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1. INTRODUCCION

Como consecuencia de diversas actividades indigstrise ha generado una grave dispersion de
contaminantes en la atmésfera, el agua y el s&sl® Ultimo se caracteriza por ser un medio
estatico, donde los contaminantes pueden permapecegreriodos prolongados de tiempo. Este
tipo de permanencia es preocupante, debido a &&mr& de compuestos inorganicos, como lo
son los metales pesados (MP), los cuales no solednadables. Estos MP se encuentran en altos
niveles en suelos cercanos a minas y fundicionesedales, donde es posible encontrar metales
tales como cobre (Cu), cadmio (Cd), plomo (Pb)eeatros, los cuales debido a su alta presencia
limitan el establecimiento de la mayoria de laantas. No obstante lo anterior, existe un grupo
de plantas denominadas metalofitas, las cuales campaces de crecer en ecosistemas
contaminados con metales. En adicion, dentro dgdagde plantas metalofitas, se encuentra un
subgrupo de plantas conocidas como hiperacumulsd@s cuales han desarrollado diversos
mecanismos fisiologicos para resistir/tolerar attostenidos de MP, por lo que muchas de ellas
son endémicas de suelos contaminados.

Debido a la propia inmovilidad de la planta, seolsbgada a buscar estrategias para sobrevivir a
este tipo de suelo y es aqui donde se encuentranéa algunos grupos de hongos, los cuales
forman simbiosis mutualistas con la mayoria dedé&ses de las plantas, los cuales se denominan
hongos micorricicos arbusculares (HMA).

En particular, la mayoria de metalofitas que taldeapresencia de MP como Cu son especies
gue impiden su entrada a la raiz y su trasportesadjidos aéreos, lo que se conoce como
exclusion. Pero ya sea que las plantas incluyarMBso bien los excluyan, debe garantizar
mecanismos de tolerancia interna para inmovilizampartimentalizar y asi evitar los efectos

toxicos de los MP que llegan al interior de lasild.
Por lo anterior, conocer la capacidad que posedalofitas micorrizables para crecer en suelos

contaminados con MP, en particular Cu, resulta rd&@ gmportancia para incorporarlas como

herramientas biotecnoldgicas en programas de biedcion, en particular en paises como el
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nuestro, donde la actividad minera es de una enonagnitud, asi como su efecto en el
ambiente.

Como hipoétesis de este estudio se propone que riinacién entre la especi@encthera
picensis, la cual crece de forma natural en suelos contaois con Cu en el valle de Puchuncauvi,
y ecotipos nativos de HMA de esos suelos seramatite efectivos en el crecimiento y el

potencial uso como herramienta en fitorremediad®esos suelos.

Por lo anterior, los objetivos propuestos para estia fueron los siguientes.

- Objetivo General

Evaluar el efecto de la utilizacion de hongos miic@mos arbusculares (HMA) sobre el
crecimiento d€enothera picensis en suelos contaminados con Cobre (Cu).

- Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto de niveles crecientes de Cu selbestablecimiento y desarrollo de

la simbiosis planta/HMA.

2) Evaluar el comportamiento d®.picensis y de diversos ecotipos de HMA en la
fitorremediacion de suelos afectados por altoslesvee cobre

14



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares (MA), son una asoamuiatualista establecida entre determinados
hongos del suelo, los hongos micorricicos arbusesllHMA), y las raices de la mayoria de las
plantas terrestres (Cornegbal., 2008). Este tipo de asociacion es la mas exdareth el mundo

ya que alrededor de un 90% de las plantas tersestne capaces de establecer alguin tipo de
micorriza. Por una parte el hongo ayuda a la plardbsorber nutrientes minerales y agua desde
el suelo, mientras que la planta le cede al hongopaestos carbonados derivados de la
fotosintesis. (Gonzalez-Guerrero, 2005). Ademamderecer la nutricion de las plantas, también
contribuyen a la proteccion de las mismas frenfgtégenos del suelo y otorgan una mayor
tolerancia frente a estreses abioticos, como puseleestrés de tipo salino, hidrico, o debido a la
presencia de metales pesados (Azcén, Agulaal., 1991; Meieret al., 2012). Entre otros
aspectos importantes de esta asociacion en ambigegeadados y contaminados, la red de hifas
extrarradicales que se forman en el suelo y cistiatancias secretadas por el hongo durante la
asociacion favorecen la formacion de agregadoslestan el suelo, permitiendo una mejor

conservacion de la estructura fisica de este (Bbek, 2000).

2.1.1 Ecofisiologia de la simbiosis micorricica

El caracter mutualista de la simbiosis supone quéeoa simbiontes, en la mayoria de las
ocasiones, resultan beneficiados de esta asocjdciune generalmente se traduce en una mejor
nutricibn de ambos. La primera evidencia experialesbbre la transferencia de compuestos
carbonados de la planta al hongo fue proporciomadaHo y Trappe en el afio 1973, quienes
usando carbono 14 demostraron que, tras unas asnem detectaba carbono marcado en el
micelio del hongo. La planta le proporciona al horig organico derivado de la fotosintesis,

siendo el hongo capaz de absorber glucosa, qué@pedamente transformada a trehalosa y
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glucdgeno, y finalmente a lipidos de reserva (Bkegal., 1991). Existe una dualidad fisiologica
entre las hifas intrarradicales y extrarradicalelsHIMA, presentando las primeras la capacidad
de metabolizar glucosa e incapaces de utilizasaompuestos carbonados. Por su parte las hifas
del micelio extrarradical son incapaces de metaapljlucosa y fructosa, pero por glucogénesis
son capaces de metabolizar lipidos, derivados adlim intrarradical y desde ahi transportados
al micelio extrarradical (Baget al., 2002). Esta marcada compartimentacion del mésabo

del hongo, asociada a la diferenciacién que expmarianel micelio al establecer la simbiosis,
podria estar en la base de la incapacidad del hpaga crecer independiente de la planta

(Gonzélez-Guerrero, 2005).

En relacion a las MA, la nutricion mineral es urlads aspectos mas estudiados de la simbiosis,
debido a la importancia que ésta tiene en el dakawegetal. Los aspectos que favorecen la
nutricion pueden ser diversos, como la presencidasienifas que como consecuencia de su
tamafio y distribucion son capaces de explorar womalumen de suelo que las propias raices,
por lo que aumentan la capacidad de absorcion tleemies. También estas son capaces de
competir mas eficientemente que las raices cons atnecroorganismos del suelo por los

nutrientes (Linderman, 1992).

Este tipo de asociacion micorricica puede ser resgme del 100% de la incorporacion de
fosforo (P) en algunas especies vegetales. Estaicains corresponde a un mecanismo altamente
eficiente, en el que se incorpora rapidamenterBvaés de las hifas del micelio extrarradical. Esta
incorporacion se debe a la presencia de transpoesdie alta afinidad, asociado a un simporte
de protones que es creado por distintdsAFPasas (Ferrokt al., 2002). Para evitar la
acumulacion de iones fosfato, que dificultariafuationamiento normal del hongo mediante un
incremento de la presion osmotica, éstos se palareformando cadenas de polifosfatos, las
cuales se acumulan en las vacuolas. Luego éstafmsbmios son transportados al micelio
intrarradical vehiculizado en el interior de laxwalas tubulares que se encuentran asociadas a
los microtubulos del citoesqueleto, que dirigencdasientes citoplasmaticas (Olssaral., 2002;
Uetakeet al., 2002). Una vez en el micelio intrarradical, elifosfato es hidrolizado, liberandose
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el P mediante la actividad de ciertas fosfatasealinhs presentes en la vacuola (Gianinazzi —
Person & Gianinazzi, 1978).

