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Resumen

La presente investigacion estudia la dinamica del cadmio (Cd) en el tropico &cido en
presencia de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) cuando se tienen
suelos con concentraciones del metal, destinados para cultivo de cacao. Para lograr este
objetivo se examina la distribucion del Cd en las fracciones del suelo y en los diferentes
organos de la planta. Se concluye que, principalmente, a altas concentraciones del metal
en el suelo, cuando la fuente del mismoes antropica, el hongo puede modificar la dindmica

del mismo, su disponibilidad en el tiempo.

Adicionalmente, por medio del analisis de pardmetros fisioldgicos y de produccién de
biomasa sobre las plantas se encuentra que dependiendo del nivel de cadmio y para las
concentraciones mas altas del metal, el hongo tiene un efecto benéfico sobre el
funcionamiento del aparato fotosintético, permitiendo a las plantas una ventaja sobre las

plantas no inoculadas contra los efectos toxicos del metal pesado.

Se estudi6 adicionalmente la capacidad de absorcion, translocacion y fitoextraccion de las
plantas inoculadas comparadas con las no inoculadas, de lo que se concluye que para
concentraciones altas de cadmio en el suelo la Eficiencia de Absorcion (E abs) es mayor
en plantas inoculadas, al igual que la Eficiencia de translocacion (E transl) del metal,

mientras que la Eficiencia de la fitoextraccion (E fitoext) tiende a disminuir.

Palabras clave: Cacao, cadmio, Eficiencia absorcién, Eficiencia translocacion, Eficiencia

fitoextraccion, fraccion del suelo, antrépico
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Abstract

This research studies the dynamics of cadmium in a tropical acidic soil when it is
contaminated with different metal concentration and in the presence of Arbuscular
Mycorrhizal fungi (AMF), in cocoa cropping. In order to achieve this goal we ve looked for
cadmium distribution in different soils fractions and in different plant organs, concluding
that, at high soil cadmium concentration, when the origin of cadmium contamination is

antropogenic, the AMF can modify the metal dynamics, changing its bioavailability along.

Aditionally, the physiological parameters and biomass plants production depended on the
cadmium level. For the higher soil cadmium concentrations, the AMF exerted a beneficial
effects, on the photosynthetic apparatus performance, giving inoculated plants an
advantage over the non-inoculated plants against the toxic heavy metal’s effects.

The uptake, translocation and fitoextraction plant’s ability was calculated for inoculated
plants compared to non-inoculated plants. We concluded that at high soil cadmium
concentration, the E uptake is better in inoculated plants, the same was observed for E
translocation, while an opposite effect was observed for E fitoextraction.

Key words: Cocoa, cadmium, Uptake efficiency, Translocation Efficiency, Fitoextraction

efficiency, soils fractionation, antropogenic
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1.Introducciodn

El suelo es un recurso limitado, no renovable que a menudo se encuentra contaminado
con metales pesados, entre los que tiene especial importancia el cadmio (Cd) por su
caracter acumulativo en el suelo, su disponibilidad debida a su alta reactividad y sus
efectos adversos tanto en planta como al ingresar a la cadena tréfica cuando se encuentra
en suelos utilizados para cultivos de importancia agronémica (Alloway, 1995; Madejon et
al. 2010). Se han encontrado a nivel mundial, extensas zonas de cultivos de relevancia
econdmica como el cacao o el arroz que se encuentran contaminados con Cd (Mite et al.,
2010; Ander et al., 2013; Gonzalez, 2010).

Entre las tecnologias utilizadas a nivel mundial para el mejoramiento de suelos agricolas
contaminados y/o para evitar su absorcién por las plantas, se ha propuesto la aplicacién
de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA), un componente importante de
la rizosfera que beneficia la toma de nutrientes por la planta y su tolerancia a estreses
abidticos. Estos hongos han demostrado servir a varios propositos entre los que se
encuentran: inmovilizacion del metal en el suelo disminuyendo su biodisponibilidad,
mejoramiento de algunas funciones fisiol6gicas de la planta para aumentar su tolerancia
al estrés causado por la presenciade sustancias contaminantes u otros estreses abioticos,
toma diferencial del metal por la planta, entre otros (Joner et al., 2000; Hovsepyan y
Greipsson, 2004; Marques et al., 2006 y Zhang et al., 2015).

En cultivos de interés agricola en zonas del trépico, la inoculacién de hongos FMA ha sido
utilizada con el fin de evaluar su efecto en diversos frentes, produccién de biomasa (Zarate
et al, 2009; Ceballos et al, 2013), como enmienda organica para recuperar suelos
contaminados con metales pesados (Huamani, et al, 2016), como agente para la mejora
en la toma de nutrientes, como fésforo (Bolafios et al, 2000), como agente mitigador de
efectos de enfermedades (Cardenas, et al, 2017) entre otras. Sin embargo poca
informacion se ha generado sobre su efecto en el cultivo del cacao en condiciones de

suelos é&cidos del tropico.

