ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA

EVALUACION DE UN CONSORCIO DE HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES (HMA) EN LA ABSORCION DE SODIO Y PLOMO EN
CUCURBITACEAS BAJO CONDICIONES CONTROLADAS.

Trabajo de Titulaciéon Previo a la Obtencion del Titulo de Magister de
Investigacion en Biotecnologia Agricola

Presentada por:

Jaime Alberto Naranjo Moran

Guayaquil — Ecuador

2018



AGRADECIMIENTO

A mis padres por ser mi motivacion
constante, a mi director de tesis Ph. D.
Milton Barcos Arias por su apoyo,
orientaciéon y paciencia brindada durante el
desarrollo de este trabajo, también al Ms.C.
José Flores, a la Ph. D. Paola Calle y al Ph. D.
Efrén Santos por sus contribuciones al

trabajo realizado.

De manera especial a mis compafieros del
Area de Biorremediacion Javier Oviedo,
Andy Mora, Alex Albifio, Anita Segura, Emy

Moina.

A Omar Alvarado por su apoyo en la

realizacion de este trabajo.

A'la Ph. D. Daynet Sosa directora del Centro
de Investigaciones Biotecnoldgicas —del
Ecuador (CIBE) por permitirme realizar este

proyecto en el Area de Biorremediacion.



DEDICATORIA

A mis padres, la Sra. Leonor Moran
y el St.]José Naranjo por su apoyo

y amor incondicional.

A mis hermanos, Mariuxi y José
por el apoyo total en mi

crecimiento profesional.

A mis abuelitos Rebeca y Segundo,
a toda mi familia por su apoyo

absoluto.



TRIBUNAL DE GRADUACION

Ramon Espinel Martinez, Ph. D. Milton Batrcos Atias, Ph. D.
DECANO DE LA FCV DIRECTOR DE TESIS
O DELEGADO
Ms. C. José Flores Cedeno Efrén Santos Ordofiez, Ph. D.

CO-DIRECTOR DE TESIS VOCAL



DECLARACION EXPRESA

“La responsabilidad del contenido de este trabajo de titulacion, me
corresponde exclusivamente; y el patrimonio intelectual de la misma a

la Escuela Superior Politécnica del Litoral”.

(Reglamento de Graduacion de la ESPOL).

Jaime Alberto Naranjo Moran



GLOSARIO

Arbusculos: Son estructuras en forma de arbol producidas por endomicorrizas
las mismas que pueden vivir por tan solo siete dfas dentro de la célula vegetal.

Biorremediacion: Uso de organismos vivos para neutralizar o eliminar

contaminantes de nichos contaminados.

Fitoextraccion: También llamado “fitoacumulacién”, definido como la
absorcion de metales nocivos en raices acumulados en tallos y hojas.

Metal pesado: Elemento quimico con propiedades metélicas con densidad

cinco veces mayor a la del agua.

Micorrizas: Son hongos que actian en simbiosis con las plantas en la zona
radicular y se encuentran en la mayoria de las plantas vasculares.

Tolerancia: Capacidad positiva que tienen los cultivos para enfrentar niveles

altos de agentes contaminantes.

Toxicidad: Cantidad especifica de una sustancia que bajo ciertas condiciones

causa efectos perjudiciales a los seres vivos.

Vesicula: Estructura que almacena nutrientes generadas por endomicortizas

arbusculares.
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RESUMEN

La salinidad y los metales pesados son factores abiéticos que afectan de forma directa a
la fisiologfa de las plantas y por ende a su produccion. Bajo este contexto, se evalué el
efecto de un consorcio de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en la fitoextraccion
de Na y Pb en Cucurbitaceas (Cucumis melo, Citrnllus lanatus, Cucurbita moschata'y Cucnrbita
ecuadoriensis) bajo condiciones controladas. Para el estudio se utilizé un sistema semi-
hidropénico (tamo: arena) en concentraciéon 1:1 con solucién nutritiva modificada de
Steiner, durante siete semanas después del transplante. El Na fue evaluado en cinco
concentraciones (2, 4, 8, 12y 16 dS m-!) y Pb en concentraciones de 0, 125, 250, 500
y 1000 ppm. Ademas, se determind si estos elementos afectan o benefician la simbiosis
entre Cucurbitdceas y los HMA. Para el estudio se realizaron experimentos aleatorios y
luego analizados en software Imagen | e Infostat para inferir las variables agronémicas.
Los resultados manifestaron un efecto negativo sobre las concentraciones de Na y Pb
en todos los ensayos, siendo sandfa (C. lanatus) y melon (C. melo) las mas afectadas,
mientras alamama (C. ecuadoriensis) y zapallo (C. moschata) se mostraron mas tolerantes;
sin embargo, mayor tolerancia al Na y Pb se dio usando HMA en melén y alamama.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La salinidad causa problemas en la produccion agricola y como consecuencia
pérdidas para los productores locales, en Ecuador los suelos con problemas de
salinidad se encuentran sobre todo en las provincias costeras. Lugares donde se
producen una gama de cultivos comerciales viéndose estos afectados por el
sodio (Na), elemento que ingresa facilmente a la planta causando toxicidad,
ademas los metales pesados también son una problematica en el sector agricola,
debido a que producen desequilibrios en la nutricién y bajos rendimientos en los
cultivos, muchos de ellos provenientes de agroquimicos y fertilizantes.

Los suelos se hacen salinos debido al uso indiscriminado de fertilizantes y la
explotacién intensiva del suelo cultivado produciendo desagregaciéon de las
particulas por ejemplo en la zona de la peninsula Santa Elena los problemas
ocurren debido a la génesis del suelo y al alto contenido de sales presentes en el
agua de riego (Proano et al., 2011). Mientras que estas zonas productivas también
se encuentran influenciadas por la contaminacién generada por los insumos
agricolas y actividad antropogénica, un claro ejemplo es la preocupacién por la
elevada concentraciéon de cadmio en la nuez de cacao.

Una de las alternativas de mitigacion para las elevadas concentraciones de Na y
Pb presente en el suelo es el uso de hongos micorricicos arbusculares (HMA),
tal como se ha demostrado en plantas micorrizadas de Cwenrbita pepo que han
logrado crecer en sustratos con conductividad de hasta 6 dS m™ (Harris-Valle et
al., 2017) y Lactuca sativa inoculada con HMA logra tolerar hasta 4.19 dS m™ en
ambos casos aliviando el estrés salino y aumentando la capacidad de adquirir N,
Ca y K (Vicente-Sanchez et al., 2014; Wazny et al., 2018).

El uso de micoorganismos 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 Na
y Pb en plantas de Cucurbiticeas inoculadas con hongos micorricicos
arbusculares.



1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Enla zona costera de Santa Elena y el resto del pais se produce una gran cantidad
de Cucurbiticeas comerciales un ejemplo claro es el cultivo de melon (Cucumis
melo) vy sandia (Citrullus lanatus), ademas crece también la especie endémica
conocida como alamama (Cwucurbita ecnadoriensis) estos cultivos sufren un
deterioro, por la salinidad de los suelos y de otros elementos quimicos
provocadas por el exceso de agroquimicos, fertilizantes y mala tecnificacion
agricola (Casares et al., 2015).

En la produccién de hortalizas como melén y sandia se aplican frecuentemente
fertilizantes completos y simples que tienen valores detectables de Pb de hasta
21,5 ppm, y otros elementos con el Cd siendo las concentraciones de estos
elementos altos en fertilizantes provenientes de fuentes fosfatadas (Martf et al.,
2002). Los metales pesados al igual que el sodio producen efectos no deseados
en los cultivos horticolas. 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 HMA microorganismos que brindan a las plantas
tolerancia a los factores bidticos y abidticos permitiendo tener un desarrollo
normal (Hashem et al., 2016; Zhang et al., 2018). Es importante mencionar que
existe diversidad y abundancia de HMA en los suelos rizosféricos del pais
(Camenzid et al., 2016; Moina-Quimi et al., 2018). Ademas, cabe mencionar que
las Cucurbitaceas son micorrizadas con facilidad, aunque existe pocos estudios
de la interaccion entre HMA y esta familia de plantas.

1.2 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar un consorcio de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en la
absorcién de Na y Pb sobre Cucurbitaceas bajo condiciones controladas.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el nivel de tolerancia en el desarrollo de Cucurbiticeas a
diferentes concentraciones de Na y Pb bajo condiciones controladas.

e Cuantificar la absorcion Na y Pb en plantas de Cucurbitdceas crecidas en
sustrato contaminados e inoculadas con hongos micorricicos arbusculares
bajo condiciones controladas.



