucion geografica del cacao
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Figura 1 Distribucion geogréafica del theobroma cacao L
Fuente (Index).

2.1.4 Cacao CNN-51

Las plantaciones de cacao Clonal CCN-51 se han convertido en uno de los cultivados méas
producidos en Ecuador, en la actualidad es el referente en otros paises por su elevada
productividad y resistencia a las enfermedades, también es uno de los recursos de genética
con mayores logros en el Ecuador, realizados por H. Castro en el afio 1960 por experimentos
de injertos ("ICS96" "IMC 67°), realizo su investigacion en su propia granja llamada
“Theobroma”, los primeros informes sobre el cacao Clonal CCN-51 fue en 1965. Ecuador
produce 1,0 t ha con esta planta puede incrementar la produccién a mas de 3,0 t ha, con
técnicas de produccidn intensiva, las investigaciones estan siendo lideradas por el Instituto
Nacional de Ciencias Agropecuarias (INIAP), donde se utiliza y capacita para la seleccion

eficiente de la planta, a partir del segundo afio empieza a cosechar con alto rendimiento. A
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medida que la planta de cacao va creciendo necesita ser sostenida mediante puntales o
zunchos Yy si esta se realiza mediante una integracion vertical su produccion mejorara, €s
una préactica cultural de cultivos de cacao en Brasil (Lichtemberg, Gasparotto, Maciel
Cordeiro, Vilela Rodrigues & Faria Lichtemberg, 2013).

Para mejorar la produccién es necesario que se realice procesos de tratamiento y
fertilizacion, las plantas de cacao necesitan una gran cantidad de nutrientes, la produccion
en Africa Occidental y Sudamérica ha disminuido por una inadecuada fertilizacion del suelo
Rojas y Sacristan, al aplicar la urea se debe tomar en cuenta el drenaje, suelo que permitan
el crecimiento de las raices de la mata, aireacion, rallos solares, retencion de nutrientes y
humedad, la tierra para este sembrio de cacao CCN-51 requiere mas potasio para su horma
desarrollo, aplicando abono foliar de manera intensiva mejora la produccion, la utilizacion
de fungicida en algunos caso no puede ser eficaz debido al momento de ser aplicado,
condiciones ambientales por lo que se recomienda una combinacion de algunos métodos
quimicos, culturales y biolégicos para lograr mejores resultados en el manejo de
enfermedades (Chavez Cruz, G., Olaya Cum, R. L., & Maza Ifiiguez 2018).

En Ecuador, la mayor produccion de CCN-51 se dan entre los meses de octubre a diciembre,
independientemente de la cantidad de agua suministrada a la plantacion, a su vez la
caracteristica del periodo de maduracion de la fruta durante la estacion seca influye en una
menor incidencia de enfermedades fungicas como la pudricion helada de la vaina o
infecciones de vainas por escoba de bruja, las condiciones ambientales en el periodo seco
aumentan el crecimiento de los frutos en el CCN-51. Los mecanismos fisiol6gicos que
inducen una alta floracion durante el periodo lluvioso tardio/seco temprano son
desconocidos y generalmente se ha informado que la mayor cantidad de flores ocurre
durante el periodo lluvioso. Ademas, una menor cantidad de lluvia conduce a una menor
cantidad de insectos polinizadores del cacao lo que influiria en una menor cantidad de frutos,

pero esto no es lo que sucede con el CCN 51.
2.1.4 Metales pesados

Los metales pesados son elementos de alta densidad (>5 g.cm-%), que pueden ser de baja o
alta toxicidad para las plantas dependiendo de su naturaleza. Del mismo modo, en

correspondencia con las concentraciones en las que se encuentren en el suelo algunos
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pueden cumplir alguna funcion bioldgica o pueden ser altamente toxicos para las plantas y
los animales. Cuando se encuentran en concentraciones que superan umbrales especificos
pueden causar mal funcionamiento enzimatico, estrés oxidativo, reemplazo de nutrientes
esenciales, entre otros efectos. Entre los elementos que no cumplen ninguna funcion
bioldgica y son particularmente toxicos se encuentran el cadmio (Cd) y el plomo (Pb)
(Gramlich et al. 2016).

En particular el Cd es un elemento no esencial y altamente toxico en la mayoria de los
organismos, con una toxicidad entre 2 a 20 veces mas alta que cualquier otro metal pesado
debido a su movilidad. Esta ubicado en el séptimo lugar en la lista de las 10 sustancias
prioritariamente peligrosas entregada por la Agencia Americana para sustancias toxicas y
registro de enfermedades (ATSDR) e incluido en la lista de prioridades de la EPA. Se
conoce que el Cd en el cuerpo humano afecta el funcionamiento de varias enzimas. Por
ejemplo, se cree que el dafio renal que resulta de la proteinuria es resultado del efecto del
Cd sobre las enzimas responsables de la reabsorcion de proteinas en los tubulos del rifién
(Am 2020).