Los HMA, también transfieren nitrégeno (N) a largtaen forma de amonio (NH o nitrato
(NO3). En este caso, la fuente de nitrégeno en formandenio es preferida por los HMA, la
absorcion se lleva a cabo mediante transportagsgexificos, luego es incorporado al glutamato
para obtener glutamina en el ciclo de la glutarmsintéasa/glutamato sintasa. La asimilacién del
N se ve facilitada por la accién de la enzima totraductasa. Segun trabajos realizados por
Lépez Pedrazat al. (2006), se ha aislado el gen que codifica unatnitreductasa eBlomus.
intraradices, que se expresa fundamentalmente en el arbudesti® tipo de actividad permite la

reduccién del nitrato y su incorporacion a la ghitea en forma de amonio.

2.1.2 Ciclo de vida de los hongos formadores de MA

Como se ha mencionado anteriormente, los HMA soibisntes obligados, ya que requieren de
una planta susceptible de formar micorrizas, ypasder colonizar la raiz y completar su ciclo de
vida. Los HMA producen esporas de origen asexua, tyavés de la germinacion de éstas
comienza su ciclo de vida. Este es un proceso erdbente de la presencia de la planta
hospedadora, y que requiere de condiciones adecudaumedad y temperatura (Gonzélez -
Guerrero, 2005). El proceso se inicia a partir da hifa de penetracion, la cual es originada de
una espora germinada. Estas hifas pueden ser aéntgrcelular e intracelular en la raiz, y
desarrollan unas estructuras denominadas arblUsdolbscuales son ramificaciones laterales
repetitivas que tienen lugar en las células delegdiSimultdneamente a la colonizacion de la
raiz, el hongo desarrolla en el suelo una red delij el cual constituye la fase extrarradical de
la simbiosis, la cual es la principal responsabde lal absorcion de nutrientes minerales,
absorbidos por la planta. Debido a la complejidadadsimbiosis se han desarrollado técnicas de
cultivo, tales como el cultivo monoxénico, el cysrmite el desarrollo de la misma en
condicionesn vitro, permitiendo observar el desarrollo del micelitraxadical. De esta manera

se ha observado que el desarrollo del hongo seaimpdmeramente a través de hifas
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relativamente gruesas denominadas hifas explorsdoestas hifas sufren periddicas
ramificaciones (hifas secundarias, terciarias,arnatias, etc.) y son las responsables del avance
del micelio y de la extension de la colonia fungiéaintervalos regulares, se forman estructuras
muy ramificadas, que se asemejan a los arbUusardoscidas como BAS (del inglés Branched
Absorbing Structures) (Gonzalez-Guerrero, 2005yaduipotética funcion seria la absorcion de
nutrientes del suelo (Bago, 2000). Los BAS sonuesiras transitorias y al cabo de unos dias
pierden su contenido citoplasmatico a menos quardgen esporas. Con el desarrollo de estas

nuevas esporas, se dara inicio a un nuevo ciclo.

Espora en germinaicio Espor: quicscenic
Formacion de a[ru::u:lu.—'-

4y

s,
- ?'. i
. - ﬂ
; o d (S, SO o
Formacion de = -
hifas Dresarrolle de hifas
intercelulares ¥ exploradoras

arbusculos -
E MMICELIC

EXTRARRADICAL

Formacion de vesioulas

MICELID
INTRARRADICAL

Figura 1. Ciclo de vida de HMA y estructuras caracteristidasus fases intra y extrarradicales
(extraido de Gonzalez-Guerrero, 2005).
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2.1.3 Filogenia y diversidad

Registros fosiles y los resultados de las datasioneleculares sugieren que los HMA tuvieron
origen hace 460 millones de afos (Redeekei., 2000), cumpliendo un rol importante en la
absorcion de nutrientes de baja movilidad como gldgua por parte de los antecesores de las
plantas actuales. Lo anterior fue ratificado poadaciacion entre HMA con plantas primitivas,
como los briofitos (Schuf3ler, 2000).

Los intentos por clasificar a los HMA se remontafinas del siglo XIX y principios del XX,
cuando éstos hongos se incluian en la familia Emulgeae, dentro del phylum Zygomycota,
basandose principalmente en el parecido de espoesporocarpos a los de los zigomicetos
(Gerdemann y Trappe, 1974). Actualmente, debida iadorporacion de estudios moleculares,
especialmente el analisis de la subunidad 18setelAPNr se ha podido determinar su origen
monofilético y se ha agrupado en un nuevo phyluenochinado Glomeromycota. Este phylum
se encontraria mas préximo de los ascomicetos igibascetos, con los que compartiria un
ancestro comun. (Schiufkgral., 2001). Este nuevo phylum se compone de una relase, los
Glomeromycetes, que a su vez comprende cuatro @de@lomerales, Diversisporales,
Paraglomerales y Archaesporales. Es de destacarefugeneroGlomus, que representa
caracteristicas morfoldgicas y estructurales bigiindias, muestra divergencias filogenéticas
importantes, que han llevado a su subdivision emeos tres grupos, dos de los cuales se
incluyen en el orden GlomeraleGl¢mus A y B), y el tercero en DiversisporaleGl¢émus C)
(Schwarzottet al., 2001). La ultima modificacion del phylum Glomergcota, incluye a la
familia Pacisporaceae, representada por el géPamispora y realizada por Walker y Schif3ler
(2004).
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(Pacisporaf Diversisporaceas
Gieasporacene  (Diversispora
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Figura 2. Filogenia propuesta para los hongos formadoreniderrizas arbusculares basadas en
las secuencias de la subunidad pequefia de (SSBWR8&l (SchulRleet al., 2001).

2.1.4 Efectos ecosistémicos de la simbiosis micaoich

La base de la simbiosis MA, es principalmente oigmnal; sin embargo, las ventajas
ecosistémicas que ésta produce son numerosas.siEnbisis participan diversos propagulos de
HMA, ya sean esporas, micelio y trozos de raiz ipmente colonizadas, emitiendo hifas, de
forma intracelular o intercelular, funcionando comom sistema radical complementario,
permitiendo aumentar la captacion de nutrientesgyaadesde el suelo y direccionandolo
posteriormente hacia la planta (Corngj@l., 2008). Otras de las ventajas que se generast&n e
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asociacion, son la tolerancia de las plantas nmzamas al ataque de patdgenos del sistema
radical (Hookert al., 1994), a la presencia de metales en el suelo/@est al., 1999; Vivaset

al., 2005; Meiert al., 2012), al estrés hidrico (Sanchez—Diaz y Hormd8i94; Marulandet al.,
2003), o a condiciones extremas de pH del sueljuéia y Moreira 1997; Clar&t al., 1999;
Cornejoet al., 2008).

La extensa red de hifas generadas en el suelo,itpeammmentar la capacidad de estabilizar
fisicamente los suelos, ya sea previniendo o femdtdb procesos de degradacion de los suelos
contaminados o erosionados. Esto se debe a laidagale extension en el suelo, entrelazando
particulas y favoreciendo la formacion de agregaelstables (Borieet al., 2008). Este rol
estabilizador posee un componente de tipo quimgcalih importancia, debido a la produccion
de proteinas por parte de las hifas del hongogles son liberadas al suelo y actian como
material cementante (Redlal., 2005; Curaqueo, 2011).