No obstante todas estas investigaciones, en la actualidad, no se conoce la dindmica de
metales como el cadmio en el sistema suelo-planta en cultivos de interés agronomico en

los que se simulen, ademas, condiciones de campo en condiciones del tropico. El presente


http://www.sciencedirect.com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S0929139316301238#bib0140
http://www.sciencedirect.com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S0929139316301238#bib0280
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estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la inoculacion con un hongo FMA
ampliamente distribuido a nivel global, R. Irregularis, en un sistemahongo-suelo-planta, en
suelos cacaoteros del trépico, contaminados con Cd en condiciones de vivero. Esto, con
el fin de evaluar la dindmica del metal en plantas micorrizadas, expuestas al metal, y el
potencial mitigador de esta asociacion en suelos contaminados con el metal, sin causar un

efecto negativo en el cultivo.
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Objetivo general

Determinar el efecto de la inoculacion de hongos formadores de micorrizas arbusculares
sobre un sistema suelo-planta en suelos cacaoteros contaminados con cadmio en etapa

de vivero.

Objetivos especificos

Evaluar y determinar la eficiencia de la colonizacion de Rizophagus irregularis en un
cultivo de cacao en suelos contaminados con Cd en etapa de vivero.

Evaluar efecto de la inoculacion de HFMA sobre plantas de cacaoy la formacion de la

asociacion en suelos contaminados con diferentes niveles de Cd

Identificar el efecto de los hongos formadores de micorrizas arbusculares en la absorcion

por la planta y/o inmovilizacion de Cd en suelo contaminado



Marco teodrico

El arbol de cacao o cacaotero (Theobroma cacao) de la familia de las Esterculaceas, es
una planta de sotobosque, que crece en una franja geogréafica fundamentalmente tropical
y que se extiende unos 20° de latitud hacia ambos hemisferios. Se clasificaen dos grandes
grupos: el criollo y el forastero. Este tltimo es un grupo con gran crecimiento, debido a la
mayor facilidad para su cultivo y manejo por lo que es el mas utilizado en el pais.

El cultivo de cacao se puede desarrollar en zonas ubicadas entre 0 y 1000 m.s.n.m.,
aungue las condiciones Optimas se encuentran a altitudes entre 400 y 800 m.s.n.m., con
temperaturas medias altas, entre los 23 - 28 °C, precipitaciones distribuidas a lo largo del
afo de 1500 — 2500 mm y una humedad relativa entre 70 - 80%. Para el buen desarrollo
del cultivo se deben evitar variaciones excesivas de temperaturas y vientos permanentes
gue puedan causar el rompimiento de las ramasy la perdida de follaje. El arbol de cacao
en formacioén requiere de una luminosidad baja, 30% de luz y 70% de sombra. Por esta
razon generalmente estd asociado con cultivos de platano, café, frutales y maderables, los
cuales al tiempo que le proporcionan sombrio, permiten al agricultor compensar el retraso
en el inicio de la produccion de cacao, puesto que algunos tienen un ciclo productivo méas
corto y se emplean como sombrio temporal, mientras se desarrolla el cultivo permanente
por ejemplo maderables y algunos frutales. En plantaciones adultas la luminosidad puede
ser mayor, 75% de luz y 25% de sombra, ademas no requiere de sombrio en la medida en

gue éste es producido por los mismos arboles de cacao (Corpoica, 2005).

Los suelos requeridos para el cultivo de cacao deben tener ciertas propiedades fisicas y
guimicas, entre las que se cuentan: i) la profundidad del suelo para el crecimiento de las
raices debe ser mayor de 1.5 metros, ii) suelo bien drenado durante las épocas de lluvia y
con buena retencion de humedad en el tiempo seco, condiciones caracteristicas de suelos
franco-arenosos, franco-limosos o franco-arcillosos, iii) la profundidad en que se encuentra
el agua del suelo o nivel freatico debe estar por debajo de 1.5 metros, iv) se desarrolla

mejor en terrenos ondulados y pendientes, aunque también se puede cultivar en terrenos
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planos, v) requiere de materia organica que le permita retener humedad y le proporcione
nutrientes al cultivo, y vi) suelos con un pH de 5.5 a 7.5 (Corpoica, 2005). En el pais,
ademés de contar con suelos que tienen estas particularidades el cacao es de gran
importancia, ya que es un alimento altamente nutritivo y una materia prima que se
posiciona en el tercer lugar después del azlcary el café en el mercado mundial, por lo que
puede ser usado para exportacion. Es, ademas, un cultivo incluido dentro de los planes de
erradicacion de cultivos para el post-conflicto por sus ventajosas posibilidades econdmicas
y porque poseemos suelos aptos para cultivo en gran extension (Ministerio de Agricultura
y desarrollo rural, 2016).