1.4 MARCO TEORICO

Estrés abiotico producido por el sodio (Na) y plomo (Pb) en
Cucurbitaceas

El estrés abidtico en plantas causado por Na en Ecuador se presenta en la zona
costera debido a su génesis, mientras que para el Pb esta se ve influenciada por
la actividad antropogénica y por trazas quimicas provenientes de fertilizantes y
agroquimicos o efluentes con altos contenidos de este metal, tal como se observa
en los fertilizantes fosfatados en la tabla 1 (Gonzalez et al., 2016). La escasez de
agua incrementa los niveles de salinidad presente en el suelo, una propuesta para
paliar estos efectos negativos es el uso de biofertilizantes a base de HMA dado
que la simbiosis generada entre plantas y estos microorganismos, mejora
notablemente el establecimiento, el vigor, la productividad y la supervivencia de
las plantas bajo estrés (Harris-Valle et al., 2017). En la actualidad existen gran
interés por la caracterizacion de especies nativas de HMA ya que estas son
consideradas mas eficientes que hongos no autéctonos (Bothe et al., 2010). Los
HMA brindan respuestas a la salud de suelos cultivados, razén por la cual, son
un factor esencial en el analisis macroecologicos futuros de los cultivos de
importancia comercial (Menzel et al., 2016). En suelos con altos contenidos de
Na y Pb se reduce la capacidad agricola, pero el uso HMA podria ayudar ante
esta problematica (Harris-Valle et al., 2017). Los HMA son una herramienta
biotecnoldgica que podrian fitoestabilizar el contaminante y permitir que las
plantas toleren altos niveles de Na y Pb. La aplicacion de HMA nativos
inoculados en plantas de maiz (Zea mays) han demostrado ser eficaces en la
homeostasis y se correlacionan con la expresion de genes (ZmAKT2, ZmSOS1
y ZmSKOR) (Estrada et al., 2013; Yang et al., 2015; Yang et al., 2016; Wang et
al., 2018).

Tabla 1. Contenido de Pb en los fertilizantes.

Fertilizantes Pb ppm
Intervalo de confianza: 95%
Fosfatado 10,974 + 1,335
Nitrogenado 4,656 £ 2218
Fertirriego no contienen
General 9,551 + 1,505
Intervalo de confianza: 99%
Fosfatado 10,974 + 1,932
Nitrogenado 4,656 + 3,458
Fertirriego no contienen
General 9,551 £ 1,267

Fuente: (Marti et al., 2002)



1.4.1 Na en las plantas

El Na es absorbido por las raices y tallos de las plantas para ciertas funciones
vitales, como no es un nutriente esencial este se acumula en las hojas, en niveles
toxicos y produce quemazon en el borde de la lamina foliar, los sintomas se
pueden observar en respuesta a las condiciones calidas y secas, iniciando en las
hojas mas viejas, este elemento afecta de forma directa al crecimiento y causa
desequilibrios nutricionales con el calcio, potasio y magnesio, ademas logra
degradar la condicién fisica del suelo (Grattan et al., 2006), el Na produce
ademas una disminucién de la biomasa en el cultivo de pepino (Cucunzis sativus)
y haba (Vica faba) causando grandes pérdidas de producciéon (Hanson et
al.,1999; Hussein et al., 2017); sin embargo, existen plantas como la albahaca
(Ocimum basilicum 1..) que pueden resistir altas concentraciones de sales al ser
inoculadas con los HMA (Elhindi et al., 2017).

El Na representa el elemento que mas causa toxicidad en las plantas porque
compite con K por lugares de unién dentro de la membrana plasmatica,
anatomicamente afecta los tejidos causando quemazon a nivel del borde de la
hoja. La supresion de la acumulacion de Na aumentarfa las actividades
fisiolégicas y metabodlicas relacionadas con la fotosintesis, respiracion,
regulaciéon osmotica y la defensa antioxidante (Yang et al., 2014). Es indudable
que las plantas pueden sufrir el efecto combinado del estrés por acumulacion
Na y otros elementos.

1.4.2 Pb en las plantas

El Pb no esta reportado como un nutriente esencial para las plantas, es un
contaminante que se incrementa por la actividad antropogénica. La absorcion
del Pb es regulada por el pH, capacidad de intercambio catiénico y el tipo de
suelo, en niveles toxicos causa retraso del crecimiento y ennegrecimiento del
sistema radicular, tales sintomas suceden debido a que el Pb inhibe la
fotosintesis, el balance hormonal, agua y estructura de la membrana celular
(Sharma et al., 2005). Por ejemplo, se han realizado estudios con Pb en plantas
de papas (Solanum tuberosum) encontrando una mayor cantidad de Pb
concentrada en los tubérculos y afectando su crecimiento (Pozo et al., 2011;
Tintin et al., 2013).



1.4.3 Hongos micorricicos arbusculares (HMA) como una
estrategia biotecnoldgica para el manejo de estrés abioticos
en plantas.

Los HMA se relacionan con la mayorfa de las plantas terrestres, las plantas
obtienen diversos beneficios contra el estrés bidtico y abidtico, también
estudios en genémica han evidenciado una mejor comprension de la evolucion
simbiotica con ciertas familias de plantas vasculares (huésped) donde resulta
complejo su estudio y de gran utilidad en el entorno agricola (Kamel et al.,
2017). La capacidad fisiol6gica de adaptaciéon que aportan los HMA a las
plantas pueden solucionar el manejo de los problemas de contaminacion, estos
se muestran como un bioindicador de biodiversidad microbiana, ademas
permiten recuperar suelos y ambientes erosionados por el uso excesivo de la
agricultura (Aguirre et al., 2012). En sistemas productivos se ha comparado la
aplicacion de la fertilizacion organica y mineral, resultando mejor la primera
gracias al aporte de los HMA (Zubek et al., 2012).

La dependencia simbiotica de los HMA con las plantas se incrementa con el
nivel de estrés abiotico presente, la interaccion mejora la fotosintesis, ayuda al
control de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yang et al., 2015) y mejora
las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo produciendo glomalina proteina
que ayuda a mejorar la textura del suelo (Malekzadeh et al., 20106). Las plantas
producen en las raices las homonas conocidas como strigolactonas derivadas
de los carotenoides, estas son exudadas para inducir el metabolismo energético
y promoven la ramificaciéon de las hifas de los HMA, estos hongos poseen
también una amplia capacidad de adaptacion genética y plasticidad fisiologica;
puesto que, algunas especies de HMA sobreviven a los ambientes extremos y
la dependencia se ve influenciada positiva o negativamente segun sea el tipo de
estrés producido (Kobae et. al., 2018).

Se ha determinado un impacto sinérgico entre microorganismos de la rizosfera;
por ejemplo, Bacillus subtilis y HMA promueven mayor biomasa vegetal,
probablemente por la osmorregulaciéon de glicina, betaina, prolina y fenoles
(Cicatelli et al., 2010) y la produccién de fésforo fungico por parte de los HMA
necesario para la planta (Bago et al, 2003; Van Aarle et al., 2005). La
conformacién de comunidades micorrizica pueden influenciar en el tipo de
textura y estructura del suelo, asi mismo la diversidad de HMA esta muy
relacionada con una alta diversidad funcional que normaliza las interacciones
entre las comunidades de HMA y de plantas logrando ser positivas o negativas
(Martinez et al., 2009), razén por la cual, las plantas micorrizadas mejoran la
calidad y supervivencia sobre todo para las plantas provenientes de cultivo I
vitro (Singh et al., 2012); por lo tanto, varias especies de HMA tales como:
(Gigaspora margarita y Claroideoglomus lamellosum) pueden ser inoculadas para
promover la tolerancia al estrés y promocién del crecimiento vegetativo
(Selvakumar et al., 2010).



CAPITULO 2

2.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién del sitio experimental

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biorremediacion Ambiental
del Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador, ubicado en el
campus Gustavo Galindo de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL) durante los meses de abril a noviembre del 2017.

2.1 Obtencion del material biolégico
Material vegetal

Las semillas comerciales utilizadas fueron melon (Cucumris melo) variedad Edisto
y sandia (Citrullus lanatus) variedad Charleston Grey, las semillas silvestres de
alamama (Cucurbita ecuadoriensis) y zapallo (Cucurbita moschata) fueron colectadas
en la zona rural de Juan Goméz Rendén conocido como “Progreso” canton

Guayaquil en la provincia del Guayas.
Obtencion 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: Acanlospora, Ambispora,
Diversispora, Entrophospora, Funeliformis y Glomus.