Diversos estudios han observado el efecto proteetdas micorrizas sobre los tejidos de la parte
aérea de la planta, habiéndose descrito protedoédie a Al (Cumming & Ning, 2003), Cs
(Berreck & Hansel wandter, 2001), Sr (Enétyal., 1999), Cd (Rivera—Becerst al., 2002), Mn
(Malcovéet al., 2003), Zn (Biet al., 2003) y Cu (Griffioeret al., 1994). Este efecto se debe
principalmente a la inmovilizacién del metal ennaicelio del hongo, especialmente en las
paredes celulares (Jongral., 2000), aunque también en estructuras del migeleno como
son las vesiculas o a un nivel intracelular, I@ngtos de polifosfato. Esta acumulacion del metal
en el micelio interno del hongo, explicaria la aolanién en las raices de la planta micorrizada
considerada en su conjunto (raiz+ hongo) (RiveraeBi et al., 2002; Rufyikiriet al., 2003;
Chenet al., 2003). Se ha observado incluso que los tejidgetales de la raiz micorrizada tienen
menores niveles de metales pesados que los d& laaamicorrizada cuando la planta crece en
suelos con niveles elevados de metales (RiveracerBeet al., 2002). Recientemente, Cornejo
et al. (10.1016), descubrieron ademas que las esporddldeposeen la capacidad de acumular

altos niveles de Cu en forma de sales, hasta llantatalidad de la espora.
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Todos estos efectos permiten la mejora de la ahlidd suelo, un mayor crecimiento de las
plantas, un aumento en la diversidad y productvide la cubierta vegetal y el establecimiento
de otros grupos microbianos beneficiosos, c&maobium, bacterias promotoras del crecimiento

vegetal y bacterias solubilizadoras de fosforo éBetral., 2005).

La actividad minera cobra importancia, debido gdaturbacion que se genera en los suelos,
presentando elevadas concentraciones de metaks;ubles pueden sobrepasar los limites
tolerables por muchas especies vegetales, en estelos cobran especial relevancia las
micorrizas al representar el componente fundarhdatk interface planta-suelo.

2.2 Contaminacion de suelos por actividades mineras

Uno de los problemas méas extendidos a nivel muydigle genera preocupacion en la sociedad
es la progresiva degradacion de los recursos mhesui@ornejcet al., 2008). Esta degradacion se
debe en gran medida a la pérdida del equilibriarahtle los ecosistemas, ocasionada por el uso
deficiente de los recursos naturales por partehdetbre, asi como al vertido de diversos
contaminantes a la atmosfera, al agua, suelo ysidbélenseswt al., 2000, Lynchet al., 2007).

La industria minera es una de las actividades masaminantes y mas perjudiciales para el
medio ambiente, la cual ha provocado grandes peartiones antrépicas en diversas partes del
mundo, provocando alteraciones en el medio ambemt®rma directa e indirecta. Los suelos
sufren el dafio del constante vertido de todo tpoesiduos, dado que son capaces de retener y
acumular los agentes contaminantes durante af@rglcslos mas habituales los metales pesados
(MP) provenientes de la industria minera. La counsgacia directa de esta contaminacion del
suelo es una ausencia de vegetacion o la pérdidsu dgoductividad, la disminucién de la
biodiversidad e indirectamente la contaminacion aled, y aguas superficiales y subterraneas
(Chenet al., 2003). Cuando un suelo ha sido continuamernligado, se deteriora, se degrada, y
deja de poseer y aportar sus cualidades inicides.suelo estd contaminado, cuando sus

caracteristicas fisicas, quimicas o biologicasimaigs han sido alteradas de manera negativa,
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debido a la presencia de componentes de caracligrose o dafiino para el ecosistema.

Entonces, la productividad del suelo se pierde toparcialmente.

2.2.1 La mineria del cobre en Chile.

La mineria es la principal actividad econémiceCide, en particular la mineria del cobre (Cu),
que representa el 40 % del total de las exportasiomacionales. Los recursos mineros
disponibles en el caso del Cu, 33.3 % de lasvasanundiales permiten ser el primer productor
mundial (37,4% del total mundial en 2004) (Cornetjal., 2008). La actividad minera del cobre
genera otros muchos productos, entre los que @estawlibdeno (27,6 %, 2° productor), plata
(7 %, 7° productor) y oro (1,7 %, 12°productor)t¢daCODELCO Chile; 2006). Por lo anterior,
y dada la importancia que representa esta activiatadChile, el impacto que genera en los

ecosistemas naturales es igualmente de una magoitsterable (Corneg al., 2008).

2.2.2 Suelos contaminados con Cu en Chile.

La zona centro-norte de Chile es donde principalenee desarrollan las actividades mineras,
siendo las zonas cercanas a las fundiciones lasafeésdas por descarga de MP. Ejemplos de
esta situacion se pueden encontrar en el sectlmsddaitenes, comuna de Puchuncavi, Region
de Valparaiso, y sectores de faldeos cordillerateota zona de Codegua cercana a la mina el
teniente, donde las fundiciones de Cu generaro®00la 30.000 hectareas degradadas
respectivamente. El afio 1990 existian en Chile &@fpios de residuos mineros abandonados
entre la 1l y VII region (Ginocchio, 2004), aumemda consigo la disminucion de la cobertura

vegetal y la degradacién progresiva del suelo.

23



2.2.3 Degradacion sobre ecosistemas.

Es sabido que los MP generan pérdidas graves dalidad del suelo, puesto que no son
biodegradables (Reimareh al., 2001), generando efectos toxicos en macro yaoiganismos

los cuales se traducen en una importante disminud&la biodiversidad (Gillegt al., 1998,
Sarabiaet al., 2003). Este es una de las mayores problem&iizasse deriva por efecto de la
actividad minera y la descarga de MP, provocandigo un fuerte impacto negativo en las
comunidades bidticas y una perdida en la funcidaedlide las especies, desencadenando un
circulo de efectos negativos que pone en riesgoseenibilidad de los ecosistemas (Kennedy &
Smith 1995). Esto tiene repercusion directa erélaiga de calidad fisica y quimica del suelo,
retroalimentando los efectos negativos y generamdoespiral de degradacion (Cornejo, 2006).
En la Figura 3 se esquematiza el efecto primaretgodrian niveles téxicos de MP en el suelo.
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Figura 3. Interacciones involucradas en la degradacion sled¢osistemas naturales ocasionadas
por la descarga de metales pesados. (Coehalg 2008, modificado de Barehal., 1999).
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2.3 Alternativas de Remediacion

2.3.1 Fitorremediaciéon

El aumento de elementos organicos y/o inorganicofog suelos, agua y aire constituye una
preocupaciéon mundial, debido a sus efectos negativo el medio ambiente y en la salud
humana. Debido a esta serie de problematicas sddsanrollado técnicas de remediacién, entre
las cuales se encuentra la fitorremediacion, & tieme por objetivo remover o dejar en formas
inocuas contaminantes inorganicos u organicos pr@ndo la estabilizacion fisico-quimica de
los suelos, todo esto mediado a través del usskcies vegetales. Existen numerosos estudios
gue demuestran la significativa contribucion de HI&A en la remediacion de suelos. Por
ejemplo, se ha observado que la micorrizacion eomfa las plantas una mayor capacidad de
establecimiento en suelos afectados por actividadesras (Shettet al., 1994). Otros estudios
han demostrado que plantas micorrizadas cdwena sativa y Hordeum wvulgare extraen
cantidades considerables de algunos MP como Ph #%no demuestra su utilidad en procesos

de fitoextraccion y fitoestabilizacion (Cornegoal ., 2008).