El cacao producido en Colombia ha sido calificado como fino y de aroma, lo cual es muy
importante, dado que en este ranking clasifican solo el cinco por ciento del total del cacao
gue se produce y comercializa en el planeta. Entre los paises suramericanos: Ecuador,
Peru, Venezuela y Colombia sumados producen el setenta por ciento del cacao fino y de
aroma (ICCO, 2015).

En Colombia el cacao se cultiva en 4 zonas agroecologicas: i) Montafia Santandereana:
abarca los departamentos de Santander y Norte de Santander; ii) Valles Interandinos
Secos: Departamentos de Huila, surdel Tolima y norte del Magdalena, iii) Bosque Himedo
Tropical: zonas de Uraba, Tumaco, Catatumbo, Arauca, Meta y Magdalena Medio y iv)
Zona marginal baja cafetera: Gran Caldas, norte del Tolima, suroeste antioguefio,

nororiente caldense, occidente Cundinamarca (Castro Reyes, 2001)

Se cultiva desde los 100 hasta los 1.400 m.s.n.m., en paisajes que van desde montafia a
planicies aluviales y en ambientes secos y perhimedos, es decir, en multiples condiciones
edaficas, fisiogréficas y climaticas, que originan una gama amplia de ambientes agro-
ecolégicos, que responden de manera diferencial a recomendaciones tecnolégicas y a
opciones de manejo del cultivo. De acuerdo a Garcia Lozano y colaboradores (2005) en el
pais existen alrededor de 7.041.000 ha aptas para cultivo sin restricciones o con
restricciones moderadas.

De acuerdo al Plan Nacional de Desarrollo cacaotero 2012-2021 las principales areas

potenciales de cultivo del cacao en el pais, son las que se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1 Zonificacidn y areapotencial de cultivo de cacao en Colombia

DEPARTAMENTO Area Potencial (*) | Participacién
ANTIOQUIA 55.293 B%
ARAUCA 11.705 2%
BOLIVAR 21.458 3%
BOYACA 31.923 4%
CALDAS 34.769 5%
CASANARE 134.855 19%
CAUCA 5.350 1%
CESAR 27.263 4%
CRODOBA 15.600 2%
CUNDINAMARCA 46.304 6%
HUILA 13.000 2%
MAGADALENA 4.193 1%
META 66.159 9%
N. SANTANDER 108.750 15%
NARINO 14.000 2%
RISARALDA 4.932 1%
SANTANDER 106.911 15%
TOLIMA 20,108 3%
VALLE 4.053 1%
TOTAL 726.627 100%

Fuente: Corpoica-Fedecacao, tomado de Plan Nacional de desarrollo cacaotero 2012-
2021

De acuerdo a los datos del Plan Nacional de Desarrollo, los departamentos con mayor
potencial de cultivo son Casanare, Norte de Santander y Santander con 19, 15y 15% de
area respectivamente. Particularmente, Casanare cuenta con 134.855 ha aptas para el
cultivo sin restricciones y 338.880 ha con restricciones moderadas (Garcia Lozano et al,
Corpoica 2005), aunque es una zona de la que setienen pocos datos relacionados con el
cultivo de cacao. En la figura 1 se presentan las proyecciones para los préximos afios en
relacion a la ampliacion de nuevas areas de cultivo, en las que Casanare representa el 5%
del total proyectado.
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SANTANDER 12.000
HUILA 6.000
ARAUCA 7.500
ANTIOQUIA 25.500
TOLIMA 7.500
N. SANTANDER 13.500
NARINO 7.500
META 15.000
CUNDINAMARCA 12.000
CESAR 3.000
VALLE 1.500
CALDAS 3.000
RISARALDA 1.500
CAUCA 3.000
MAGDALENA 3.000
CORDOBA 4.500
BOLIVAR 7.500
BOYACA 7.500
CAQUETA 1.500
CASANARE 7.500

Fgura 1Proyeccion de nuevas areas de cultivo de cacao en el pais paralos afios 2012-2021

Fuente: Corpoica-Fedecacao, tomado de Plan Nacional de desarrollo cacaotero 2012-2021

Sin embargo, y a pesar de las grandes posibilidades del cultivo, una de las mayores
limitantes para el aumento de la produccion de cacao en el mundo y en el pais, es la
contaminacion de suelos con metales pesados, especificamente con cadmio, ya que
puede transferirse facilmente por la cadena tréfica y a que se han encontrado altos niveles
del metal en fruto y por ende en productos derivados del cacao (Codex alimentarius, 2015;
EFSA, 2012).