Preparacion del in6culo de HMA

Una vez seleccionado el consorcio se procedio a la produccion masiva del
in6culo mediante el sistema de plantas trampas (Reyes et al., 2010), utilizando
tréjol (Phaseolus vulgaris), braquiaria (Brachiaria brizantha) y marigol (Tagetes erecta),
crecidas en un sustrato con 70% de arena, 15% tamo de arroz molido y 15%
de turba (Andrango et al, 2016), a los cuatro meses de haber realizado la
siembra se sometieron las plantas a estrés hidrico para propiciar la
esporulacion. El sustrato se tamizé y fue usado posteriormente en dosis de 200
g (Tovar-Franco et al., 2006; Osorio et al., 2008; Parniske et al., 2008), se
realizaron observaciones de infeccién micorrizica a los 21 y 52 dias después del
trasplante.



2.2 Disefo experimental

Se us6 un diseno bifactorial con interaccion para las cuatro especies de
Cucurbitaceas, donde se establece cinco niveles del factor Na y cinco niveles
del factor Pb con seis réplicas en cada nivel evaluado para las variables de
respuestas del primer ensayo sin HMA: altura, nimero de hojas, area foliar y
biomasa, cuantificacién de la absorciéon de Pb y Na, posteriormente para el
segundo ensayo con HMA se evalué las siguientes variables de respuestas:
altura, nimero de hojas, area foliar, clorofila, porcentaje de micorrizacion,

biomasa seca y cuantificacion de la absorciéon de Pb y Na.

Modelo estadistico para el disefio bifactorial del primer ensayo:

Yij:H+Ti+Bj+ (’Cg)ij‘i‘Eijk
i=1,2,3,45

j=1,2,3,4
k=1,2,3,4,56

> S s Ty s

Modelo estadistico para el disefio bifactorial del segundo ensayo:

vi=u+ Tt Bi + (’CB)ii + Eijk
i=1,2,3,4,5
j=1,2
k=1,2,3,4,5,6

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 0.441 dS
m" y pH 6.98. Establecidos los ensayos las plantas fueron regadas con la
solucion modificada de Steiner ver anexos (Tabla 7) (Galindo et al., 2014), la
misma contenfa: 2, 4, 8, 12 y 16 dS m" de conductividad eléctrica de cloruro
de sodio (NaCl) y 0, 150, 250, 500, y 1000 ppm de nitrato de plomo Pb(NO3)s,
el sustrato se mantuvo a capacidad de campo con tres aplicaciones a la semana
de 70 ml de las soluciones antes mencionadas (Barraza et al., 2012). Se
realizaron mediciones de pH y conductividad eléctrica (Figura 15 y 16) segun
lo recomendado por Naranjo et al. (2014) para estas especies.



Imbibicién de semillas de Cucurbitaceas en soluciones de Nay Pb

y su respuesta en la germinacion.

Se tomo cien semillas de cada Cucurbiticeas y se las sumergié a las
concentraciones 2, 4, 8,12y 16 dS m™ de conductividad eléctrica para Na y 0,
150, 250, 500, y 1000 ppm de Pb durante 48 horas, luego fueron sembradas en
bandeja de germinacion donde se evalud el porcentaje de germinacion hasta la

emisioén de la primera hoja verdadera.

2.4 Ensayo de crecimiento de las cuatro especies de Cucurbitaceas
en presencia de Na y Pb.

Una vez germinadas las semillas se trasplanté seis plantulas por cada
tratamiento que fueron contemplados en el ensayo (Tabla 2), el sustrato se
mantuvo a capacidad de campo dentro del sistema. A lo largo del ensayo las
plantas fueron regadas con las soluciones de los dos elementos estudiados Na

y Pb.

Tabla 2. Disefio bifactorial para las Cucurbitaceas evaluadas con Na y

Pb.
CEC CME CcMO CLA
2 2 2 2
4 4 4 4
( dSN;,l) 8 8 8 8
12 12 12 12
16 16 16 16
0 0 0 0
- 150 150 150 150
(opm) 250 250 250 250
500 500 500 500
1000 1000 1000 1000

CEC= alamama CME= mel6n, CMO= zapallo y CLA = sandfa.



Parametros a evaluar
Altura y nimero de hojas

La altura y nimero de hojas fueron medidos una vez por semana. En el caso
de la altura se utiliz6 una regla de 60 cm, midiendo desde el cuello de la planta
hasta la yema terminal; mientas que, el nimero de hojas se evalué segun la

emision foliar semanal (Alam et al., 2015).
Area foliar

Al finalizar cada ensayo se tomé la hoja 6, 7 y 8 de todos los tratamientos, cada
muestra fue etiquetada. Posteriormente se procedi6 a escanear las hojas de los
tratamientos, en formato JPG, para luego determinar el area foliar usando el
software de imagenes Image] (Guerrero et al., 2012).

Biomasa seca

Las plantas fueron secadas en una estufa durante 24 horas a 65 °C
posteriormente pesadas en una balanza analitica; y etiquetadas en fundas
plasticas. Obtenido el peso seco constante se trituraron por separado la
biomasa aérea y radicular en una licuadora doméstica (Ali et al., 2013; Vaca et
al., 2010).

En este ensayo se busco preseleccionar el material vegetal que mejor respuesta
diera a los elementos estudiados Na y Pb, siendo CEC y CME las especies con
caracteristicas de tolerancia y susceptibilidad. Los mismo que fueron evaluados
en un segundo experimento en presencia de HMA.

2.5 Crecimiento de Cucurbita ecuadoriensis y Cucumis melo en
sustratos con Na y Pb e inoculadas con HMA.

En este ensayo se realizé un disefio bifactorial con interaccion para las especies
CEC y CME (Tabla 3), las plantas al tener dos hojas verdaderas fueron
trasplantadas en las fundas respectivas. Al momento del trasplante fueron
inoculadas con 200 g de HMA luego fueron regadas y evaluadas una vez por
semana las variables de respuesta: altura, numero de hojas, area foliar, clorofila,
porcentaje de micorrizacién, biomasa seca y finalmente absorciéon de Pb y Na
(Figura 1).
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Figura 1. Biometria de Cucurbitdceas: A-B) Germinacién de alamama y meldn;
C) Toma de datos numero de hojas; D) Altura; E) Clorofila; ) Lectura de
conductividad y pH; G) Medicion de area foliar; H) Lectura en
espectrofotémetro de absorcion atémica.

Los parametros de altura, nimero de hojas, area foliar y biomasa seca fueron
conducidas de la misma manera como en el ensayo antes descrito, cabe
mencionar que no se realizaron modificaciones a las metodologias descritas

para estas variables.

Tabla 3. Disefio bifactorial para las Cucurbitaceas evaluadas con
Na y Pb inoculadas con HMA.

CEC CME
2 2
4
Na
(dS m) 8 8
12 12
16 16
0 0
. 150 150
(opm) 250 250
500 500
1000 1000

CEC= alamama CME= melon.
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Clorofila

Al finalizar el ensayo con HMA se midi6 la clorofila en la hoja 5, mediante un
método no destructivo usando el medidor CCM-200 PLUS, Opti-Science
(Callejas et al., 2013).

Colonizacion de raices de CEC y CME

Alos 21 y 52 dias se tomo raicillas secundarias de las plantas evaluadas de cada
especie sometida a Pb y Na para observar y cuantificar el porcentaje de

micotrtizacion.
Tincion de raices

Las raices de cada Cucurbitacea fueron tomadas al final del experimento para
evidenciar la presencia o ausencia de hifas, vesiculas o arbusculos. Los pasos
a seguir consistieron en seleccionar raices secundarias y ponetlas en un vaso de
vidrio autoclavable sumergidas en hidréxido de potasio al 10% por 10 minutos
a 121 °Cy a 15 Ib de presion. Luego se lavé el hidroxido de potasio con agua
de la llave, posteriormente adicionando 1% de acido clorhidrico y se dejo
reposar por 3 minutos, después se retiré 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 realizo el montaje en portaobjetos
y se observo al microscopio usando el objetivo de 40x.

Porcentaje de micorrizacion

Realizado el protocolo de tincién 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 Cucurbitiacea estudiada, segun la férmula
propuesta por McGonigle (1990).

N campos infectados {Hifas, Vesiculas, Arbasculos}

% Micorrizacion = x 100

{Total de campos observados}
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Cuantificacion de Pb y Na por absorcion atémica en la biomasa
seca de alamama (C. ecuadoriensis) y melon (C. melo).

A partir de la biomasa seca se procedi6 a pesar 0.5 g de tejido foliar y radicular
el mismo que fue digerido con 6 ml de acido nitrico al 65% y 2 ml de peréxido
de hidrégeno al 30%, luego colocados en un digestor de microondas a 200 “C
ver anexos (Figura 17). Digerida la muestra se procedié analizarla en un
espectrofotémetro de absorcién atémica, previo se realizé6 una curva de
calibracion usando las siguientes concentraciones: 1, 2, 4, 8, 12, y 20 ppm de
Pb, ver anexos (Figura 18) (Lebeau et al., 2008; Luna et al., 2010; Ribeiro et al.,
2012).