2.3.2 Fitoextraccion

La fitoextraccion utiliza plantas que acumulan ades altas de MP en su parte aérea, las
cuales son utilizadas en suelos contaminados \emp@shente cosechadas e incineradas. Las
cenizas resultantes representan el peso origindé déomasa seca (aproximadamente el 7%),
estos tipos de desechos son tratados como regpeligeosos o bien tratados en fundiciones para
recuperar los metales presentes en ella (Gino@f0d). Se debe considerar que la capacidad de
fitoextraccion depende principalmente de la sefetde la especie, su capacidad de extraccion,

su conformacion genética y de las condiciones amtddies (Pollardt al., 2002).
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2.3.3 Fitoacumulacioén

Consiste en la utilizacion de plantas toleranteftas niveles de metales pesados para activar el
funcionamiento de la biota y promover la inmovitiZan de este tipo de metales, la que puede
ocurrir dentro de la raiz o en complejos con laematorganica del suelo o exudados de la planta
u otros organismos (Cornegb al., 2008). En diversos estudios se ha observadareporte de
algunos MP como Zn, Cd y Cu a través de las hifi@oes de plantas micorrizadasTaddolium
repens y Zea mays, sin que se produzca su posterior translocacitn arte aérea (Joner &
Leyval 1997; 2001). EI MP queda en el suelo, perofaimas menos disponibles para otros
organismos, reduciendo su toxicidad (Corretjal., 2008; Meiert al., 2012).

2.4 Metalofitas

Gran parte de los metales presentes en el sumlw el Cu, Co, Fe, Mn, Mo, Zn y Ni, son
micronutrientes esenciales para muchos organismgss,v pero si se encuentran en
concentraciones elevadas son toxicos (Lambegs., 1998). En sitios cercanos a fundiciones
mineras es comun encontrar este tipo de metalegtensas areas, limitando el crecimiento de
plantas y el desarrollo de la fauna. A pesar de esiste un grupo de plantas llamadas
metalofitas, las cuales han desarrollado una skErimecanismos fisioldgicos que les permiten
crecer en zonas contaminadas con metales. Se peedentrar metalofitas estrictas endémicas y
otro tipo de plantas denominadas pseudometaléétaslecir poblaciones tolerantes de especies
comunes (Pollarcet al., 2002). Dentro del grupo de metalofitas existegumapo aun mas
reducido denomidado hiperacumuladoras, definidamoc@species metalofitas capaces de
concentrar metales en altas cantidades (en tep@@®s). En el caso del Cu, estas plantas pueden
acumular mas de de 1.000 mg kg-* del contaminantguebiomasa aérea en base a su materia
seca (Baker & Brooks 1989; McGrath 1993; Gonzétest., 2008). Esta resistencia por parte de
la planta le permite llevar a cabo su desarrall@gos ambientes, debido a la restriccion en la
absorcion y/o translocacion hacia los tallos, pgémioles mantener concentraciones

relativamente bajas en la biomasa aérea, indeperdde la concentracion del suelo (Baker,
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1981). Entre las acumuladoras se han reconocidoedies grados de acumulacion de metales,
desde pequeiias translocaciones sobre el nivel uddb $rasta concentraciones elevadas de
metales pesados como él Ni, Zn, y Co en su biomésza, sin mostrar sintomatologia aparente

de toxicidad, denominandose hiperacumuladoras @reil., 1977).

2.4.1 Metalofitas endémicas de Chile

En nuestro pais el estudio de estas especies iesteecDentro de éstos, algunos trabajos
realizados por Gonzales al. (2008), describen 22 especies metalofitas acutortds de Cu en

la zona del valle de Puchuncavi, Region de Valparaiercanas a la Fundicién Ventanas. Este
ecosistema ha recibido el depdsito de materialgeadido con metales pesados por varias
décadas, generando serios problemas de pérdidaldstura y diversidad de la vegetacion
autoctona (Ginocchio, 2000; Gonzélezal., 2008). Ademéas de la presencia de una notable
diversidad de metalofitas, también existe una Bagtiva diversidad de HMA (Cornejet al.,
2008). En este estudio se encontraron distintoippsode HMA, asociados a plantas como
Oenothera picensis , Baccharis linearis e lmperata condensata, pertenecientes principalmente a
los génerosAcaulospora, Gigaspora y Scutellospora. Acaulospora aff. lacunosa, se encontro
practicamente la totalidad de la comunidad de HMgocados aOenothera picensis,

registrandose una alta especificidad en esta asoeiplanta-HMA (Cornej@t al., 2008).

2.4.20enothera picensis

Oenothera picensis Phil. se desarrolla frecuentemente en orillas de cansoa® también en
praderas degradadas; ademas, es resistente aula segecesita escasa mantencion (Matthei,
1995).

Esta especie no es considerada hiperacumuladaaep trabajos realizados por Gonzé&ted .
(2008), se identific esta especie con concenmasielevadas de Cu, sobre 614 mg Cti Egta

especie es de interés debido a la asociacion cesema con ecotipos de HMA del genero
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Acaulospora, uno de los géneros mas extendidos en el ecosistienia zona de Puchuncavi
(Cornejoet al., 2008).

2.5 Mecanismos de las plantas micorrizadas frente estrés por metales pesados

Debido a la biotrofia obligada de los HMA, los meisanos por los cuales hacen frente a altos
niveles de MP se expresan practicamente en sudadaén el estado simbidtico, formando la
MA. Estos mecanismos son en su mayoria muy sirsiates que representan las plantas (Figura
4). Estos son (1) inmovilizacién en el suelo posdarecion de sustancias quelantes (glomalina);
(2) enlace de MP a los biopolimeros de la paredlaelquitina); (3) inmovilizaciéon sobre la
superficie de la membrana plasmatica una vez ataaleela pared celular; (4) trasporte de
membrana que ingresan MP desde el suelo al cito®)l; quelacion intracelular por
metalotioneinas, acidos organicos, aminoacidosgXpdrtacion de MP desde el citosol mediante
trasportadores de membrana; y (7) confinamient¥Been vacuolas (Gonzalez—Chawtzal.,
2004, Gonzalez—Guerrero 2005, Gohre & PaszkowdB62Cornejoet al., 2008; Meieret al.,
2012). En adicién, mecanismos que solo preserghfiango para aliviar el estrés por MP seria
(8) su transporte a través de las hifas, favoregaidratarse de organismos con hifas cenociticas.
Por otra parte (9) la posible existencia de trartadores en la membrana de los arblsculos que
exportan MP hacia la matriz interfacial (zona dataoto intimo entre la membrana plasmatica

del hongo y la célula radical), permitiria una mapeorporacion de MP por la planta.
Las bases bioldgicas de la simbiosis MA y los misrans que presentan ambos simbiontes para

hacer frente a la toxicidad por MP convierten a estociacion en un componente clave en
ecosistemas contaminados (Corretjal., 2008; Meiert al., 2012).
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Figura 4. Mecanismos de tolerancia al estrés por metalesdpsesdesarrollados por la simbiosis
MA (Extraido de Cornejet al., 2008, adaptado de Gére & Paszkowski 2006).
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2.5.1 Glomalina

La glomalina es una glicoproteina producida por HEIA y liberada en el suelo por
transformaciones de las estructuras fungicas, si@aedmulada en grandes cantidades (Wright,
Upadhyaya, 1998). Esta glicoproteina une las pdaticdel suelo, estabilizando los agregados,
ayudando asi a evitar procesos degradativos comm$on hidrica y/o edlica. Se ha encontrado
con relativa abundancia (2 — 15 mg suelo) en un amplio rango de suelos, sean esitssan
calcareos y bajo diversos cultivos, tales como gnas] cereales, especies forestales, etc...
(Wright, Upadhyaya, 1998). Estudios realizados@omejoet al. (2008) y Vodniket al. (2008),
sugieren que existe una directa relacion entrailedes de MP en el suelo, en particular, Cu, Zn
y Pb, y la cantidad de glomalina acumulada. Ademsta proteina tiene la capacidad de
incorporar y secuestrar en su estructura diversiales a través de uniones estables con algunos
de sus grupos funcionales, pudiendo llegar a reptascantidades importantes de la totalidad de
MP presentes en el suelo (Gonzalez — Chévalz 2004; Cornejet al., 2008).