Segln Arévalo-gardini et al. 2016 menciona que el efecto en cultivos no es menos
importante ya que debido a su similitud quimica con cationes esenciales, tales como Fe?",
Cu?*, Zn** , Mn?"y Ca?" puede utilizar sus mismas vias de entrada. Esto genera problemas
de deficiencias funcionales y metabdlicas, debido a que imita a este tipo de metales que son
esenciales para el desarrollo de funciones bioldgicas diversas. EI Cd puede incrementar la
permeabilidad de las membranas a los iones y al agua, suprimir la actividad mitética y la
division celular, inhibir el crecimiento, participar en procesos relacionados con la
desintegracion de la estructura del cloroplasto y la perturbacién de la composicion de la

pared celular, entre otros efectos.

También Huaraca-fernandez, Pérez-sosa, and Pampa-quispe en el 2020 proponen que los
metales pesados, en particular el Cd, son depositados en suelos y aguas, debido a procesos
pedogénicos y a la actividad antropogénica como producto de desechos agroindustriales, de
procesos como la galvanoplastia, manufactura de plasticos, mineria, pigmentos para

pinturas, aleaciones, baterias, diales para fotografia, fungicidas, compost y fertilizantes

fosfatados, entre otros.
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La materia organica es un componente reactivo importante en suelos capaces de retener
cationes metalicos, siendo la aplicacién de materia organica a suelos contaminados pueden
reducir la capacidad de extraccion y la biodisponibilidad de Cd, Zn y Pb. En estudios
realizados por Llatance en 2018 se muestra que la presencia de 5% y 10% de biochar
disminuye las concentraciones extraibles de Cd, Zn y Pb durante los siguientes 56 dias.
Segun Adrian et al. (2019) informaron que el estiércol de cerdo disminuye
significativamente las concentraciones de Cd y Zn en el girasol. Los residuos organicos
como estiércol de granja, estiércol de aves de corral, estiércol de cerdo, compost, biosolidos,
lodo de alcantarillado, desechos domésticos, paja y una amplia gama de enmiendas
organicas combinadas pueden utilizarse como enmiendas del suelo para reducir la
disponibilidad de Cd.

El pH es uno de los factores mas importantes, que controla la absorcién de cadmio, a medida
que el pH disminuye, aumenta la absorcién del Cd por las plantas teniendo una relacién
lineal indirecta. Al incrementar el pH en el suelo, el cadmio es removido y adsorbido por
los coloides del suelo, restringiendo su movilidad y biodisponibilidad. A su vez Liu et al.
(2018) sostuvo que las utilizacion de enmiendas organicas en altas dosis aumentan el pH
del suelo y el contenido de materia organica, y en consecuencia disminuyen la
biodisponibilidad de Cd del suelo.

Seguln la FAO en 2015 menciona que el Cd puede llegar a tener una vida media en el suelo
de 15 a 1100 afios y sus concentraciones estan influenciadas por el tipo de suelo y la
movilidad relativa en funcién de las caracteristicas fisicoquimicas del mismo, el climay la
topografia, ademas del total de suelos cultivables del mundo, el 33% se encuentran
degradados por algun tipo de contaminacion y de esa cantidad el 15% corresponde a

contaminacion quimica entre la que se destaca la contaminacion por Cd.

2.1.5 Hongos formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA)
Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares, son mutualistas obligados, que se
asocian con mas del 90% de las plantas; la caracteristica principal de esta asociacion es
facilitar la captacion de agua y nutrientes. Las plantas son una fuente de carbono para el
hongo, mientras los HFMA son los encargados de captar nutrientes de lenta movilidad,
principalmente fosforo, por medio de su red hifal (Bano and Ashfaq 2013).

12
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Estos HFMA son microorganismos del suelo que establecen una simbiosis mutualista con
la mayoria de las plantas, formando una unidn fisica entre el suelo y las raices de éstas.
Pertenecen al Phyllum y s6lo pueden germinar, pero no crecer, en ausencia de las raices de

las plantas

Los HFMA generan beneficios directos en las plantas en su crecimiento, aumento en el peso
seco y nutricion, ademas aumentan la tolerancia a metales pesados, patégenos, sequia, altas
temperaturas y alteraciones de pH, entre otros, adicionalmente sus estructuras mas
importantes de los HFMA involucradas en la tolerancia a MP, son los arbusculos, las
vesiculas y las hifas. Estos hongos producen una glicoproteina Ilamada glomalina y ha
mostrado su potencial al momento de establecer enlaces con moléculas de alta toxicidad,
aunque la cantidad que se produce solo puede inmovilizar < 1% del Cd total presente en la
solucion del suelo, sin embargo, podria constituir una barrera eficaz para acumular este

elemento (Chéavez Cruz, G., Olaya Cum, R. L., & Maza Ifiguez 2018).