En el caso de Na las muestras fueron enviadas para su analisis al laboratorio de
agua y suelos del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
estacion litoral sut.

Determinacién 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
concentracién del elemento absorbido en la biomasa aérea dividido para la
concentracion del elemento obtenido en la biomasa radicular (Niu et al., 2007;
Maldonado-Magana et al., 2011; Ali et al., 2013), esto se realiz6 para ambos
elementos Na y Pb (Cerda et al., 1995).

{elemento total de planta}

{elemento en parte aérea}
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FBC = FT =
{elemento en el suelo}

2.6 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en el software estadistico Infostat version 2017¢
para el analisis de las variables de respuesta se tomd los datos de la séptima
semana de evaluacién, donde se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) y la
prueba de contraste de medias de Tukey (p=0.05) para identificar si existe
diferencias estadisticas entre los tratamientos.

{elemento en parte radicular}



CAPITULO 3

3.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de la imbibicion de Cucurbitaceas silvestres y
comerciales bajo concentraciones de Pb y Na.

Los resultados del porcentaje de germinaciéon de las semillas hidratadas en
soluciones nitrato de plomo evidencié que Cucumis melo (CME), Citrullus lanatus
(CLA) y Cucurbita moschata (CMO) alcanzan un alto porcentaje de germinacion
entre 80 y 100% en los niveles de 150, 250 y 500 ppm de Pb respecto al control
sin Pb que alcanzé 100% de germinacion tal como se observa en la figura 2 y
anexos (Tabla 8 y figura 19); mientras que Cucurbita ecuadoriensis (CEC) alcanzéd
un porcentaje de germinacion entre 20 y 53% en 1000 ppm de Pb, las especies
mas afectadas fueron CEC y CMO, resultado similares de inhibicion en la
germinacion provocada por altas concentraciones de Pb han sido reportados en

otras especies como el maiz (Zea mays) y fréjol (Phaseolus vulgaris) (Matkowski et
al., 2005; Sengar et al., 2008; Guzman et al., 2013).

&

oCEC
@cA
BCME
ocmo

8
8

% de germ ncacidn
% de germinacion

[~
S
N
S

o
[
=)

0 150 250 500 1000
Concentraciones de Pb (ppm)

Concentraciones de Na (d5 m-1)

Figura 2. Experimento de imbibicién utilizando semillas de Cucurbiticeas en

diferentes concentraciones de nitrato de plomo y cloruro de sodio: A) Plantas
germinadas en Na; B) % de germinaciéon a los 12 dias en NaCl; C) Plantas
germinadas en Pb; D) % de germinacion a los 12 dias en Pb(NO3)..

La imbibicién de las semillas de las cuatro Cucurbitaceas con cloruro de sodio
no presentaron inhibicién a la germinacion en las concentraciones utilizadas (2,
4,8,12,16 dS m™), las semillas germinaron de manera éptima ver anexo (Tabla
9 y figura 20). Estos resultados concuerdan con los reportados por Xu et al.
(2017) quienes observaron que no existe inhibicién en la germinacién del cultivo
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de meldn al crecer en un sustrato con diferentes concentraciones de sales, en
semillas de pepino (Cucumis sativus) se menciona que la melatonina alivia los
efectos inhibidores del estrés por Na en la germinacion, mediante la regulacion

de la biosintesis y el catabolismo del 4acido absicisico y acido giberélico (Zhang
etal, 2014).

3.2 Efecto del Pb y Na en el crecimiento de Cucurbitaceas.

En los parametros agronémicos de altura, nimero de hojas y area foliar los
resultados evidencian un efecto negativo para CLLA y CME al aumentar las
concentraciones de Na y Pb; mientras que CEC y CMO no se vieron afectadas
por las concentraciones de los dos elementos estudiados, por el contrario se
observé un efecto positivo en el desarrollo de las plantas; sin embargo,
concentracion de 1000 ppm de Pb y 16 dS m™ de Na, se ven afectadas las
especies de CEC y CMO (Figuras 3, 4, 5 y tablas 10, 11), efectos negativos
similares fueron reportados en el cultivo de alfalfa (Medicago sativa) al crecer en
concentraciones altas de Pb y Na afectando su desarrollo (Mnasti et al., 2017),
En las variables antes mencionadas las especies CLA y CME fueron las mas
afectadas por la accién del Pb, es importante mencionar que el nimero de hojas
aumenta; mientras que, el area foliar disminuye en un 25%. En las especies
silvestres CEC y CMO se observo tolerancia hasta 500 ppm de Pb al no afectar
la altura y area foliar; sin embargo, en el numero de hojas se mantiene constante
para ambas especies, estos resultados concuerdan con los reportados por
Naranjo et al. (2014) quienes observaron que CEC y CMO son tolerante a la
salinidad de hasta 12 dS m™. Manousaki et al. (2009) mencionan que a mayor
concentracion de salinidad los metales como el Cd ingresan facilmente a la
planta, pero aun no esta claro este mecanismo en Pb. Los resultados de este
trabajo demuestran el efecto individual del elemento mas no la interacciéon de
ambos. Peng et al. (2016) mencionan que la salinidad incrementa los niveles de

sacarosa en plantas tolerantes y susceptibles en concentraciones de 11.46 dS m’
1
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Figura 3. Parametros evaluados con diferentes concentraciones de Na y Pb; A-
B) alturas de las cuatro especies crecidas en sustratos con Na y Pb; C-D) nimero
de hojas en sustratos con Na y Pb; E-F) areas foliares evaluadas en sustrato
contaminado por Na y Pb. Las diferencias significativas encontradas en estos
analisis se detallan en la tabla 9 y 10.
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Figura 4. Tratamientos evaluados con diferentes concentraciones de Na; A)

plantas de meldn; B) sandia; C) alamama; D) zapallo; desarrollados en sustratos

con Na durante 52 dias.
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Figura 5. Tratamientos evaluados con diferentes concentraciones de Pb; A)

cultivo de melén; B) sandia; C) alamama; D) zapallo; crecidos en sustratos con

Pb durante 52 dias.
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Los resultados en cuanto a la biomasa seca total (BST) obtenida en las plantas
que crecieron con Na y Pb corroboran los resultados antes mencionados, la que
obtuvo mayor biomasa fue la especie silvestre CEC; mientras que, la menor
biomasa fue obtenida por CLLA en Na y Pb, tal como se demuestra en la tabla 4.
Shu et al. (2015) mencionan que la reduccién en la biomasa se debe a la alta
toxicidad de NaCl que afecta la fotosintesis. Asi mismo el Pb presente en el suelo
inhibe el crecimiento y la actividad fotosintética en plantas mediante la induccion
del estrés oxidativo (Kaur et al,, 2012; Ortas et al., 2017). Ademas, estos
resultados demuestran que el Na es mas toxico para las plantas que el Pb, debido
a la solubilidad y ruta de ingreso al sistema de la planta, razén por la cual, se
demuestra una drastica diferencia en los niveles de materia seca.

Tabla 4. Biomasa seca generada por los cuatros especimenes
vegetales de Cucurbitaceas crecidas en sustratos con diferentes
concentraciones de Na y Pb.