2.6 Perspectivas futuras.

Existen diversos estudios que sugieren alternagiaes la remediacion de las zonas afectadas por
la actividad minera. Dentro de estas alternativei® déa utilizacion de plantas asociadas a
microorganismos del suelo en programas de fitordiwen. Los HMA son una destacable
alternativa a este problema, ya que estan presentis mayoria de los ecosistemas terrestres y
su efecto beneficioso sobre el establecimientcegigiento de las plantas los convierten en una
de las mejores alternativas para la aplicacionregramas de fitorremediacion, llamada en este

caso “micorrizorremediacion” (Kahn, 2002)

El esquema presentado en la Figura 5 represenpaotwcolo de actuacion a implementar, que
permitiria la obtencién de aislados de HMA de adgseécotipos mas aptos para el proceso de
micorrizorremediacion (Corneje al., 2008). La identificacion del HMA es clave, ermtmalar

Su caracterizacion genética, ya que permitiria datgrior deteccion de diferentes ecotipos
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colonizando las raices, a diferencia de la canaet@én morfologica que solo permitiria la

identificacion de esporas del HMA en el suelo, pese@n la raiz (Cornejet al., 2004).

Estudios realizados bajo condiciones controladg&éesen que la interaccion entre HMA nativos
de la zona central de ChileGenothera picensis favorecen la absorcion y acumulacién de Cu y
Zn en la raiz de esta planta, favoreciendo la dttdglizacion de estos metales (Meétral.,
2008). Cabe mencionar que el objetivo final de larrbmediacion es la recuperacion del
ecosistema, con un buen funcionamiento de los poscde ciclado de nutrientes, en los que los
microorganismos, entre ellos los HMA, juegan ungbagrucial. Por tanto, resulta de gran
importancia el aislar y seleccionar los organismets/os, tanto de HMA como metalofitas, cuya
reintroduccién favorezca en mayor medida la reagén del ecosistema (Herresigal., 1993,
Requenat al., 1997; Cornejo, 2006; Meiet al., 2012).
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Figura 5. Estrategia propuesta para el estudio de la doeisde HMA y actuacién en zonas
afectadas por actividades mineras para la recuparde cubierta vegetal (Tomado de Corretjo
al., 2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Suelo

El suelo fue obtenido desde un ambiente meditestaaedafio a la Fundicion Ventanas
(CODELCO), ubicada en el valle de Puchuncavi (32°30 "S 71° 28' 17" O), Regién de

Valparaiso, Chile (Figura 6). Desde esta zona s® ttambién el material vegetal, los cuales
fueron utilizados para el posterior desarrollo dgperimento. Este se llevd a cabo en el
invernadero del Departamento de Ciencias Quimidasgursos Naturales de la Universidad de
La Frontera, Regién de la Araucania.
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Figura 6. Ubicacion geografica del rea de estudio (Tomadaatealezt al., 2008).
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La zona desde donde se obtuvo el suelo se caracpmn la alta contaminacion con Cu, debido a
la descarga continua por emisiones gaseosas Ypésitle de particulas enriquecidas en metales
de la fundicion desde el afio 1964 (Cornejoal., 2008a). El suelo corresponde a la serie
Chilicauquén, de textura fina, arenosa, moderadtan@mfundo, formado sobre substratos de

arenisca cementada con arcilla de los horizontesrsres.

—

a)

M/

S

Figura 7. Sector aledafio a la Fundicion Ventanas, ubicadalevalle de Puchuncavi. a)

Panoramica de la Fundicién Ventanas, b) Suelo @tega) Carcava en el sector aledafio.
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3.1.2 Material vegetal

El material vegetal recolectado correspondié a Kasnde Oenothera picensis Phil., especie
perteneciente a la familia Onagraceae, bianualatiestlargos y erectos de 40 — 100 cm de
longitud, cubierta con pelos densos a esparcidias lbasales en roseta de 10 a 25 cm de largo,
lanceolados e irregularmente dentados. Con unftakad de 1,5 a 3 cm de largo. Originaria de
Chile y algunas zonas de Argentina. Es frecuentordgrarla a orillas de caminos, huertos

frutales y praderas degradadas (Matthei, 1995).

3.1.3 Inoculacion de hongos micorrizicos arbusculas

Se utilizaron dos tipos de HMA. El primero corresgd a un mix de HMA denominados
Glomeromicetos autoctonos (GA), provenientes delosuecolectado cercano a la Fundicion
Ventanas. A este suelo se le adiciond un indculesperas de este mismo suelo (GA), el cual se
realizé por el método de tamizado humedo y decanti@dGerdemann y Nicholson, (1963). El
segundo grupo de HMA utilizados, correspondi6é auwltivo puro de in6culos del hongélomus
claroideum (GC), provenientes de potes trampa realizadosgelos agricolas de la Region de la
Araucania, con trébol Yenothera picensis, como especies hospedadoras. Se realizd una
extraccion de esporas por el mismo método antesiorado y se procedid a inocular como se

describe en el siguiente punto
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3.1.4 Condiciones de establecimiento, crecimientccpsecha

Se utilizaron almacigueras plasticas para la oldende plantulas (Figura 8). Se realizaron tres
tratamientos distintos: (GC), (GA) y un controln shocular. Se utiliz6 arena como sustrato,
previamente esterilizada a 121°C usando autoc&eitilizd6 como material vegetal semillas de
Oenothera picencis, las cuales fueron esterilizadas en hipocloritcsdéio (NaCl 5%) durante
cinco minutos, las cuales luego fueron lavadas dessamgua estéril. Las semillas fueron
sembradas en el sustrato y se obtuvieron plantlégspués de tres meses, (se realizaron 3
repeticiones).

Posteriormente se utilizaron columnas para llevacabo el experimento, las que estaban
separadas con malla de nylon de 63 micras. Sedugh ellos suelo proveniente de las cercanias
de la Fundicion Ventanas, el cual se obtuvo agrefundidades: 0-10, 10-30 y 30 -50 cm de
profundidad. Sélo el suelo que contenia a los otegrfue previamente esterilizado. El suelo de
los tratamientos GA y GC fueron previamente inGdo¢a y tratados con distintas
concentraciones de cloruro de cobre (GuQH0), las que correspondieron a 0 Cu y 300 mg
kg? de Cu. El ensayo se establecid bajo condiciormsdraladas en invernadero, con
temperaturas que oscilaron entre los 22 + 3 °Cntieir@l dia y 15 + 3 °C durante la noche, con

aire acondicionado sin control de Humedad Relativa.

El estudio tuvo una duracion de 6 meses desdeadlesimiento de las semillas hasta la cosecha
de las plantas. Para la cosecha del material Vegdtmlogico, se procedid a separar la parte
aérea de la raiz en bolsas de papel para el poséerdlisis en laboratorio. ElI material biol6gico
(suelo) se recuperod de cada una de las profundidade almacené en bolsas plasticas, con su

respectiva identificacion y se analizé posteriorteem laboratorio.
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Figura 8. Establecimiento del experimento. a) Bandejas algu@eas, bDenothera picensis y

¢) Columnas
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3.2 Métodos

3.2.1 Disefo experimental

Se utilizé un disefio completamente aleatorizada 8orepeticiones por cada tratamiento
formado. En este estudio, se utilizd un disefioctofgal, que incluyd micorrizacion (con o sin
micorrizas, siendo utilizados dos tipos de HMA) yni®eles de concentracién de cobre. El
estudio se realiz6 con la especie metalofnothera picensis como planta hospedadora y
hongos MA nativos del Valle de Puchuncavi, obteside suelos contaminados, y de hongos
MA obtenidos de un pote trampa. Se realizO0 en mete de columnas para analizar el
comportamiento de la simbiosis frente a concerdres crecientes de Cu. Cada tratamiento
(Cuadro 1) tuvo 3 repeticiones, dando un total 8leudidades experimentales totales. Para los
tratamientos con incorporacion de Cu se utilizor@lo de cobre (Cugk 2H,0). La descripcion

para cada tratamiento se detalla en el siguiendel©u

Cuadro 1. Tratamientos de la especie vegetal en estudio

Tratamientos | Descripcion

Suelo estéril (Testigo) S.N.C con adicion de Cu (0)