Se han empleados varios métodos para mitigar la translocacién de Cd presente en la solucion
del suelo hacia la parte aérea de las plantas, sin embargo, estos métodos no son tan fécil en
la practica por tiempo y altos. Como una alternativa los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA), han sido evaluados en diferentes estudios con el fin de que las
plantas micorrizadas sean més tolerantes a altas concentraciones de este metal en el suelo

de las plantas que no estan micorrizadas.

Un rango de factores como son las propiedades inherentes del hongo, la capacidad de captar
el metal pesado por las plantas y la absorcion desde el suelo son caracteristicas que pueden

influenciar en la captacién del metal en el suelo por las plantas micorrizadas.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion del material bioldgico
Material vegetal
Se usaron plantulas injertadas de cacao nacional provenientes del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) ubicado en KM. 26 Via Duran -Tambo, parroquia

Virgen de Fatima, canton Yaguachi en la provincia del Guayas.

Obtencidn del preinéculo de HMA

El consorcio de HMA utilizado procede del banco de hongos micorricicos arbusculares que
posee el area de Biorremediacion Ambiental del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas
del Ecuador (CIBE-ESPOL), el mismo que esta conformado por seis géneros de HMA tales

como: Acaulospora, Ambispora, Diversispora, Entrophospora, Funeliformis y Glomus.

3.2 Disefio experimental
Se usé un disefio completamente aleatorio con interaccion para las plantas de Theobroma
cacao L, donde se establece cuatro niveles del factor Cd con seis réplicas en cada nivel
evaluado para las variables de respuestas con HMA: altura, nimero de hojas y biomasa,

cuantificacion de la absorcion de Cd.

DCA: y=p+o+e
e D: Disefio
e C: Completamente
e A: Aleatorizado
e v: Variable dependiente suelo raiz y hojas
e U Media
e §: Factor concentracion cadmio

e ¢: aleatoriedad del disefo
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Cuadro 1. Disefio completamente aleatorizado de planta de Theobroma cacao L. para la
adsorcion de Cd

Contaminante T1 T2 T3 T4
0 0 0 0
Cd mg/kg 2 2 2 2
4 4 4 4
6 6 6 6

T1 = Control T2 = Suelo T3= Raiz T4= Hojas

2.3 Condiciones del sistema
Las plantas fueron trasplantadas en un sustrato compuesto por tamo y arena en proporcion
1:1, el sustrato contenia una conductividad eléctrica de 0.561 dS m-1y pH 6.90. Establecidos
los ensayos las plantas fueron regadas con la solucion modificada de Steiner y agua durante
2 semanas, la misma contenia: 0, 2, 4, 6 ppm de nitrato de cadmio Cd (NO3)2, el sustrato se
mantuvo a capacidad de campo con tres aplicaciones a la semana de 70 ml de las soluciones
antes mencionadas.

3.3 Parametros a evaluar

3.3.1Alturay numero de hojas
La altura y nimero de hojas fueron medidos una vez por semana. En el caso de la altura se
utilizé una regla de 60 cm, midiendo desde el cuello de la planta hasta la yema terminal;
mientas que, el nimero de hojas se evalud segun la emision foliar semanal (Alam, M.,
Juraimi, A. S., Rafii, M. Y., & Abdul Hamid 2019).

3.3.2 Biomasa seca
Las plantas fueron secadas en una estufa marca redline durante 24 horas a 65 °C
posteriormente pesadas en una balanza analitica marca santorius; y etiquetadas en fundas
plasticas. Obtenido el peso seco constante se trituraron por separado la biomasa aérea y
radicular en una molino de cuchillas (Avellan Rivera, Barreto Dolin, and Peralta Tercero
2020).

3.3.3 Tincion de raices
Las raices se las plantulas fueron tomadas al final del experimento para evidenciar la

presencia 0 ausencia de hifas, vesiculas o arblsculos. Los pasos a seguir consistieron en
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seleccionar raices secundarias y ponerlas en un vaso de vidrio autoclavable sumergidas en
hidroxido de potasio al 10% por 10 minutos a 121 °C y a 15 Ib de presion. Luego se lavo el
hidréxido de potasio con agua de la llave, posteriormente adicionando 1% de &cido
clorhidrico y se dejé reposar por 3 minutos, después se retiro el acido clorhidrico para agregar
finalmente azul de tripano al 0.05% en lactoglicerol y autoclavar por 15 minutos. Una vez
autoclavadas las raices se realizd el montaje en portaobjetos y se observd al microscopio

usando el objetivo de 40x.