Elementos evaluados

Especies Sodio (Na) Plomo (Pb)
Tratamientos BST Tratamientos BST
(dS m™) (g/planta) (ppm) (g/planta)

* 2 2,18 + 0,66" *0) 2,18 + 0,757

4 2,94 + 0,427 150 3,02 + 0,53¢

CEC 8 3,65 + 0,78 250 3,18 + 0,58°
12 3,47 +1,16° 500 3,25 +0,56°

16 331 +041F 1000 2,79 +0,38¢

* 2 1,43 +0,41¢ *0) 0,87 + 0,124

4 1,35 + 0,49¢ 150 1,12+ 0,238

CLA 8 1,07 £ 0,218 250 1,59 + 0,41°
12 0,78 + 0,317 500 0,95 + 0,23

16 0,69 + 0,19” 1000 0,62 + 0,16

) 2,14 + 0,495 *0) 2,47 +0,46°

4 1,78 £ 0,53P 150 2,12 + 0,85F

CME 8 1,75 + 0,63P 250 2,18 + 0,377
12 1,10 £ 0,278 500 1,54 + 0,37°

16 0,82 + 0,35" 1000 1,33 +0,36¢

) 2,30 + 0,66" *0) 2,92 + 0,526

4 2,00 + 0,32F 150 3,65 + 0,621

CMO 8 2,68 +0,51F 250 3,06 +0,61°¢
12 2,83 +0,59" 500 2,83 £ 0,40¢

16 2,63 + 0,447 1000 2,94 + 0,496

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas
segun test de Tukey (p<<0,05); + desviacion estandar; * controles; BST= Biomasa
Seca Total.
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En lo que concierne a la absorcién de Na se pudo observar que CME y CEC
pueden acumular gran cantidad de Na en su biomasa aérea y radicular (Figura
0), se evidenci6 diferencias estadisticas significativas en las diferentes
concentraciones de Na como se observa en la tabla 12. Al determinar los factores
FBC y FT podemos observar CME y CEC acumulan mas Na que CLA y CMO,
resultados similares han sido reportados en plantas de pimiento (Capsicunm
annuum) (Villa et al., 2006; Peng et al., 2016). En este contexto se ha reportado
que existen proteinas como las acupurinas que participan en el movimiento del
agua y controlan la absorcién de este elemento, mecanismo que podria estar
involucrado en la tolerancia de las plantas a la salinidad (Montes-Renterfa et al.,
2011; Wang et al., 2015).
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2,00 CME:16
.
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g CMO:2 ' BIOMASA AEREA
= vz CM12% o
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CEC:2 CMO:4 CLA4
FT
-2,00 .
CME:4
FBC
4,001 . . . .
-2,00 -0,50 1,00 2,50 4,00
CP 1 (69,7%)

Figura 6. Analisis de componentes principales usando cuatro variables para
determinar la acumulacién de Na en la biomasa (aérea y radicular) de

Cucurbitaceas evaluadas durante siete semanas.

La acumulaciéon de Pb en la biomasa seca de CEC y CME presentd un patron
similar a los observados en los parametros agronémicos, encontrando diferencia
estadistica significativas entre los tratamientos en comparacion al control una
vez aplicando el test de Tukey (»p<0.05), En la tabla 13 se observa que en la
biomasa radicular se concentra mayor Pb que en la biomasa aérea conforme
aumenta las concentraciones para todas las especies evaluadas; no obstante, se
observa que, la planta que mas concentra Pb en la raiz fue CLA con 16598.9
ppm al recibir 1000 ppm de Pb, valor superior al cuantificado en control que
present6 3.6 ppm. Ademas, se pudo observar que CEC es la especie que menos
concentra Pb en raiz, pero concentra mas en la biomasa aérea (Figura 7 y tabla
13); asi mismo, la especie CEC obtuvo un factor de bioconcentracién de 5.2y
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0.11 del factor de traslocaciéon. Sidhu et al. (2018) mencionan que la
concentracién de Pb en plantas hiperacumuladoras alcanzan un maximo de 2513
ppm en biomasa aérea en plantas crecidas con 500 ppm de este elemento. Este
resultado difiere al valor encontrado en esta investigacién donde plantas de
alamana absorbieron 545.7 ppm de Pb en la biomasa aérea crecidas en sustrato

con una concentraciéon de 1000 ppm de Pb.
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Figura 7. Analisis de componentes principales usando cuatro variables para
determinar la acumulacién de Pb en la biomasa (aérea y radicular) de

Cucurbitaceas evaluadas durante siete semanas.

3.3 Efecto del Na y Pb en el crecimiento CEC y CME utilizando
HMA.

Los resultados de la especie CEC y CME para ser evaluadas en precencia de Na
y Pb e inoculadas con HMA se presentan a continuaciéon. Los resultados
demuestran que la especie CEC y CME registraron una altura de 122 y 118 cm
al crecer en concentracion de 16 dS m™', en comparacién al nivel mas bajo de
salinidad (4 dS m™) que alcanzo 108 y 83 c¢m, mientras que para el nimero de
hojas y area foliar no existieron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados y el control ver figura 8, 9 y tabla 14, estos resultados obtenidos se
deben a la presencia de los HMA; dado que, ayudan a proteger la disrupcién de
los procesos enzimaticos (equilibrio i6nico del citoplasma) mediados por potasio
en condiciones de estrés salino (Giri et al., 2007; Chandrasekaran et al., 2016;
Chen et al,, 2017).
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Los resultados concernientes a Pb en estas especies (CEC y CME) se lograron
observar alturas de 189 y 147 cm al crecer en concentraciéon de 1000 ppm de Pb
en comparacion al nivel mas bajo (150 ppm) que alcanzé 146 y 164 cm
respectivamente, mientras que numero de hojas CEC no tuvo diferencias
significativas en comparacion a CME que tuvo mayor cantidad de hojas en
concentracion de 1000 ppm. Resultados superiores se han reportado en plantas
micorrizadas de CLA presentando alturas superiores a los 300 cm (Salmerén et
al., 2009; Chico et al., 2012).
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Figura 8. Parametros evaluados con diferentes concentraciones inoculadas con
HMA en alamama y melén: A-B) alturas evaluadas en sustratos contaminados
con Na y Pb, C-D) nimero de hojas evaluado en sustratos contaminados con
Na y Pb, E-F) areas foliares evaluadas en sustratos contaminados con Na y Pb.

Las diferencias significativas encontradas en estos analisis se detallan en la tabla
13.
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Figura 9. Desarrollo morfolégico de las especies CEC y CME crecidas en
sustratos contaminados por Na y Pb inoculadas con HMA a los 52 dias de

evaluacion.

Alos 52 dias con el uso de HMA se obtuvo un incremento del 16% de la clorofila
en CME y un 25% en CEC en concentracién de 16 dS m™ respecto al nivel mas
bajo (4 dS m™) de Na, mientras que en concentraciéon de 1000 ppm de Pb se
observaron incrementos de 41.4% (CME) y 2.8% (CEC) en las especies
estudiadas en comparacién a 150 ppm de Pb, finalmente podemos observar que
el Na afecta mas la clorofila comparado con Pb (Figura 10 y tabla 15), resultados
similares en el contenido de clorofila se han observado en plantas
fitoacumuladoras de Pb (Chenopodium murale) cuando crecen en sustratos con
500 ppm de Pb (Khaleghi et al., 2012; Frosi et al., 2017; Scharnag] et al., 2018;
Sidhu et al., 2018).
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Figura 10. Contenido de clorofila en las especies CEC y CME crecidas en
sustratos con diferentes concentraciones de Na y Pb evaluadas a los 52 dfas e
inoculadas con HMA.

Las especies CEC y CME alcanzaron porcentajes de micorrizacion mayores al
50% a los 21 dias, para los tratamientos que contenfan Na y Pb (Figura 11), estos
resultados son mayores a los reportados por De la noval et al., (1995), quienes
obtuvieron a los 21 dias un porcentaje de micorrizacion del 40% en cultivo In
vitro de pinas. Al final de la experimentacién (52 dias) se observaron porcentajes
de micorrizacién superiores al 60% (Figura 11 y 12), datos son similares a los
reportados en plantas de uvilla (Physalis pernviana) y fréjol (Phaseolus vulgaris) al
crecer en sustratos con altos contenidos de Na y Pb (Miranda et al., 2012;
Chauhan et al, 2012; Neuenkamp et al, 2018). Adicionalmente estudios
reportados en Galactia smallii se ha observado un incremento en la micorrizacion
y esporulacion de consorcios de HMA conforme al incremento del
contaminante (Scharnagl] et al., 2018).
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Figura 11. Infeccién micorricica inicial y final de las plantas de melén (CME) y

alamama (CEC) crecidas en sustratos con diferentes concentraciones de Pb y
Na.
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Figura 12. Estructuras infectivas de los HMA observadas a los 52 dias de
experimentacion con lente 40x en plantas de melén (CME) y alamama (CEC).

En lo que concierne a los resultados obtenidos en la biomasa seca de CEC
alcanzé 2,49 g/planta en la concentracién de 16 dS m™; asi mismo, CME obtuvo
1,93 g/planta; mientras que, en la concentracién de 1000 ppm de Pb, se alcanzé
3,89y 2,34 g/planta en CEC y CME respectivamente (Tabla 5). Resultados que
concuerdan con lo manifestado por Yadav et al. (2013), quienes sostienen que
las plantas inoculadas con HMA y crecidas en sustratos contaminados con Na y
Pb logran una mejor aclimatacioén, supervivencia vegetal y biomasa; En este
mismo contexto, Lermen et al. (2015), mencionan que las plantas micorrizadas
con sustrato contamindo a 1000 ppm de Pb acrecientan su biomasa seca en un
50%. Resultados similares han sido observados en plantas de arroz (Oryza sativa)
donde se ha promovido la biomasa vegetal usando HMA (Porcel et al., 2015).
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Tabla 5. Biomasa seca total obtenida en alamama (CEC) y melon
(CME) crecidas en sustratos con diferentes concentraciones de Na
y Pb e inoculadas con HMA.