Los metales pesados son elementos de alta densidad (=5 g.cm), que pueden ser de baja
o alta toxicidad para las plantas dependiendo de su naturaleza. Del mismo modo, en
correspondencia con las concentraciones en las que se encuentren en el suelo algunos
pueden cumplir alguna funcion biol6gica o pueden ser altamente toxicos para las plantas
y los animales. Cuando se encuentran en concentraciones que superan umbrales
especificos (bastante bajos en su mayoria) pueden causar mal funcionamiento enzimatico,
estrés oxidativo, reemplazo de nutrientes esenciales, entre otros efectos. Entre los
elementos que no cumplen ninguna funcién bioldégica y son particularmente toxicos se
encuentran el cadmio (Cd) y el plomo (Pb) (Miransari, 2011).
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En particular el Cd es un elemento no esencial y altamente téxico en la mayoria de
organismos, con una toxicidad entre 2 a 20 veces mas alta que cualquier otro metal pesado
debido a su movilidad (Vassilev et al., 1998). Esta ubicado en el séptimo lugar en la lista
de las 10 sustancias prioritariamente peligrosas entregada por la Agencia Americana para
sustancias toxicas y registro de enfermedades (ATSDR) e incluido en la lista de
prioridades de la EPA (Kamnev y Lelie, 2000).

Se conoce que el Cd en el cuerpo humano afecta el funcionamiento de varias enzimas.
Por ejemplo, se cree que el dafio renal que resulta de la proteinuria es resultado del efecto
del Cd sobre las enzimas responsables de la reabsorciéon de proteinas en los tabulos del
rifién (Ramirez, A., 2002).

Su absorcién es mayor en nifios que en adultos causando anemia, dolor abdominal,
efectos adversos en el desarrollo neuroldgico, problemas de aprendizaje, dafios en los
rifiones, hipertensién y cambios en el metabolismo de la vitamina C, ademas de tener
efectos carcinogénicos en bajas concentraciones. Su acumulacion se da mayoritariamente
en los rifiones y los érganos reproductivos de humanos y animales y tiene un tiempo de
vida media en el organismo entre 10-30 afios (Hernandez-Martinez y Navarro-Blasco 2012;
Jarup y Akesson, 2009)

Se considera que el camino més probable de entrada del Cd al organismo humano es por
medio de la cadena alimenticia, es decir, por consumo de vegetales que lo contengan, ya
gue la contaminacion de suelos puede llevar a la toma de los metales por los cultivos y
vegetales cultivados para consumo humano (Jarup y Akesson, 2009).

Su efecto en cultivos no es menos importante ya que debido a su similitud quimica con
cationes esenciales, tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*" , Mn?* y Ca?" puede utilizar sus mismas
vias de entrada (Andosch et al., 2012). Esto genera problemas de deficiencias funcionales
y metabdlicas, debido a que imita a este tipo de metales que son esenciales para el
desarrollo de funciones biologicas diversas. El Cd puede incrementar la permeabilidad de
las membranas a los iones y al agua (Kirkham, 2006), suprimir la actividad mitética y la
division celular, inhibir el crecimiento, participar en procesos relacionados con la
desintegracion de la estructura del cloroplasto y la perturbacién de la composicion de la
pared celular, entre otros efectos. El Cd dificulta la absorcion de los nutrientes esenciales

en las plantas, deteriora la actividad fotosintética, se une a los grupos SH de las enzimas
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y proteinas esenciales e interactlia con transportadores tales como Ca?* o Na*'/ K* -
ATPasas. A través de su similitud con el calcio (Ca) y su capacidad para unirse a la
calmodulina, actia como antagonista del receptor de Ca y por lo tanto influye en los
procesos dependientes de Ca, tales como la regulacion de la estructuray funcion del cito-
esqueleto (Andosch et al. 2012). En resumen, tiene efectos directos sobre la produccion y
la calidad de los productos agrondmicos debido a que el resultado de todos los efectos
antes mencionados se refleja en disminucién de las tasas de crecimiento, hojas marchitas,
clorosis progresiva y sistemaradicular conbajo crecimientoy con baja eficiencia en la toma
de nutrientes (He J.Y., 2008).

El interés ambiental por los metales pesados en suelos agricolas esta relacionado con su
caracter acumulativo, su no bio-degradabilidad, su capacidad de acumulacién constante
en el perfil del suelo hasta alcanzar concentraciones toxicas y su interacciéon con diferentes
propiedades del suelo que determinan suacumulacion, movilidad y biodisponibilidad hacia
otros componentes del ecosistema (Alloway, 1995). Existe un riesgo asociado con su
transferencia a areas no contaminadas, debido a sumovimiento hacia aguas subterraneas
por lixiviacién y su alto potencial de ingreso a la cadena alimenticia por su absorcion en las
plantas y por ingestion directa. (Madejon et al. 2010).