3.3.4 Porcentaje de micorrizacion
Realizado el protocolo de tincion y montaje de las raices en el portaobjeto se observaron los
campos de cada raiz para luego determinar el porcentaje de micorrizacion en cada especie de

Cucurbitacea estudiada, segun la formula propuesta por McGonigle (1990).
3.3.5 Determinacion de Cd

Se Peso aproximadamente de 0.25g de suelo, 0.5g de raices y 1 g de hojas en una balanza
marca Santorius las planta de Theobroma cacao L sobre los vasos de microondas milleston
connect, se agreg6 7 ml de Acido Nitrico (HNO3) 68 — 70% marca Sharlau y 3 ml de Peroxido
de Hidrogeno (H202) al 30% marca Merck, luego se colocaron las muestras en elmicroondas
a una rampa de calentamiento por 10 min hasta alcanzar 180°C y luego permanece constante
durante 15 min a 180°C, finalmente 15 minutos de enfriamiento, se procedié a llevar a matraz
de 25ml y aforar con agua HPLC y para finalizar se filtr6 las muestras con jeringas y
microfiltros de 22um antes de la lectura mediante la técnica de espectrofotometria de

absorcion atobmica por horno de grafito. En total se analizaron 96 muestras.

3.3.6. Equipos y materiales para analisis de cadmio

e Espectrofotometro de absorcion atdmica con llama (marca perkinelmer)
e Molino De Cuchilla (Retsch GM 200)

e Tamiz
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e Mufla

e Balanza analitica de precision 0,1 mg
o Papel filtro libre de ceniza

e Lampara de catodo hueco de Cadmio
e Lampara de carga

e Crisoles de 15ml

e Espétula

e Matraz aforado de 25ml

e Plato calentador

3.3.7 Reactivos
e Acetileno
e Acido Nitrico (HNO3) 65, d=1,40 g/ml, ppa
e Acido Clorhidrico
e Solucion Estandar de Cadmio de 1000 mg/L
e Aguaclase HPLC

3.3.8 Instrumentacion
Para la digestion acida se us6 un horno digestor microondas marca Milleston connect modelo
ethos up, se trabajo con 15 vasos digestores y un método de trampa de temperatura que se
muestra en la cuadro 2.

Cuadro 1 Rampa de temperatura para digestion microondas

RAMPA
ESTADO TIEMPO POTENCIA (W) | TEMPERATURA
°C
1 00:10:00 1800 180
2 00:15:00 1800 180
3 ENFRIAMIENTO: 15 MIN
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Las lecturas de las muestras se las realizo en el equipo de absorcion atomica marca
perkinelmer modelo AAnalyst 400 acoplado a un horno de grafito modelo 900 de la misma
marca, las condiciones de andlisis se visualizan en el cuadro 3-4, adicionalmente se realizé
diluciones de las muestras de ser necesario, también se analizo un material de referencia
certificado marca LGC de valor conocido como medida de aseguramiento de calidad.

Cuadro 2 Condiciones instrumental para la determinacién de cadmio

Longitud de Onda 228.80 nm
0.25 ug/L

0.50 ug/L

1.0 ug/L

Curva 2.0 ug/L

5.0 ug/L

Combustible Argon
Modificador de Matriz 0.015 mg Pd + 0.01 mg Mg (NO3)2

Corrector de Fondo Encendido

Adicionalmente se establecid para los siguientes 3 niveles de trabajo, deteccién y
cuantificacién para la determinacion de cadmio en teobroma cacao L.:
Intervalo de Trabajo 0.1- 1.0 mg/kg
Limite de Deteccion: 0.006 mg/kg
Limite de Cuantificacion: 0.1 mg/kg
Cuadro 3 Rampa de temperatura del programa de HGA

Temp °C Ramp Time Hold Time Internal Flow Gas Type
110 1 30 250 Normal
130 15 20 250 Normal
850 10 20 250 Normal
1650 0 5 0 Normal
2600 1 5 250 Normal
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3.3.8 Determinacion de factores de bioconcentracion y de translocacion

El factor de bioconcentracion (FBC) es estimado por la concentracién del elemento
absorbido en la planta sobre la concentracion presente en el suelo, mientras que el factor de
translocacion (FT) se estima a partir de la concentracion del elemento absorbido en la
biomasa aérea dividido para la concentracion del elemento obtenido en la biomasa radicular,
las caracteristicas de los factores se manifiesta si existen elevada translocacion de metales
desde la raiz hacia sus hojas y tallos, por lo que la acumulacidn es eficiente. Mientras que en
la raiz no se acumula metales o si lo hace es en bajas cantidades. La planta es considerada
como acumuladora. Nula o baja la translocacion de metales desde la raiz hacia sus hojas y
tallos, por lo que la acumulacion es deficiente. Mientras que en la raiz inmoviliza o secuestra

el metal. La planta es exclusora. (Ali, Khan, and Sajad 2013).