Suelo estéril (Testigo) S.N.C con adicién de CW0}30

Suelo contaminado (S.C) con adicion de Cu (@Glemus claroideum (GC)
Suelo contaminado (S. C) con adicién de Cu (30GB)omus claroideum (GC)
Suelo contaminado (S.C) con adicion de Cu (Glemeromicetos (GA)
Suelo contaminado (S.C) con adicion de Cu (30G)omeromicetos (GA)

o g b~ W N B

Abreviaciones: S.NC.= suelo no contaminado, S.@Qetoscontaminado, GC&lomus

claroideum, GA=Glomeromicetos, 0= mg kg* de Cu, 300= mg k§de Cu.
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3.3 Determinaciones

a) pH

Se determind el pH del suelo, con un pH — metrourex mezcla de suelaf® en proporcion 2/5
p/p. Para esto el pH — metro fue calibrado prevideng se procedié a pesar 4 gr de suelo, los

cuales se mezclaron con 10 mL de agua destiladadenmuestra.

b) Colonizacion

Se midio el porcentaje de colonizacion radicakaaés de una placa cuadriculada, contando el
numero de intersecciones horizontales de acuerdetdo del intercepto de lineas descrito por
Giovannetti & Mosse, 1980, y McGonigee al., 1990. La observacion se llevo a cabo en una

lupa estereoscopica a 40 aumentos.

El procedimiento fue el siguiente:

1. Se cortaron las raices en segmentos de aproxingade 1 cm y se sumergieron en una
solucion de KOH al 10% plv, en la que se mantuvieharante tres dias.

2. Se elimino la solucién de KOH vy las raices saran con abundante agua.

3. Luego se sumergieron en una solucién de HC¥aply, donde permanecieron por un dia.

4. Posteriormente se elimind la solucién de HGE yBadio solucion de azul tripan al 0,05% p/v
en acido lactico, donde se mantuvieron un dia.

5. Finalmente se elimino la solucién de azul triggnlavaron con agua y se conservaron en acido
lactico hasta su observacion (Procedimiento despdat Phillips y Hayman, 1970)

6. Para la cuantificacion de la colonizacién, lakes tefiidas se extendieron sobre placas de
metacrilato cuadriculada, contandose con ayuda digph estereoscopica, y la proporcion de la
raiz micorrizada se obtuvo a través de la siguitamtaula.
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% Colonizacion = Imdeptos (+) x

Total de interceptos

c) Densidad de Micelio

Las hifas extrarradicales totales se determinamnlg metodologia descrita por Rulebal.,
2003. La cuantificacion de la densidad total deatike realizO0 mediante el método de
interseccion en linea de Newman (1966).

El procedimiento fue el siguiente:

* Sepeso 1l grde sueloy se le agregaron 4 ml delezdpan.

» Se llevo a agitador por 30 minutos a 260 rpm.

* Luego se le agregd 16 mL de agua destilada yse #idafio maria por 10 minutos.

* Se recogido 1 mL de la muestra en un filtro de mamédrcuadriculado de 04 de

tamafio de poro.

La cuantificacion de micelio se realiz6 midiendddagitud total de la reticula y el area total
analizada, y se obtuvo la longitud de micelio pnésen la superficie analizada del filtro, usando

la siguiente ecuacion:

R3n AN x Fd x Fps

2H
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donde R es la longitud de hifas en el area de naerlié es el area de medicion en el filtro, N es
el nimero de intersecciones, H es la longitud td&lla reticula utilizada, Fd es el factor de
dilucién del suelo (20 mL de agua) y Fps es dbfage humedad del suelo.

d) Esporas

La extraccion de las esporas se llevé a cabo parésbdo de tamizado humedo y decantado

(Gerdemann y Nicholson, 1963), con algunas modiftcees por el tipo de suelo.

El procedimiento seguido fue el siguiente:

» Se pesaron 20 gramos de suelo fresco y cuidadosarieron pasando con ayuda de
agua a través de un conjunto de tamices serie Maglé25um, 250um, 100um y 53um
de luz, separando piedras y restos de raices.

e Se procedi6 a arrastrar el contenido de los tanii®@sy 53um de luz, con ayuda de una
piseta a tubos de centrifuga de 50 mL.

» Se afadi6 agua hasta 20 mL y se llevo a centri&uga00 rpm, durante 10 minutos. El
sobrenadante se descarto.

» Posteriormente, se completd hasta 40 mL con salud& sacarosa al 70% p/v y se
centrifugé a 2500rpm, durante 10 minutos.

» Se extrajo el sobrenadante, vertiéndolo en el talmib3um de luz, se lavé con agua
destilada con una piseta y se recolecté en una pdancaster para su observacion bajo
microscopio estereoscopico, a 40 - 45 aumentos.

* Finalmente se observdé de acuerdo a caracteristicaldgicas de cada especie, las

distintas esporas y se realizé la cuantificacion.
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e) Estabilidad estructural de los agregados

Corresponde al resultado de la fuerzas de cohesitie las particulas de suelo para resistir la
aplicacion de fuerzas distruptivas. Para la detgaoidn se utilizd la metodologia descrita por
Kemper y Roseau (1968).

Procedimiento:

» Se tamizo una proporcion del suelo seco al aitamites serie Tyler de 2 y 1 mm.

» Se pesaron 4 gr de la fraccion recogida sobreneztde 1mm de luz, que fue depositada
sobre un cribador de 0,25 mm, el cual se introénjain bafio de arena lavada hasta que
las particulas de suelo se humectaron a saturacion.

» El cribador con la muestra hiumeda se coloco em@pe de tamizado sobre recipientes
de acero inoxidable que contenian 25 mL de agudatizs

» El equipo se hizo funcionar por 3 min (35 ciclosyi) para completar 105 inmersiones
del cribador en el recipiente de acero con agua.

» Los recipientes de acero se secaron y pesarorueltd sue queda en el depdésito es el
material no estable a la disgregacion por efectagiea.

* Los recipientes de acero se cambiaron por otrosasuque contenian 25 mL de una
solucion dispersarte (2 gr hexametafosfato de dodig se hizo funcionar nuevamente el
equipo, hasta que solo quedaron particulas de aadhra el cribador. Cuando el tiempo
fue superior a 20 min, se procedio a la disgregamécéanica de los agregados con una
varilla. Posteriormente, los recipientes se secgrpesaron. El suelo que queda en los
mismos corresponde en este caso a los agregadbkessl agua.

La proporcion de agregados estables al agua sdaaln la siguiente férmula:

AEA (%) = (DH — d2 — 0.05)
(DA — d1) + (DH — d2 — 0.05)
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Donde AEA (%) es el porcentaje de suelo agregathblesal agua; DH el peso en gramos del
recipiente de acero mas el suelo y dispersartsafpindo tamizado humedo; d2 es el peso en
gramos del recipiente usado para el segundo tamizZd®5 es la cantidad en gramos de
hexametafosfato de sodio presente en 25 mL de rdape; DA es el peso en gramos del
recipiente mas el suelo del primer tamizado humgdd] es el peso en gramos del recipiente

usado en el primer tamizado.

f) Glomalina

Se realizo el andlisis de glomalina total y postenente se evalué a través del método Bradford.

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

» Se pesé 1 gr de suelo tamizado en tamices dei¢aTgger de 2 y Imm de luz. Se colocé
el suelo en tubos de centrifuga de plastico redistge 50 ml

* Se afiadié 8 ml de citrato de sodio pH 8,0.