Los metales pesados, y en el caso particular del Cd, son depositados en suelos y aguas,
debido a procesos pedogénicos y a la actividad antropogénica como producto de
desechos agroindustriales, de procesos como la galvanoplastia, manufactura de plasticos,
mineria, pigmentos para pinturas, aleaciones, baterias, diales para fotografia, fungicidas,
compostYy fertilizantes fosfatados, entre otros (Kirkham 2006). El Cd puede llegar a tener
una vida media en el suelo de 15 a 1100 afios y sus concentraciones estan influenciadas
por el tipo de suelo y la movilidad relativa en funcion de las caracteristicas fisicoquimicas
del mismo, el climay la topografia (Alloway, 1995; Mapanda et al., 2005).

De acuerdo a datos de la FAO en 2015, del total de suelos cultivables del mundo, el 33%
se encuentran degradados por algun tipo de contaminacion y de esa cantidad el 15%

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

El Codex Alimentarius, en 2015, muestra los frutos de cacao provenientes de Colombia
dentro de los mas contaminados, alcanzando concentraciones de 3 a 4 mg.kg?. Los

estudios exploratorios realizados en Colombia para determinar el nivel de contaminacion
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por Cd, muestran, por ejemplo, en Santander concentraciones de hasta 25 mg.kg*
(Ingeominas, 2010), en la Cuenca del Rio Bogota hasta 4.75 mg.kg? (Acosta y Pefia,

2011), en Yacopi, Cundinamarca, hasta 24 mg.kg* (datos no publicados).

Esta informacion sugiere que, a nivel global y nacional, en la mayoria de cultivos y en el
caso especffico del cacao es necesario implementar acciones encaminadas a cumplir con
los requerimientos de inocuidad de los mercados nacionales e internacionales, referidos a

niveles maximos de concentracion de Cd en frutos.

Diversas investigaciones han encontrado que la asociacién de plantas con Hongos
Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) puede alterar la dinamica de absorcion
de metales pesados (Hildebrandt et al., 2007; Al-Ghamdi et al., 2012; Yang et al., 2016)
entre otros beneficios para las plantas y suelos en los que se encuentran y por lo tanto se
perfila comouna alternativa de mitigacion a ser utilizada en suelos contaminados con estos

elementos.

Las micorrizas, sonasociaciones mutualistas entre hongos del filo Glomeromycota (HFMA)
y las raices de la mayoria de las plantas (cultivadas y silvestres). Se trata de una simbiosis
practicamente universal, no sélo porque cerca del 90% de las especies vegetales sobre la
Tierra son susceptibles de ser micorrizadas sino también porque pueden estar presentes
en la mayoria de los habitats naturales (Zhang et al., 2010, Gadkar et al. 2001, Remy et
al., 1994).

Las hifas del hongo funcionan como un sistema de absorcion que se extiende por el suelo
y es capaz de proporcionar agua y nutrientes (nitrégeno y fésforo, principalmente) a la
planta y proteger las raices contra algunas enfermedades (Bolan, 1991), mitigar efectos
por estreses abidticos (Aloui, et al., 2009; Aroca, R., et al., 2009; Borde et al., 2011) entre
otros beneficios. ElI hongo por su parte recibe de la planta azlcares provenientes de la
fotosintesis (basicamente almidén), y recientemente se ha conocido que el hongo no tiene
la capacidad de sintetizar &cidos grasos por lo que depende de los acidos grasos que la
planta le proporciona (Smith and Gianinazzi-Pearson, 1988; Jung et al., 2012). Este tipo
de asociaciones confiere un efecto benéfico a la planta, incrementando su longevidad,
tamafio y biomasa de la raiz al tiempo que ayuda a enfrentar estreses ambientales

(Caravaca et al. 2005; Brachmann & Parniske, 2006), ademas de desempefar un papel
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importante en la modificacion de algunas caracteristicas fisicas del suelo, al incrementar

su estabilidad y la agregacion de particulas (Rilling, 2006; Khan, 2006).

Los numerosos intentos, en los Ultimos afios, por estudiar la asociacién hongo-planta y su
papel en suelos contaminados han sido poco fructiferos. Actualmente, se desconoce el
papel de esta asociacion y su efecto potencial en suelos contaminados con Cd en sistemas
agroforestales como el cacao. Estos sistemas son de particular importancia para el
desarrollo agricola de Colombia, debido a su potencial de exportaciéon, a su naturaleza
permanente y a la amplia distribucion de suelos con potencial destino hacia este tipo de

sistemas.

Diversas investigaciones han arrojado resultados sobre el efecto benéfico de la asociacion
de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) con las raices de plantas en la
mejora de la nutricién y la tolerancia de los efectos de estreses abidticos, como el

provocado por presencia de sustancias contaminantes como los metales pesados.

Sin embargo, con la informacién derivada de estudios realizados hasta el momento, es
dificil establecer la contribucion real de los hongos FMA en suelos agricolas contaminados
con metales pesados ya que los resultados se tornan contradictorios en cuanto a lo que
sucede en términos de absorcion y/o estabilizacion del Cd (JanouSkova et al. 2005, 2006
Rivera-Becerril et al. 2002, 2005; Malcova et al., 2003; Chen et al, 2003, Leyval et al, 1997)
puesto que la mayoria de estos estudios son realizados bajo condiciones controladas de

laboratorio, en sistemas hidropdnicos o en condiciones de sustratos artificiales.