{elemento total de planta}

FBC =
{elemento en el suelo}

{felemento en parte aérea}

FT =
{elemento en parte radicular}
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Identificar el efecto de varias concentraciones de Cd durante el crecimiento de plantulas

de cacao inoculadas con micorrizas arbusculares.

ABSORCION TOTAL DE CD

B SUELO mg/Kg RAIZ mg/Kg M HOJAS mg/Kg

D
C D
Ja
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. '
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Tratamiento de Cd en cacao

~ o1 o
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Acumulacion de Cd mg/Kg
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o
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Figura 2 Absorcion de varias concentraciones de cadmio luego de 60 dias de experimentacion con plantulas
de Theobroma cacao L inoculadas con HMA

Los resultados de las plantulas de Theobroma caca L luego de la inoculacion de HMA
demuestran que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, pero a su vez se
evidencia que la mayor acumulacion de cadmio se obtuvo en el suelo 4.81ppm al ser
inoculados con 6ppm de cadmio como se muestra en la Figura 1, a diferencias de las hojas
con un promedio de 3.05ppm de cadmio, estos resultados se relacionan con el crecimiento
exponencial de las plantulas de Theobroma cacao L que se detallan en el Figura 3-4, las
raices se relacionan con el compartimento del suelo como menciona Manousaki and
Kalogerakis (2009), a mayor concentracion de salinidad los metales como el cadmio ingresan
facilmente a la planta, ademas se registrd una altura maxima de 9.5cm al crecer en
concentraciones de 6 mg/Kg, en comparacion a nivel mas bajo de cadmio 2ppm, ademas se
evidencia que las hojas tiene un porcentaje de acumulacion de cadmio de 45% a diferencia
del suelo y las raices 100% Yy 62.25% de acumulacion de cadmio, teniendo relacion con los
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datos expresados por Li et al. (2016), evaluaron dos especies de micorrizas (Rhizophagus
intraradices y Funneleformis mosseae) bajo diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.005,
0.01, 0.025, 0.05 y 0.1 mM) por tres dias en un sistema de cultivo hidropénico con plantas
de arroz (Oriza sativa L.), y observaron que los hongos micorricicos disminuyeron
significativamente las concentraciones de cadmio en las hojas y raices de las plantas, siendo
el tratamiento inoculado con F. mosseae quien realizd una notable disminucion del metal a
una concentracion de 0.025 mM en comparacion a R. intraradices. (Burleigh, Kristensen, and
Bechmann 2003), detallaron que los HMA pueden actuar como amortiguadores de metales
aumentando el suministro del metal en concentraciones bajas pero disminuyéndolo cuando
estd en concentraciones toxicas para la planta, segin Huang et al. (2017), realizado estudios
en Phragmites australis inoculado con R. irregularis bajo diferentes concentraciones de
cadmio, se observo que hubo una fuerte correlacion entre el cadmio y el fosforo al mejorar
la absorcién de fosforo en las hojas y proporcionando una mayor proteccion a las plantas. A
su vez los resultados obtenidos por Enrique and Montoya (2013), quienes midieron la altura
alas 12 semanas en el cultivo de café y no encontré diferencias significativas, demuestra que
hasta aproximadamente los 90 dias las micorrizas no tienen un efecto positivo en la altura de

las plantas.

ALTURA DE PLANTAS
12
10
%‘ 8
s 6
2
2
0
0 2 4 6

Concentracion de Cd (mg/Kg)

Figura 3 Crecimiento de plantulas de Theobroma cacao L luego de 60 dias de experimentacion
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Figura 4 Numero de total de hojas luego de los 60 dias de experimentacion en plantulas de theobroma cacao
L.

Analizar parédmetros fisicoquimicos y agronémicos durante la interaccion planta-

micorriza-suelo en plantulas de Theobroma cacao L (cacao).