Elementos evaluados

Especies Sodio (Na) Plomo (Pb)
Tratamientos BST Tratamientos BST
(dS m™) (g/planta) (ppm) (g/planta)

) 2,86 +0,77¢ 0 411 +0,81°

4 1,70 £ 0,574 150 2,62 +0,42¢

CEC 8 2,01 0,318 250 3,00 * 0,64°
12 2,05 + 0,35¢ 500 2,95 + 0,88

16 2,49 + 0,49¢ 1000 3,89 + 1,09

* 2 3,07 £ 0,65 0 1,05 + 0,46"

4 1,99 + 0,678 150 1,42+ 0,318

CME 8 1,46 + 0,377 250 1,83 + 0,468
12 2,21 + 0,638 500 2,30 £ 0,40¢

16 1,93 + 0,558 1000 2,34 +0,39¢

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas
segun test de Tukey (p<0,05); + desviacion estandar; * controles; BST= Biomasa
Seca Total.

En lo que concierne a la absorciéon de Na en las especies evaluadas se observé
que a nivel radicular CEC absorbi6 2750 ppm de Na en la concentracién alta (16
dS m™); mientras que, CME absorbié 4763 ppm de Na (Figura 13 y tabla 16).
Ademas, se observo que CME acumul6 mas cantidad de Na en biomasa aérea
comparado con la especie CEC. Resultados similares se han observado en
plantas comerciales inoculadas con HMA vy crecidas en presencia de Na
(Rouphael et al., 2015; K&hl et al., 2016; Schneider et al., 20106).

En lo que corresponde a la absorcion de Pb en las especies evaluadas se observé
que este elemento se acumula en mayor concentracion a nivel radicular, siendo
menor en la parte aérea como se puede observar en la figura 14 y tabla 16. Asi
observamos que CEC y CME absorbieron 47553 y 3098 ppm de Pb
respectivamente en tejido radicular, resultados superiores e inferiores han sido
reportado en biomasa radicular en las especies de [Vetzveria zizanoides, Pteris vitata,
Prteridim aquilinun y Ricinus communis alcanzando valores de 15433, 9343, 1433,
1106 ppm de Pb respectivamente. Se ha reportado que las estructuras fungicas
de los HMA tienen un rol importante en la retencién de los elementos téxicos
estudiados en la biomasa radicular (Gonzalez et al., 2005; Martinez et al., 2009;
Sekara et al., 2005; Aka-Kacar et al., 2010; Moreira et al., 2011; Schneider et al.,
20106).

La baja concentracién de Pb en biomasa aérea observada en CEC y CME se
debe a la retencion de estos elementos en la biomasa radicular por la precencia
de los HMA. Malekzadeh et al. (2016) sostienen que el Pb total del suelo es
secuestrado por la glomalina dismunuyendo de este modo los niveles de Pb en



la parte aérea de las plantas siendo esto considerado como una bioestabilizacion
del elemento. En lo que corresponde a los factores de FBC y FT observamos
que el Na se bioconcentra y trasloca con facilidad en ambas especies; mientras
que, el Pb absorvido en CEC fue bioconcentrado y traslocado en mayor medida
a diferencia de la especie CME. Las diferencias estadisticas significativas

encontradas en estos analisis se detallan en la tabla 16.
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Figura 13. Anilisis de componentes principales usando cuatro variables para
determinar la acumulaciéon de Na en la biomasa (aérea y radicular) de (CME) y
alamama (CEC) inoculadas con HMA evaluadas durante siete semanas.
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Figura 14. Anilisis de componentes principales usando cuatro variables para
determinar la acumulacion de Pb en la biomasa (aérea y radicular) de (CME) y
alamama (CEC) inoculadas con HMA evaluadas durante siete semanas.
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En lo que respecta a los resultados de Na y Pb en plantas no micorrizadas y
micorrizadas de CEC y CME, observamos que se logré una reduccion en la
absorcion de estos elementos destacando a CME con una reduccién de 52 % en
biomasa aérea para el contenido de Na; mientras que los porcentajes de Pb en
biomasa aérea en las plantas de CEC obtuvo una reduccién 20 % tal como se
observa en la tabla 6. Estos resultados para el elemento Na son congruentes a lo
observado por Montes-Renteria et al. (2011) quienes indican que aumenta la
concentracion de Na en biomasa aérea superior al 70 % a partir de 750 ppm (16
dS m™) en plantas no micorrizadas, con respecto a las plantas micorrizadas los
resultados concuerdan con lo reportado por Elhindi et al. (2017) quienes indican
que a pattir de 10 dS m™ las plantas mejoran su biomasa en un 50 % usando
HMA. Los resultados correspondientes a Pb en ambas especies destacamos que
los HMA contribuyen a la inmovilizacién de Pb presente en el suelo reteniendo
dentro de su biomasa radicular y estructuras fungicas (Huang et al., 1996;
Schneider et al., 2012; Schneider et al., 2016; Hatami et al., 2018).

Tabla 6. Porcentaje de retenciéon micorricica en CEC y CME.

Biomasa aérea (ppm)

Elemento Especie Sin Con % Retencion
HMA HMA
Na CEC 7416 669 9
CME 7441 3917 52%
Pb CEC 545 110 20%
CME 328 35 10

* Mayor retencién de Na y Pb utilizando HMA.

27



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Las Cucurbitaceas tolerantes a las concentraciones estudiadas de
Na (16 dS m") y Pb (1000 ppm) fueron alamama (Cucurbita
ecuadoriensis) y zapallo (Cucurbita moschata); mientras que, las especies
susceptibles fueron melon (Cucumis melo) y sandia (Citrullus lanatus).
Las plantas de melén acumulan Na en biomasa aérea y radicular
mientras que alamama acumula Pb en biomasa aérea y sandfa en

mayor concentracion en biomasa radicular.

e Fl consorcio de micorrizas arbusculares brindaron mayor
tolerancia en Na y Pb (superior al 50 %) reteniendo estos elementos
dentro de la biomasa radicular en alamama y mel6n.

e [aespecie silvestre alamama tiene mucho potencial en la agricultura
y en procesos de biorremediacién porque presenta mayor
tolerancia al Na y Pb.

4.2 RECOMENDACIONES

e Realizar expresion génica en plantas de Cucurbiticeas micorrizadas
y desarrolladas en sustratos con altas concentraciones de Na y Pb.

e LFBvaluar el consorcio de HMA en plantas injertadas de
Cucurbitaceas cultivadas en altas concentraciones de Na y Pb.

e FBstudiar la interacciéon combinada de Na y Pb sobre las especies
estudiadas.

e Identificar los mecanismos moleculares de alamama (Cwcurbita

ecuadoriensis) por medio del cual alcanza altos niveles de tolerancia a

Nay Pb.
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Figura 15. Conductividad eléctrica (CE)

desarrollado en el sustrato utilizado en tamo y arena hasta la séptima semana de

evaluacion; A-B) CE y pH del sustrato contaminado por Na; C-D) CE y pH del

sustrato contaminado por Pb.
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Figura 16. Conductividad eléctrica y potencial de hidrégeno desarrollado en el
sustrato utilizado en tamo y arena hasta la séptima semana de evaluacién en tres
muestreos utilizando HMA; A-B) CE y pH del sustrato contaminado por Na; C-
D) CE y pH del sustrato contaminado por Pb.
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Figura 17. Digestion y lectura de Pb por espectroscopia de absorcion atémica;
A) Pesado de muestras, B) Digestor de microondas, C) Filtrado de muestras
digeridas, D) Control de calidad estandar, E) Lectura de muestras en espectro.
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Figura 18. Curva de calibracién del espectrofotémetro de absorcion atéomica
para el analisis de Pb en biomasa de Cucurbitaceas.

38



Figura 19. Experimento de imbibicién de semillas en nitrato de plomo (A)
cloruro de sodio (B) y sobre CEC, CLA, CME y CMO germinadas en Na y Pb
CyD).
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ANEXOS DE TABLAS

Tabla 7. Soluciéon hidroponica modificada de Steiner.