Adicionalmente, la diversidad de metodologias, sistemas y disefios experimentales
utilizados, dificultan la posibilidad de comparacion entre resultados y por ende el
establecimiento de informacion clara respecto al papel de los HFMA en sistemas agricolas

contaminados por metales pesados.

Los disefios experimentales utilizados para los estudios reportados hasta la fecha tienen
deficiencias metodoldgicas que dificultan que puedan ser extrapolados a condiciones
reales. Asi, por ejemplo, cuando se usan tratamientos de inoculacion de hongos FMA se
suele hacer sobre suelo o sustrato esterilizado (Jiang etal., 2016) es decir, que se elimina
la microbiota local, lo que impide estudiar interacciones reales con los tratamientos o0 se

hacen sobre suelo no contaminado (Marschner y Dell, 1994; Finlay y Soderstrom, 1992).
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Las investigaciones en el tema, incluyen, generalmente, plantas modelo, que estan lejos
de ser plantas de interés agricola (Aram, 2013; Neagoe, 2013) inoculadas con diferentes
especies de hongos, lo que hace casi imposible extrapolar los resultados a condiciones
locales. Pocos autores han incluido en sus investigaciones plantas de uso agricola como
arroz o maiz (Yang et al, 2016, Lou et al, 2017, Chang et al, 2012 Wang, et al 2008;
Lehmann and Rebele, 2004), pero no se han realizado trabajos en cultivos agro-forestales,

como el cacao.

Pocos trabajos como el de Yuan, et al (2016) se han orientado a estudiar en todo el sistema
suelo-planta, la absorcion, distribucion y especiacion de un metal pesado, en ese caso se
uso6 Antimonio. Otros autores, como Lou Na (2017) han estudiado la absorcion de Cd y sus
formas quimicas en un cultivo de arroz, pero no tienen en cuenta la dindmica del metal en

el tiempo.

A nivel regional, algunos estudios involucran plantas de cacaoy hongos FMA, aunque en
suelos sin contaminacion por Cd (Marquez & Leblanc, 2014). Otros trabajos realizados con
cultivos de cacao sobre suelos contaminados (Hurtado, 2012; Gonzales, 2010), han
estudiado el efecto de la inoculacion de hongos FMA sobre la mitigacion del estrés sobre
las plantas, pero no han estudiado la dinamica del elemento en el sistema (dinamica
espacial) ni en el tiempo (dinamica temporal). Por todo lo anterior, evaluar el efecto de R.
irregularis sobre la dinamica del Cd en todo el sistema hongo-suelo-planta en un cultivo de
cacao en condiciones de invernadero en el tropico bajo las concentraciones de cadmio que
se han encontrado enla zona, se constituye en uno de los pocos acercamientos de analisis
experimental para establecer informacion base respecto al impacto que puede tener esta
tecnologia novedosa sobre sistemas agricolas reales. Al reconocer que la toma,
translocacion y formas quimicas del Cd son un procesodindmico y complejo, que no puede
ser explicado simplemente por la concentracion total del elemento detectada en un
momento muestral, sino que es interdependiente de varios factores que se presentan de
manera simultdnea en los sistemas agricolas, se crea la necesidad de estudios mas

holisticos que tengan en cuenta todos los compartimentos de un sistema agricola real.



26 Efecto de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) sobre un

sistema suelo-planta en suelos contaminados con cadmio en etapa de vivero




Discusién 27

Materiales y Métodos

3.1. Vivero y diseiio experimental

3.1.1. Acondicionamientodeviveroy manejode
residuos

La investigacion se realizé en el campus Utopia, perteneciente ala Universidad de la Salle,
localizado en la Hacienda Matepantano via Punto Nuevo-Manantiales, km 12, Yopal
(Casanare), a una altitud de 350 msnm, con una temperatura media anual de 26°C,
humedad relativa entre 60-75% Yy precipitaciones de hasta 500mm, condiciones propicias
para el cultivo de cacao.

Para el establecimiento del ensayo se construy6 un vivero, de 8 x 20 metros cubierto con
polisombra al 65% y plastico transparente como recubrimiento con el fin de controlar el
ingreso de aguas lluvias que pudiesen provocar un aumento en la cantidad de residuos
contaminados con cadmio (Cd), al igual que un plastico en el suelo como barrera fisica

para mantener el suelo libre del metal.

Dentro del vivero se construyeron 5 camas o bloques de 3x4m, cada una con una
inclinacion de aproximadamente 4° como se muestra en la figura 2 (a y b), al final de las
cudles fueron dispuestas unas canaletas metdlicas para recoleccién de lixiviados.
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a. Disefio, medidas y distribucidn de bloques para e ensayo
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Figura 2 ay b. Distribucion de las camas o bloques dentro del vivero y sus medidas. b. Disefio y
dimensiones de cada bloque, vista lateral.