» Se agitd con cuidado y se llevo a autoclave panitos a 121°C y 1 atm.

» La muestra se retiré del autoclave, se dejo enjrse centrifugé a 3000 rpm, durante 15
minutos.

» Se transfirid el liquido cuidadosamente mediantemudo a un matraz aforado de 50
ml.

» Al residuo contenido en el tubo, nuevamente sgiegd 8 mL de citrato de sodio pH 8,0
y se realizo dos veces este procedimiento.

» Luego se mezclardn las tres repeticiones y serafora 50 mL con citrato de sodio pH
8,0.

» Del extracto de 50 mL, se tomé una alicuota laspuransfirié a tubos eppendorf de 1,5

mL y se centrifugo a 10000 rpm durante 15 minutos.
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e En tubos de 1 mL se preparan las muestras midid@gd. de solucion PBS pH 7,4, se
afladieron 5QL de glomalina y 20QuL de reactivo Bradford, se agito suavemente en un

vortex y se leyd en un espectofotbmetro a 595 nm.

g) Biomasa radical

Se realizaron analisis de peso fresco y seco parta aérea y de la parte radical de las plantas de
Oenothera picensis.

La metodologia usada fue la siguiente:

e Se registraron los pesos de cada una de las plaatde de sus partes aéreas como
radicales en una balanza analitica. Estas fuersiepormente puestas en bolsas de papel.

» Las bolsas fueron llevadas a estufa a 65°C poo#ish

» Se retiraron, enfriaron y fueron nuevamente regsis los pesos de cada una de las

muestras, con lo que se calcul6 el porcentaje detad con la siguiente formula.

% Humedad= Peso hiimedo de la naedbeso seco de la muestra x 100

Peso humedo de la muestra
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3.3.1 Andlisis Estadistico

El tipo de HMA utilizado, el efecto de la adicioe €u, y la interaccion de estos dos factores,
fueron analizados por Anova bifactorial utilizanelgorograma JMP 8.0. Cuando se encontraron
diferencias significativas (p<0,05), las mediasrdne comparadas mediante test de rango

multiple de Tukey.
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4. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Produccién de Biomasa

En la Figura 9 se muestra la produccion de bion@ea los tratamientos GA; GC a
concentraciones crecientes de Cu 0 y 300 myg k8e observo en el tratamientos GC 0y GA 0
gue el porcentaje de materia seca fue de alredd0/51 gr en promedio, se pudo ver a lo largo
del experimento que el crecimiento aéreo fue memolos tratamientos con 300 mgkgu,
como se verifica en la figura. La asociacion @anGA fue mas favorable para el desarrollo de
biomasa enO. picensis. Se hace notable la importancia de HMA para progs de
biorremediacion, donde la importancia de este dip@sociacion es fundamental. Autores como
Davies et al., (2001), quienes sometieronHa annuus a niveles crecientes de Cr en suelo,
observaron que la diferencia de produccion de bsantatal entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas se acentuaba mas en los nivelesddtasntaminacion, sugiriendo que los HM son

condicionantes en situaciones de stress.
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Figura 9. Produccion de materia seca (g) aérea y radieagdos con GC&lomus claroideum,

GA= Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 m@tide Cu.
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4.2 pH

En la Figura 10 se presentan los resultados olisipdra pH del suelo para cada tratamiento del
estudio: controles sin inocular, GC, y GA a lagidias dosis de Cu: (0) y (300) ppm.
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6,4
6,3
6,2
6,

5,

5,8

Control 0  Control 300 GCO GC300 GA 300

pH

o =

w

Tratamientos (mg Cu Kg™')

Figura 10. pH del suelo, tratamientos Controles (sin inocul&¢= Glomus claroideum, GA=

Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mgtkde Cu .

Los tratamientos mostraron valores de pH, en génecarcanos a 6,6. No obstante, los
tratamientos con aplicacion de Cu (300), presentaatores mas bajos, siendo el tratamiento con
el menor valor el correspondiente a CG 300. Estiripeestar indicando que a mayor contenido
de Cu los valores de pH del suelo son menoresapteimente debido a un desplazamiento de

protones desde los sitios de intercambio en ebsuel
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4.3 Colonizacion

En la Figura 11 se presenta la colonizacién micigaipara los tratamientos inoculados con GC
y GA, a niveles crecientes de contaminacién por Elu.general, los valores de colonizacion
fueron similares, encontrandose en el tratamienfo $hh Cu un 68%. Los valores de
colonizacién para todos los tratamientos se maatomi sobre el 60%, observando que la
colonizacién radical de hongos micorricicos en dmiodes de altos niveles de metales en el
suelo es muy variable. Resultados obtenidos por [Biaal. (1996), concluyeron que la
colonizacién por HMA se ve reducida por nivele®sltle metales en el suelo. Una tendencia
similar también se muestra en este estudio, donds eontrol GA es mayor el porcentaje de
colonizacién que con la adicion de Cu. No obstalote resultados de colonizacién micorricica
son altamente variables dependiendo de la espegldiyo de contaminante. Asi por ejemplo,
Leung et al. (2006), observaron un aumento de la colonizacaiical enPteris vittata al
aumentar la dosis de As (26.4 %; 30.3 %; 40.6 %atenizacion a 0, 50 y 100 mg kgle As).

En nuestro caso, aunque no significativo, en ahrmmeéento GC se observé un aumento del

porcentaje de colonizacion de un 8% en 300 corestés@l suelo 0, sin adicion de Cu.
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Figura 11. Colonizacibn micorricica erDenothera picensis. Tratamientos GC=Glomus

claroideum, GA= Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mgtkag Cu.
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4.4 Densidad de Micelio

En la Figura 12 se muestra la densidad de miceloomicico total en suelo para los distintos
tratamientos analizados. Se cuantificé una mayogitod de micelio total 2,5 m™gen ambos
tratamientos de GA. Ademas se observo un leve aontenmicelio total en la adicion de 300
mg kg! Cu. Por otra parte, GC se vio afectado con l&zi@dide Cu, disminuyendo las
densidades de este propagulo. Trabajos realizadosCprnejo y colaboradores muestran
resultados similares a los obtenidos, donde senabsm aumento en la longitud de micelio a
mayor acumulacién de MP, incluso con niveles altamédxicos como 831 ppm de Cu total y
326 ppm de Cu disponible en suelos con pH de sleely19, par®. picensis.
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Figura 12. Densidad de micelio total e@enothera picensis. Tratamientos GC=Glomus
claroideum, GA= Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mgtkag Cu.
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4.5 Densidad de esporas

En la Figura 13 se presenta el nimero de esporasada 20 gramos de suelo en los respectivos
tratamientos. Se observaron claras diferenciag émgrtratamientos GC y GA, donde se observo,
al igual que en la densidad de micelio, la existede una fuerte relacion entre el aumento del
namero de esporas en asociacion con el hongo nativoa disminucion en GC a medida que
aumenta la concentracion de Cu. Se alcanzaronegal@romedio de 339 esporas en ambos
tratamientos de asociacion con GA. Resultados aieslse observaron en el estudios realizado
por Diaz, Honrubia (1993) y Turnatial (1996), reportados por Cornegbal (2008), donde se
muestra un aumento en poblaciones naturales de Hl&Ageneran colonizaciones micorrizicas
efectivas o incluso incrementadas por altas cormeinnhes de Cd, Zn y Pb. Hecho que reviste un
gran interés biotecnolégico si se consideran lasayas de la simbiosis micorricica puede aportar

a la biorremediacion de suelos contaminados por MP.
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Figura 13. Densidad de esporas de HMA en la rizosferaDeerothera picensis. Tratamientos
GC=Glomus claroideum, GA= Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mgtkde Cu.
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4.7 Estabilidad estructural de agregados al agua