_ m % MIC Cd
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= 36
S 40 i 30 i
3 | :
'% 11
= 20 i
[
=
= 0
0 mgrkg 2 mgrkg 4 mgrkg 6 mgrkg

Figura 5 Infeccion micorricica de plantulas de Theobroma cacao L con diferentes concentraciones de

cadmio
Tratamientos de Cd colonizados
= ‘ ‘ X l{” y .'/}\
\ \ .
i
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Figura 6 Estructuras infectadas de las HMA a los 52 dias de a los 52 dias de experimentacion con lente 40x
en plantulas de Theobroma cacao L
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Luego de los 60 dias de experimentacion se obtuvo un porcentaje del 36 % al nivel de 6
mg/kg, a diferencias de Adrian et al. (2019) estudio la adicion de diferentes dosis de Cd (0,
6, 12, 18 y 24 mg/kg) obteniendo valores de micorrizacion de 59.3% luego de 120 dias
después del trasplante, estos datos se relacionan con la teoria de Ortiz-Cano et al. (2009),
mencionando que los porcentajes de colonizacion aumentaban a medida que pasaba el
tiempo, igualmente Scharnagl, Sanchez, and Wettberg (2018) realizo estudios en Galactia
smallii observado un incremento en la micorrizacion y esporulacion de consorcios de HMA
a medida que aumenta el contaminante. (Beltrdn-nambo and Trujillo 2013) mencionan que
los porcentajes fueron aumentando a lo largo del experimento, presentandose una
colonizacién del 100% a los 52 dias y mostraron que la colonizacién micorricica fue mas

rapida en las plantas en que se aplica ron concentraciones mayores de cromo.

BIOMASAAERAY RADICULAR

16
14 D
g 12
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S 8 B g c C
£6 T I I
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S 4 =
B
o e ___| ___| L
0 2 4 6

Concentracion de Cd (mg/Kg)

EBIOMASA AERA BIOMASA RADICULAR

Figura 7 Acumulacién de Biomasa (aérea y radicular) en plantulas de Theobroma cacao L luego de 60 dias
de experimentacion

La acumulacién de Cd en la biomasa radicular fue mayor a niveles de 6 mg/kg a diferencia
de la biomasa aérea, mostraron un patron similar a los datos descrito en la absorcion de
cadmio en la figura 1. Ademas, se encontraron diferencia estadistica significativas entre los
tratamientos en comparacion al control luego de aplicar el test de Tukey (p<0.05), resultados
similares se localizaron en plantas de Lonicera japonica inoculadas con G. versiforme y R.
intraradices bajo diferentes niveles de Cd (0, 10 y 20 mg/kg) indicaron que la biomasa de las
plantas (hojas y raiz) fue mas alta en los tratamientos inoculados con los HMA en

comparacion al testigo independientemente de la dosis evaluada (Jiang et al. 2016), también
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Enriqgue and Montoya (2013) utilizaron dosis de 150 g Mycoral® obteniendo mejor
porcentaje de materia seca en la raiz, pero la dosis de 75 g Mycoral® obtuvo mejor porcentaje
de materia seca en tallo con hojas luego de 12 semanas de experimentacion, (Beltrdn-nambo
and Trujillo 2013) sugiere que el efecto protector de los HMA ante la presencia de Cr fue
notable en 1000 y 3000 mg/Kg, pero no asi en 6000 mg/Kg, ya que en esta condicion no hubo
diferencia significativa entre las plantas inoculadas con HMA y las no inoculadas, la gran
mayoria de los metales pesados son también almacenados en las estructuras micorrizicas
presentes en las raices de las plantas y en las esporas (Gaur y Aldohle- ya, 2004). Estos
pueden ser secuestrados en las vacuolas o ser quelados por medio de agentes quelantes
secretados (glomalina) que se unen a los metales en el suelo. Los HMA también impiden la
entrada de los metales pesados a través de la union de éstos a los componentes de la pared y
la membrana plasmaética, que funciona como una barrera viva y selectiva en plantas y hongos
(Gohre y Paszkowski, 2008). Wright et al. (1998) y Gonzélez-Chavez et al. (2004)
demostraron que la glicoproteina glomalina (extraida de hifas de HMA de suelos
contaminados) secuestra metales como Cu, Cdy Zn, lo que reafirma que los HMA estabilizan
a los metales del suelo y reducen su disponibilidad, disminuyendo el riesgo de toxicidad para

otros microorganismos y plantas vecinas.

Figura 8 Plantas de theobroma cacao L luego de 60 dias de experimentacion
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Interpretar los indicadores de bioacumulacién y traslocacion de Cd en plantulas de

Theobroma cacao L (cacao).