El disefio experimental utilizado correspondié a un disefio de bloques completos al azar,
con dos factores: concentracion de Cd en suelo e inoculacién con Rhizophagus irregularis.
En total se cont6 con 10 tratamientos obtenidos de la interaccion de 5 diferentes
concentraciones de cadmio (0, 3, 6, 12, y 24 mg.kg?) de sueloy dos tratamientos con el
hongo FMA, cony sininoculacién. Se cont6 con cinco bloques y en cada bloque las plantas
de la misma concentraciéon de Cd fueron ubicadas en una misma fila para evitar
contaminacion cruzada por lixiviacion.

Para el manejo ambiental de los residuos, las muestras de suelo fueron almacenadas en
bolsas plasticas dentro de bultos de lona y los residuos liquidos transferidos a recipientes
de plastico de 20 L cada uno y almacenadas temporalmente bajo techo hasta la
terminacién de los muestreos. Una vez finalizado el ensayo, los residuos solidos y liquidos
fueron transportados a Bogotd y entregados a la unidad de gestion ambiental de la
Universidad Nacional de Colombia para su correcta disposicion.

3.1.2. Preparaciondel materialde siembra

El material utilizado para la siembra fue una mezcla de suelo de la zona y arena de rio en

proporcion 1:1. Su composicion elemental y sus propiedades fisicoquimicas fueron
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establecidas antes de la fortificacion con cadmio (Cd). Los andlisis fisico-quimicos de suelo
se realizaron en el laboratorio de suelos, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Colombia (ver en Anexo l). Este andlisis comprende: pH en suspension
suelo:agua p/v (1:1); conductividad eléctrica con extracto de la pasta de saturacion;
carbono organico (CO) por Walkley — Black; Nitrogeno total estimado a partir del CO;
capacidad de intercambio cationico (CIC) por desplazamiento de NH* intercambiado con
NaCl; CIC efectiva (CICE) estimado por la suma de bases y acidez intercambiables; acidez
intercambiable (Al) por extraccién con KCI 1M; Fésforo disponible por el método de Bray
Il; Azufre y Boro por extraccion con Fosfato monocalcico, Microelementos (Cu, Fe, Mn, Zn)

por extraccién con DTPA; Composicion textural por el método de Bouyoucos.

Se calculd por aproximacion la cantidad de suelo requerida para cada concentracion de
Cd de acuerdo a la cantidad de bolsas requeridas para cada tratamiento. El procedimiento
fue el siguiente: se determind el peso de una bolsa y se verificé con cuantas bolsas se
llenaba una carretilla y se calculd cuantas carretilladas de suelo eran necesarias para el
nuamero de bolsas previsto y se ubic6 esacantidad de suelo en una pila sobre doble plastico
dentro del vivero para la posterior adicién de Cd. En total se hicieron 5 pilas diferentes de

sustrato (Anexo VI)

3.2. Material vegetal

3.2.1. Siembra, establecimiento y mantenimiento
Para la siembra se utilizé semilla de cacao del genotipo IMC67 (CNC, 2010). La semilla se
sembré de acuerdo a las recomendaciones en la “Guia técnica para el cultivo del cacao’
(Fedecacao, 2007). Después de la siembra se realizaron riegos permanentes y se hizo
seguimiento a las condiciones ambientales dentro del vivero con ayuda de una estacion

meteorologica instalada dentro del mismo (ver reporte meteorologico en Anexo VIII).

Quince dias después de la emergencia de las plantulas se realizé la aplicacion del in6culo
del hongo de acuerdo a la dosis recomendada por el fabricante. La especie de hongo FMA
utiizada fue Rhizophagus irregularis, contenida en producto comercial Glomygel®. Se
realizé un control sin adicion de hongo, utilizando en su lugar solo agua. Para detalles