Nutrientes Para 4 L H20 (10x) Para 100 L H20 Formula Quimica
Nitrato de Calcio 39,9672 98,918 Ca(NO3)2-4H20
Sulfate de Magnesio (Sal de 19,7976 49,494 Mg SO4-7H20.
Epsom)
Macro Nitrato de Potasio 3,6004 9.126 KNO3
Dihidrégen&ﬁgs;gz)de Potasio 54432 13.608 KH2POA4
Sulfato de Potasio 18,0528 45,132 K2504
Quelato de hierro (EDTA) ml 12 3 C14H19010N3NaFe
Sulfato de Manganeso 0,76 0,19 MnS04.H20
Acido Bérico en polve 1,004 0.251 H3BO3
Micro
Sulfato de zinc 0,12 0,03 ns04
Sulfato de cobre 0,028 0.007 Cu2so4
Molibdato de Sodio 0,0048 0.,0012 Naz2 MoO4

Los valores esta calculados en gramos de reactivo.

Tabla 8. Germinacion de Cucurbitaceas en la imbibicion con Pb.

Especies Tratamientos con Pb Porcefltaje: ,de Vigor Indice de la tasa de
germinacién emergencia
CME 0 ppm 100 0,00120 0,000012
CME 150 ppm 100 0,00120 0,000012
CME 250 ppm 100 0,00120 0,000012
CME 500 ppm 100 0,00120 0,000012
CME 1000 ppm 100 0,00120 0,000012
CEC 0 ppm 46 0,00567 0,000123284
CEC 150 ppm 53 0,00427 8,06035E-05
CEC 250 ppm 20 0,03000 0,0015
CEC 500 ppm 26 0,01775 0,000682749
CEC 1000 ppm 13 0,07101 0,005461994
CLA 0 ppm 86 0,00162 1,88663E-05
CLA 150 ppm 100 0,00120 0,000012
CLA 250 ppm 100 0,00120 0,000012
CLA 500 ppm 100 0,00120 0,000012
CLA 1000 ppm 86 0,00162 1,88663E-05
CMO 0 ppm 100 0,00120 0,000012
CMO 150 ppm 100 0,00120 0,000012
CMO 250 ppm 100 0,00120 0,000012
CMO 500 ppm 100 0,00120 0,000012
CMO 1000 ppm 6 0,02000 0,003333333

Porcentaje de germinacién evaluado a los 12 dias después de la imbibicién en Pb(NO3)2.



Tabla 9. Germinacion de Cucurbitiaceas en la imbibicion con Na.

Porcentaje de

Indice de la tasa

Especies  Tratamientos con Na germinacion Vigor de emergencia
CME 2dS m! 100 0,00120 0,000012
CME 4 dSm 100 0,00120 0,000012
CME 8 dSm! 93 0,00116 1,24323E-05
CME 12 dSm! 93 0,00116 1,24323E-05
CME 16 dSm! 86 0,00135 1,57219E-05
CEC 2dS m! 40 0,00484 0,000120968
CEC 4 dSm 53 0,00365 6,8903E-05
CEC 8 dSm'! 66 0,00293 4,44326E-05
CEC 12 dSm! 73 0,00265 3,63198E-05
CEC 16 dSm! 73 0,00265 3,63198E-05
CLA 2dS m! 73 0,00265 3,63198E-05
CLA 4 dSm 73 0,00265 3,63198E-05
CLA 8 dSm! 73 0,00265 3,63198E-05
CLA 12 dS m™! 73 0,00265 3,63198E-05
CLA 16 dS m! 73 0,00265 3,63198E-05
CMO 2dS m! 100 0,00120 0,000012
CMO 4 dS m! 100 0,00120 0,000012
CMO 8 dSm! 100 0,00120 0,000012
CMO 12 dS m™! 100 0,00120 0,000012
CMO 16 dS m*! 100 0,00120 0,000012

Porcentaje de germinacién evaluado a los 12 dias después de la imbibicion en NaCl.
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Tabla 10. Parametros agronémicos evaluados a la séptima semana
sobre Cucurbitaceas tratadas con cloruro de sodio.

Especies Tratamientos Altura Numero de Area foliar
(dS m) (cm) hojas (cm?)
* 2 14 + 4,28 8 + 0,97 49 +11,1¢
4 13 + 3,38 8+ 0,67 57 +7,8°
CEC 8 15 + 3,18 8+ 0,5F 54 + 54C
12 20 £ 7,4° 9+ 1,06 57 + 4,0¢
16 17 £39C€ 8+ 0,5 49 +6,2¢
* 2 41 £8.3! 8+ 1,1F 22+ 3,18
4 45 +8.1 11 £1,2¢ 17 £ 0,78
CLA 8 37 + 4,44 9+ 1,7 12 + 2,07
12 32 % 6,16 7 +0,8" 11 +1.28
16 29 + 6,17 9+ 0,67 8+ 1,6"
*2 50 + 7,5 10 £ 0,9¢ 30 + 0,518
4 38 + 5,71 9+ 0,5 21+ 1,48
CME 8 32+ 4,16 8 +0,5F 14 + 0,4A
12 27 £ 1,65 7+ 1,0F 12 + 1,84
16 21 +£7,1P 7 £0,5° 10 + 1,54
* 2 10 £ 1,14 6+03" 56 +11,3¢
4 9 +0,7° 610,28 60 * 3,8¢
CMO 8 10 + 0,97 6+ 0,28 60 +1,6°
12 10 £ 0,94 7 +0,0¢ 60 + 3,7¢
16 9+ 1,24 7+0,0° 58 +2,7¢

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas
segun test de Tukey (p<<0,05); = desviacion estandar; * controles.



Tabla 11. Parametros agronémicos evaluados a la séptima semana

sobre Cucurbitaceas tratadas con nitrato de plomo sin inoculaciéon de
HMA.

Especies Tratamientos Altura Numero de Area foliar
(ppm) (cm) hojas (cm?®)

*0) 10 £ 2,0° 10 £ 2,4¢ 41 +1,8P
150 14 + 318 8 + 0,58 61 +11,3F

CEC 250 18 +34C 8 + 0,58 55 + 6,0F
500 21 +6,3P 8 + 0,58 51 + 3,1F

1000 17 + 4,8° 8 £ 0,98 39 + 4.4P

*0 36 + 6,21 9+ 1,38 15+ 2,78

150 39 + 6,6 9+1,3C 10 £ 0,24

CLA 250 38 + 6,61 8+ 0,88 9 +0,6"
500 39 + 13,31 9+1,7¢ 8 +0,7”

1000 25+ 45F 7+ 1,147 7+0,3”

*() 46 + 12,71 9+1,8° 26 + 42¢

150 35 + 13,81 9+218 20 + 0,58

CME 250 33 + 5,71 9 + 0,98 17 £ 1,78
500 29 + 5,76 8+ 0,88 14 + 0,458

1000 23 +52F 7+ 09" 9+ 0,24

() 11+ 1,08 7+ 0,00 78 + 5,67

150 13 + 0,58 7+0,78 76 + 1,5F

CMO 250 13 + 0,48 7 +04° 80 * 6,5F
500 13 + 0,68 7+ 0,00 76 + 6,57

1000 12+ 1,18 7 + 0,04 51 + 4,4F

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas
segun test de Tukey (p<0,05); = desviacion estandar; * controles.
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Tabla 12. Acumulacion de Na en biomasa de Cucurbitaceas
cultivadas y silvestres.
. Na acumulado en biomasa
Tratamientos Factores
Especies (ppm)
dSm?' ppm Aérea Radicular FBC FT
* 2 *0,0 00,0 + 0,0° 00,0 £ 0,04 0,0 = 0,004 0,00 + 0,004
4 978 1305,0 + 521 3039,6 + 34,7 444 + 0,10 0,43 + 0,00
CEC 8 309,7 2109,3 + 2.5 3162,6 £ 324° 17,0 +£ 0,097 0,67 £ 0,01K
12 529,7  3076,0 £ 27,1 42473 +281F 138+ 0,09 0,73 £ 0,01V
16 7416 3768,0 £ 79K 6533,3 + 832! 13,9 + 0,038 0,58 + 0,01’
* 2 *0,0 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0% 0,0 = 0,004 0,00 + 0,004
4 978  371,6 £ 3,1P 3252,6 + 1875 371 +024° 0,11 +0,00F
CLA 8 309,7 4586 * 4,1F 5375,3 + 30,6° 18,8 +0,08% 0,09 + 0,01°
12 5297 3933+ 73P 5462,6 £ 5847 11,1 £0,01¢ 0,07 £ 0,00¢
16 7416 8103+ 11,5°  6663,3 + 90,9’ 10,1 £ 0,048 0,12 + 0,005
* 2 *0,0 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0* 0,0 + 0,004 0,00 £ 0,004
4 978  5407,6 + 6,6 72450 + 52,0~  129,5 +0,51M 0,75 + 0,01N
CME 8 309,7 64550 £ 26,5M  9340,0 £ 80,0° 51,0 + 0,04~ 0,69 £ 0,01-
12 529,7  6680,0 £ 10,0N  12966,6 * 40,4" 37,1 + 0,077 0,52+ 0,00'
16 7416 7441,6 £ 30,6° 14650,0 £ 207,89 29,8 +0,08' 0,51 + 0,00’
* 2 *0,0 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0% 0,0 + 0,004 0,00 £ 0,004
4 978  227,6+218 856,6 + 25,18 11,1 +0,14° 0,27 £ 0,016
CMO 8 309,7 3383 +1,5° 6851,6 + 4585 232+ 0,03" 0,05+ 0,008
12 5297 686,0 = 9,57 92596 + 40,0N 18,8 +0,07¢ 0,07 + 0,00
16 741,6  1340,0 £ 6,21 8166,6 + 823M 128 +0,03° 0,16 + 0,007

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segin test de
Tukey (p<0,05); £ desviacion estandar; * controles; FBC= Factor de bioconcentracién; FT=
Factor de traslocacion.
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Tabla 13. Acumulacion de Pb en biomasa de Cucurbitaceas cultivadas
y silvestres.