Cuadro 4 Acumulacién de cadmio en plantulas de Theobroma cacao L; Letras distintas en la misma hilera
indican diferencias estadisticas significativas segln test de Tukey (p<0,05) + desviacion estandar; FBC=
Factor de bioacumulacion; FT=Factor de traslocacion.

CADMIO EN LOS DISTINTOS
ORGANOS DE PLANTULAS DE FACTORES
TRATAMIENTOS THEOBROMA CACAO L.
(mg/Kg)

SUELO RAIZ HOJAS

mg/Kg mg/Kg mg/Kg FBC FT
0 0.69£5.83 | 0.26£6.16 | 5413764 0.73+536~ | 0.96+ 8514
2 1.4849.07 B 112 ;-’ 6.54 0.93+4.408 1.39+78 0.83+9.07 AB
4 411+151°¢ 2.45 % 7.76 1.73+4.60°¢ | 1.02+5.17¢ | 0.71+9.15¢
6 4'79§2'08 4.24 * 1941 30042120 | 1.5142.82° | 07142070

Segun Preet et al. (2017) las especies de plantas con FBC > 1y FT <1 tienen el potencial de
acumular altas concentraciones del metal en sus raices y pueden ser utilizadas para fines de
fitoestabilizacion, en el caso de nuestro estudio se obtuvo promedios de FBC 1.51 y de FT
0.71 demostrando que las plantulas de Theobroma cacao L se comportan como una especie
fitoestabilizadora en concentraciones entre 2 y 6mg/kg, al igual que Daniel and Pfufio (2022),
mostraron resultados similares de FBC y FT en los tratamientos (sin incluir al control) de
1.69 y 0.62 cuando fueron inoculados con dosis de 10 y 25 mg/kg de cadmio usando girasol
(Helianthus annuus L. var. Sunbright), el control mostro un valor de FT de 0.96 al siendo
cercano a 1, el cual demostraria que escasas concentraciones de cadmio ayuda a la
translocacion hacia las zonas areas de las plantulas de cacao, en el estudio de Huaraca-
fernandez, Pérez-sosa, and Pampa-quispe (2020) demuestran que el Cd es facilmente
transferible en este patron FT debido a que se hallaron valores superiores a 1 tanto en el tallo
como en las hojas, sin embargo, los tratamiento inoculados con R. intraradices y HMA-
nativos presentaron valores menores a 1 a la concentracion de 24 mg/kg en las hojas, siendo

un indicativo que la mayor concentracion del metal queda en el tallo de la planta, en esta
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etapa fenoldgica de la planta. A su vez estudios realizados por Nufiez Moreno (2022) en
plantas de Tradescantia pallida presentd un FBC de Pb en la parte aérea de 0,5 con FT de
0,53, los cuales son menores a 1, lo que da como resultado que la planta utilizé una técnica
de fitoestabilizacion para inmovilizar Pb en la raiz, también en plantas Tradescantia pallida
presentd un FBC de Cd en la raiz de 22,1 con FT de 0,2 mlos cuales son mayores a 1y
menores a 1, respectivamente; lo que da como resultado que la planta utiliz6 una técnica de
fitoestabilizacion para inmovilizar Cd en la raiz de la misma manera en plantas Lolium
perenne presentd un FBC de Pb en raiz de 4 con FT de 0,5; los cuales son mayores a 1y
menores a 1, respectivamente; lo que da como resultado que la planta utiliz6 una técnica de
fitoestabilizacion para inmovilizar Pb en la raiz. La planta Lolium perenne presenté un FBC
de Cd en la parte aérea de 8,56 con FT de 1,8, los cuales son mayores a 1, lo que da como
resultado que la planta utilizé una técnica de fitoextraccion para absorber Cd en sus hojas y
diferencias de estudios realizados en plantas de maiz sembrada en el suelo de Muqui present6
un FBC de Cd en la parte aérea de 0,05 con FT de 0,07, los cuales son menores a 1, lo que
da como resultado que la planta utilizé una técnica de fitoestabilizacion para inmovilizar Cd
en la raiz, estos resultados demuestras que la presencia de HMA en diferentes tipos material

vegetal actian convenientemente sobre el estudio de fitoestabilizacion y biorremediacion en

suelos contaminados por metales pesados.
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CAPITULO V
5.1. CONCLUSIONES

e Se identifico que luego de aplicar distintas concentraciones de cadmio en plantulas
de teobroma cacao L este causo un efecto de acumular cantidades progresivas de Cd
en los 6rganos al aumentar la contaminacion de Cd en el suelo, sin mostrar efectos
negativos en la produccion de biomasa y altura de planta.