En la Figura 14 se presenta la estabilidad de pegados al agua en los respectivos
tratamientos. No se presentaron diferencias eafrdrbhtamientos; sin embargo, se observo un
leve aumento en ambos tratamientos con 300 gy Los valores de estabilidad oscilaron
entre un 12 a un 15% respectivamente. Trabajogaedal por Cornejet al (2008a), muestran

parametros entre 66,2 % y 75,4 % p@eaothera picensis, en suelos contaminados por descarga
de MP en las cercanias de la Fundicién Ventanasuelo no rizésferico, encontrando claras
diferencias entre ambos trabajos, esto puede debdesmetodologia utilizada o bien a los tipos

de suelo (rizosferico y no rizésferico).
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Figura 14. Estabilidad de los agregados al agua. Tratamie@@s= Glomus claroideum, GA=

Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mgtkdg Cu.
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4.8 Glomalina

En la Figura 15 se presentan las concentraciongidelina total. Se observd una disminucion
de la proteina a concentraciones crecientes de Cuamsbos tratamientos con hongos
micorricicos, GC y GA, a 300 mg CukgEstos resultados sugieren una contradiccionl en e
aumento de glomalina en el tratamiento GC (0) ya g@ cuantifico un menor nimero de
propagulos de HMA. Estudios realizados por Navar(2010), mostraron resultados similares,
sugiriendo el autor que lo que se esté cuantficamediante el método Bradford sea
inespecifico de la proteina obtenida del suelosofa&t al., 2008). No obstante, este
comportamiento se podria explicar por una mayarstamacion de las estructuras fangicas en
los tratamientos sin adicion de Cu, que signiferanin descenso de las densidades en particular
de esporas y micelio, a la vez que se observamer@o de los contenidos de glomalina. En este
sentido, Rillig y Steinberg (2002) sugieren queléscomposicion de las estructuras del hongo
produce glomalina en el suelo, como medio de nuatifon de las propiedades ambientales del

suelo, por lo que bajos contenidos de propagulessearian a mayores niveles de glomalina.
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Figura 15. Concentraciones de Glomalina Relacionada a la ireotiel Suelo (GRSP) de suelos

tratados con GC&lomus claroideum, GA= Glomeromicetos, a concentraciones de 0 y 300 mg

kg™ de Cu.
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este estalipuede concluir que la asociacion entre
ecotipos de HMA adaptados y no adaptados a alt@desi de toxicidad por Cu y la metalofita
Oenothera picensis, es una alternativa viable paras ser utilizadaoccharramienta biotecnolégica
en programas de biorremediacion de suelos afecfamiodesechos mineros. En relaciéon a los

resultados obtenidos se pueden extraer las sigsiennhclusiones particulares:

» La produccion de biomasa se favorecio por la asidgigplanta-GA, lo cual pudiese ser
para su implementacion en programas de biorremeédiasin embargo se obsérv
una disminucion en ambos tratamientos GA y GC adaeglie aumento la concentracion
de Cu.

» Las densidades de estructuras fungicas varid selgijpo de HMA con que se inéculo a
O. picensis y segun el nivel de Cu en el suelo. Los porcestdgecolonizacion tendieron a
aumentar levemente con la adicion de Cu en loantiahtos GA, pero disminuyeron en
GC afectado por la adicion de este metal. Las aspaegistraron el mismo
comportamiento que la colonizacion, donde se obsena fuerte relacion entre GA y el

aumento de la concentraciéon de Cu.

» La estabilidad de agregados al agua, presentdadeslcontradictorios con otros trabajos
realizados en la zona de Puchuncavi, lo que pudersie a que los suelos aqui utilizados
no eran de zonas rizosféricas. Por su parte, laalioa al igual que la estabilidad mostré
resultados contradictorios, ya que se observo us@imlicion de la proteina. Otros
autores sugieren que esto puede deberse a la difetguk del método Bradford para
cuantificacion proteica.
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» La asociacion HMA- planta, es una alternativa \@aphra su posible utilizacion en
programas de biorremediacion de suelos contaminpdodVIP, y la asociacion entre

HMA nativos y plantas endémicas con@ picensis, surge como una alternativa
favorable para este tipo de programas.
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6. RESUMEN

Oenothera picensis es una pseudometaldfita presente en ecosistemasaltoencontenidos de
cobre (Cu). Este estudio analizé la respuestddegicensis a la inoculacién con hongos
micorricicos arbusculares (HMA) bajo altos nivetks contaminacion por Cu. Para esto, suelo
contaminado (350 mg Cu Ry fue colectado en las cercanias de la la fundisiéntanas
(CODELCO), Valle de Puchuncavi. El ensayo se réaiz columnas, inoculandose plantulas de
O. picensis con HMA autéctonos (GA) extraidos desde suelosféaico de sitios contaminados
con Cu, o bien con un aislado &omus claroideum (GC) obtenido de un suelo agricola. Se
incluyé ademas un testigo sin inoculacion. El sda® enriquecido con 300 mg Cu'ky se
comparo con un testigo sin adicion de Cu. Se evalyyoduccion de biomasa de parte aérea y
radical el crecimiento fungico (micelio, esporas, coloniga), la estabilidad de agregados al
agua, pH y glomalina. Se observo una mayor acunduate biomasa aérea y radical en plantas
inoculadas con GA en el suelo con adicion de Ce, cpincidié con una mayor longitud de
micelio (60,6 m @), esporas (328 esporas en 100 g de suelo) yizatwén (66% en GA 'y 56%
en GC). La agregacion del suelo se registré enanga entre 12 a 15%, el pH registro un
aumento significativo en todos los tratamientos eaiores entre 6,6 y 7, en cuanto a la
glomalina se observé una disminucion en la prot@ir@ncentraciones crecientes de Cu, en
ambos tratamientos GA y GC (300 mg Cu ¥g Estos resultados sugieren un rol fundamental
de los HMA nativos junto co@. picensis en suelos contaminados con Cu debido a la existen
de mecanismos de tolerancia desarrollados por regchtos cuales resultarian relevantes en la

creacion e implementacién de estrategias de bi@demion de este tipo de ecosistemas.
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7. SUMMARY

Oenothera picensis is a pseudometallophyte plant present in Centrde@m ecosystems, which
is a plan able to accumulate big amounts of cof@a) levels. In this study, we analyzed the
response oD. picensis to the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inocutet under high Cu
supply levels. For this, contaminated soils (350®ugkg’) were collected from sites near to The
Ventanas Smelter (CODELCO), in the Puchuncavi ydllentral Chile.. This assay was carried
out using soil columns and inoculating @censis plants with authoctonus AMF (GA) isolated
from rhizospheric soil of Cu contaminated soilsismlated ofGlomus claroideum (GC) spores
extracted from agricultural soils. One soil withdA¥IF inoculation was also included. In this
soil was added 300 mg Cu kgand we compared with one soil without Cu additidhis
experiment considered different evaluations: raotd shoots biomass production, mycelium,
spores number, root colonization, water stabilipgragate, pH and glomalin. Our results
indicated a higher roots and shoots biomass praudh inoculated plants using GA in Cu
contaminated soils. In addition, we obtained a @igmycelium length (60.6 m™g, number of
spores (328 spores/100 g of soil) and HMF coloimpa(66% in GA y 56% in GC). Soil
Aggregation showed a range between 12 to 15%. @nother hand, pH values shows a
significative number in all treatments was foundéd and 7.0). Finally glomalin production
presented low values at increasing Cu concentmiiofoth inoculation treatments GA and GC
(300 mg Cu K@'). These results suggest a fundamental role ofen&MF with O. picensis in

Cu contaminated soils showing metal tolerance nmashes, which could improve the

implementation of bioremediation programs in metaitaminated soils.
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