Pb acumulado en biomasa

Especies Tratamientos (ppm) Factores
(Ppm) Aérea Radicular FBC FT
*0) 00,0 £ 0,04 00,0 + 0,04 0,0 + 0,004 0,00 = 0,00*
150 442 +0,5¢ 15942 +123° 10,9 £ 0,097 0,03 £ 0,01°
CEC 250 58,9 + 0,15 1004,4 + 3 4€ 42+ 0,02° 0,06+ 0,00°
500 86,6 + 0,3° 22130 + 21,75 4,6 +0,04° 0,04 + 0,008
1000 545,7 + 23N 4747 4 + 14,3 52+ 0,028 0,11 £ 0,01’
0 00,0 £ 0,04 3,6 + 0,07 0,0 + 0,00~ 0,00 = 0,00*
150 344 + 0,28 426,3 + 0,58 3,0+ 0,018 0,08 £ 0,00"
CLA 250 46,7 +1,0¢ 1009,4 + 13,8% 42+ 0,05 0,05+ 0,007
500 60,4 + 0,07 1450,6 + 10,8° 3,0+ 0,028 0,04 + 0,008
1000 2047+ 0,7 16598,9 +514M 16,9 + 0,06~ 0,01 £ 0,018
* () 00,0 + 0,0% 00,0 + 0,0* 0,0 £ 0,004 0,00 £ 0,00*
150 55,8 +0,1° 2671,6 129 18,1 +0,090M 0,02 + 0,00°
CME 250 87,2+ 0,76 28213 +271F 11,6 +0,11' 0,03 + 0,00°
500 148,5 + 0.8' 6652,4 + 1917 13,6 +0,04° 0,02 +0,00°
1000 3283+ 31 111240+ 492  115+0,05' 0,03 +0,00°
* () 00,0 + 0,0% 00,0 + 0,0* 0,0 0,004 0,00 £ 0,00"
150 63,4 + 0,37 2684,9 + 2.9F 18,3+ 0,02M 0,02 + 0,00¢
CMO 250 100,6 + 0,61 3680,4 + 65,67 15,1 0,265 0,03 + 0,00°
500 157,01 £ 2.7 32544 + 13.4° 6,8 + 0,037 0,05+ 0,007
1000 484,1 + 1,2M 9163,7 + 54,0€ 9,7 +0,05° 0,05+ 0,007

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test de
Tukey (p<0,05); + desviacion estandar; * controles; FBC= Factor de bioconcentracion; FT'=
Factor de traslocacion.
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Tabla 14. Variables agronémicas evaluadas con HMA a la séptima
semana después de la inoculaciéon en CEC y CME.

Elementos Especies Tratamientos Altura Numero  Area foliar
(cm) de hojas (cm?)
* 2 155+ 36,0 15+218 36+ 6,68
4 108 +2288  12+17° 44 +45°
CEC 8 102+1988  12+11A 44 +55°
12 110+ 14,78 13+ 1,74 45+ 9447
Na 16 122+17,7¢  14+1,7% 48+ 98"
dS m™) * 2 99 + 1748 14+ 1,7% 34+ 737
4 83+ 11,14 11+08% 28+49°
CME 8 97 +128% 12+164 31+10,7°
12 106 + 11,58 12+18*% 39 +176°
16 118 +26,5° 14 +25" 46+ 16,94
0 173 +2578 18 +12¢  72+154P
150 146 + 215 16+13° 49+21C
CEC 250 171 2138 17+23% 73 +44°
500 176 £3348  17+23¢ 89 +¢3P
Pb 1000 189 + 3648 18 +23C 134 +193F
(ppm) 0 100 + 1128 10+ 1,64 24 +25°
150 164 +5548  14+17% 58+13°
CME 250 160 +2378 16 +26° 27+72°
500 176 +2388  17+17° 39 +6.38
1000 147 £ 258~  15+248 59 +546C

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test
de Tukey (p<0,05); £ desviacion estandar; * controles.



Tabla 15. Clorofila evaluada con HMA a la séptima semana después
de la inoculacion.

Elementos Especies  Tratamientos Clorofila
) 9,89 + 3 9C€

4 6,80 + 1,48

CEC 8 7,18 £ 2,18

12 8,06 £ 0,78

B 16 8,73 + 1,98

Na (dS mr) *2 27,42 + 42D
4 6,32 + 1,48

CME 8 5,18 + 1,47

12 5,71 + 1,48

16 5,84 + 0,78

*() 13,31 + 1,5

150 17,80 + 2,75

CEC 250 13,64 + 1,0P

500 14,01 + 4,0P

1000 17,38 + 2,0F

Pb (ppm) %0 2337 + 50
150 8,26 + 1,0°

CME 250 9,12 + 1,17

500 9,57 + 1,08

1000 11,63 + 0,8

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas
segun test de Tukey (p<0,05); = desviacion estandar; * controles.
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Tabla 16. Acumulaciéon de Na y Pb sobre meléon (CME) y alamama
(CEC) usando HMA determinados en biomasa aérea y radicular.

Na y Pb acumulado en la

Eepecies/ Tratamientos biomasa (ppm) Factores
Elementos

dSm'! ppm Aérea Radicular FBC FT
* 2 *0,0 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0* 0,0 = 0,004 0,00 + 0,004
CEC/ 4 97.8 4990 + 528 1636,0 + 18,18 21,8+ 023" 0,31 +0,01¢
Na 8 309,7 6150 + 53¢  2163,0 £ 12,0° 8,9 +0,06° 0,28 +0,01¢
12 529,7 756,3 +55°  2789,0 + 28,8° 6,7 0,065 0,27 +0,00¢
16 741,6 669,3 + 60,6°  2750,0 + 16,5° 4,6 + 0,068 0,24 + 0,038
* 2 *0,0 00,0 + 0,04 00,0 0,04 0,0 = 0,004 0,00 + 0,004
CME/ 4 978 29990+ 13,85  3210,0 + 13,8F 63,5+ 0,28" 0,94 +0,01F
N 8 309,7  3061,0 + 46,95 31450 * 46,9F 20,0 +0,18% 0,97 + 0,02F
12 5297 32660 £ 372F  4111,0 £ 37,37 13,9 £ 0,077 0,79 + 0,01°
16 741,6  3917,0 £ 76,1 4764,0 + 76,1¢ 11,7 + 0,065 0,82 + 0,02°
*0 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0* 0,0 + 0,004 0,00 + 0,00*
CEC/ 150 18,1 +0,7° 2446 + 3,88 1,8 £ 0,022 0,08 +0,01F
Ph 250 423+08%  1020,0 +7,3P 43+ 0,03% 0,04 +0,00F
500 494 +07%  1911,6 + 77,2F 3,9+ 0,155 0,03 +0,01°
1000 110,8 + 0,1' 47553 + 18,61 4.9 + 0,029 0,02 +0,00¢
* () 00,0 + 0,04 00,0 + 0,0* 0,0 + 0,004 0,00 + 0,00%
CME/ 150 15,9 + 0,58 532,0 + 24,3¢ 3,7 +0,16° 0,03 + 0,00°
Pl 250 229 +0,1P 570,7 + 5,4¢ 2,4+ 0,027 0,04 £ 0,00%
500 257 +04F  1510,6 = 20,95 3,1 +0,04° 0,02 +0,00¢
1000 35,0 + 0,47 3098,1 + 22,9 3,1 +0,03° 0,01 + 0,008

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test de Tukey
(p<0,05); £ desviacion estandar; * controles; FBC= Factor de bioconcentracion; FT= Factor de
traslocacion.