e Con lo que respecta a pardmetros agrondmicos y fisicoquimicos se evidencio que las
plantas de teobroma cacao L acumulan Cd en mayor cantidad en su biomasa
radicular mostrando asi su efecto fitoestabilizador que brinda la inoculacion de
HMA

e Los indicadores de FBC 1.51 y de FT 0.71 demostrando que las plantulas de
Theobroma cacao L se comportan como una especie fitoestabilizadora en
concentraciones entre 2 y 6mg/kg

5.2. RECOMENDACIONES

e Realizar ensayos de expresion génica en plantas de Teobroma cacao L micorrizadas
a altas concentraciones de cadmio

e ldentificar los mecanismos moleculares de Teobroma cacao L para identificar los
niveles de tolerancia de cadmio
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ANEXOS

ANEXOS DE FIGURAS

CONSORCIO DE ESPORAS HMA

—
u"a' st r"“hr

Entrophospora sp. Funneliformis sp. Glomus sp.

Figura 10 Consorcios de micorrizas utilizados en el estudio

‘ﬂn “

Figura 9 Plantulas de theobroma cacao L. antes y durante la
experimentacion.
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Figura 11 Curva de calibracion para la determinacion de cadmio en theobroma cacao L.

Datos estadisticos de pardmetros agronémicos.
Anélisis de la varianza
BIOMASA AERA

Variable N R2 R? Aj CV
BIOMASA AERA 24 0.99 0.99 4.51

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valorModelo
309.54 3 103.18 894.44 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 309.54 3 103.18 894.44 <0.0001
Error 2.31 20 0.12
Total 311.84 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.54885
Error: 0.1154 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 3.23 6 0.14 A

4 6.52 6 0.14 B

2 7.21 6 0.14 C

6 13.19 6 0.14 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

BIOMASA RADICULAR

Variable N R? R? Aj CV
BIOMASA RADICULAR 24 0.99 0.99 1.96
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 36.39 3 12.13 887.61 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 36.39 3 12.13 887.61 <0.0001
Error 0.27 20 0.01
Total 36.66 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.18890
Error: 0.0137 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 3.90 6 0.05 A

2 6.14 6 0.05 B

4 6.90 6 0.05 C
6 6.91 6 0.05 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

NUMERO DE HOJAS

Variable N R? R? Aj CV
NUMERO DE HOJAS 24 0.85 0.83 12.64

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 54.33 3 18.11 37.47 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 54.33 3 18.11 37.47 <0.0001
Error 9.67 20 0.48
Total 64.00 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.12346
Error: 0.4833 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 3.33 6 0.28 A

2 5.17 6 0.28 B

4 6.00 6 0.28 B

6 7.50 6 0.28 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

ALTURA

Variable N R2 R? Aj CV
ALTURA 24 0.93 0.92 11.73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 155.89 3 51.96 89.04 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 155.89 3 51.96 89.04 <0.0001
Error 11.67 20 0.58
Total 167.57 23
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.23448
Error: 0.5836 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 2.58 6 0.31 A

2 6.22 6 0.31 B

4 7.75 6 0.31 €

6 9.50 6 0.31 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Datos estadisticos determinacion de cadmio

Analisis de la varianza

SUELO mg/Kg

Variable N R? R? Aj CV
SUELO mg/Kg 24 1.00 1.00 3.32

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 71.29 3 23.76 2809.05 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 71.29 3 23.76 2809.05 <0.0001
Error 0.17 20 0.01
Total 71.46 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.14863
Error: 0.0085 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 0.69 6 0.04 A

2 1.48 6 0.04 B

4 4.11 6 0.04 C

6 4.79 6 0.04 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

RAIZ mg/Kg

Variable N R? R? Aj CV
RAIZ mg/Kg 24 1.00 0.99 5.52

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 54.16 3 18.05 1459.63 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 54.16 3 18.05 1459.63 <0.0001
Error 0.25 20 0.01
Total 54.41 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.17973
Error: 0.0124 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 0.26 6 0.05 A

2 1.12 6 0.05 B

4 2.45 6 0.05 C
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6 4.24 6 0.05 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

HOJAS mg/Kg

Variable N R? R? Aj CV
HOJAS mg/Kg 24 1.00 1.00 3.78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valorModelo
25.53 3 8.51 2728.40 <0.0001
CONCENTRACION mg/Kg 25.53 3 8.51 2728.40 <0.0001Error
0.06 20 3.1E-03
Total 25.59 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.09025
Error: 0.0031 gl: 20

CONCENTRACION mg/Kg Medias n E.E.

0 0.24 6 0.02 A

2 0.93 6 0.02 B

4 1.73 6 0.02 C

6 3.02 6 0.02 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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