sobre la aplicacion del hongo, ver Anexo VI
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CAMA 1 CAMA?
0 ppm 3ppm 24 ppm 12 ppm & ppm 6ppm 12 ppm 0 ppm 3ppm Mppm
cdo/Glo  |Cd3yveh |cd6/C  [cd1a/c  |ed6/Glo Cdé/Veh |Cd12fGlo  |cd0/C  |Cd3Neh  |cd24/Glo
cdo/Veh  |Cd3/Glo  |cd6/Veh  |cd1l/Glo  |ed6/C Cdé/Glo  |cd12/c  |cdofVeh  [cd3/C [cd24/Veh
cdo/c  |cdyc  |cd6fGlo  [cdi2/Veh |cd§/Neh Cd6/C  |cd12/veh [cd0jGlo  [cd3/Glo  [cd24/c
Canaleta Canaleta
CAMA3 CAMA4
Mppm 3ppm Gppm 0 ppm 12ppm Oppm 12 ppm 24 ppm 6 ppm 3 ppm
Cd24/Glo |Cd3/C  |cd/veh  [cdOfele  |cd12ic Cdy/C  |cd12fGlo  [cd24/Veh |Cd6/Glo  [cd3/Veh
Cd24/Veh |Cd3/Glo  |cd6/C [cdO/veh  |cd12/Glo Cd0/Veh |cd12jveh |cd24/Glo |cd/C  |cd3/C
cd24/c  |cd3yveh |cd6/Glo  [cdojc  ed12/Veh Cd0/Glo  |cd12fc  |cd24/c  |cd6/Veh  |cd3/Glo
Canaleta Canaleta
CAMA 5
3Ippm Bppm 12ppm 2dppm Oppm
cd3/Glo cde/C cdizjveh |cd2a/C cdo/veh
cd3fveh cde/veh cdizj/c cdza/veh |cdofc
cd3fc cde/Glo cdiz2/Gle |cd24/Gle |cdofGlo
Canaleta

Figura 3 Distribucion de las muestras en el vivero. Glo indica los tratamientos inoculados con hongo;
Cindica los tratamientos control; Veh indica los tratamientos realizados con el vehiculo del hongo;

las concentraciones de cadmio se indican con nimeros para cada tratamiento.

El riego de las plantas se realiz6 cada dos dias o con mayor frecuencia, de acuerdo con
las necesidades durante la etapa de vivero. En las semanas 8 y 10 después de siembra
se realiz6 fertilizacion edafica utilizando una dosis de Nitrégeno (5 g/plantula), P20s (1
g/plantula) y K20 (0,5 g/plantula) con base en resultados obtenidos en la zona experimental
(Fernandez et al., 2017) y de acuerdo al andlisis fisicoquimico del sustrato con el fin de

cubrir los requerimientos de las plantas y simular lo més cerca posible el proceso en un

vivero comercial.

3.3.

Las concentraciones de cadmio utilizadas para adicionar al suelo fueron escogidas con
el fin de cubrir el amplio rango de concentraciones tipicas encontradas en campo en el
pais. Por esto las concentraciones escogidas fueron 0, 3, 6, 12y 24 mg.kg*?, debido
a que se buscaba, ademas, estudiar la dinAmica temporal del metal en el sistema. Los
puntos de muestreo en el tiempo se escogieron teniendo en cuenta el tiempo maximo

de permanencia de las plantas en vivero que es de 4 meses. Asi, los muestreos se

Adicion de cadmio (Cd) al suelo

realizaron alas 5,9 13 y 17 semanas después de siembra (sds).
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La adicion de Cd al suelo se realizé con solucion de Cloruro de cadmio (CdClz) y la
cantidad de Cd a adicionar se calculé de acuerdo a la cantidad aproximada de suelo que
se tenia en cada pila en el vivero. La concentracion esperada de Cd total por nivel en el
sueloera 0, 3, 6, 12, y 24 mg.kg-1; dicha concentracion fue verificada posteriormente por
espectroscopia de absorcion atomica -Thermo Sc. iCE 3000 series, previa extraccion del
metal por digestion con agua regia bajo calentamiento y el resultado fue tomado como

linea base para el andlisis posterior de la dinamica del Cd en el sistema (Tabla 5).

Una vez adicionado el Cd, se homogeniz6 diariamente el suelo durante una semana por
volcamiento de las pilas con pala. El suelo se mantuvo cubierto con plastico y se dejo
reposar durante 3 semanas antes del llenado de bolsas y la siembra de la semilla con el
fin de permitir un tiempo de equilibrio al compuesto adicionado, de acuerdo a lo reportado
por Blom (1974) quien recomienda que el tiempo requerido para el equilibrio del sistema
en el caso de Oxisoles es alrededor de 12 dias. Durante éste tiempo las pilas eran
homogeneizadas con pala y vueltas a tapar. Transcurridas las tres semanas, se procedio
al llenado de bolsas, para lo que se utilizaron bolsas negras de polietilieno de 3 kg de
capacidad. Las bolsas se llenaron totalmente y las posibles burbujas de aire se eliminaron
con presiones leves de los dedos de la mano o golpeando con suavidad la base de la bolsa

llena contra el suelo.

Durante todo este proceso se tomaron las medidas necesarias para que el personal
involucrado en cada actividad no estuviera en contacto directo con el Cd de acuerdo con
instrucciones de uso de la hoja de seguridad del cloruro de cadmio y protocolo de

seguridad presentado al personal para tal fin.

3.4. Muestreos

Se realizaron 4 muestreos alo largo del periodo de permanencia de las plantas en
vivero, es decir 4 meses. Los muestreos se llevaron a cabo cada cuatro semanas,
a partir de la inoculacion de las raices de las plantulas con el inéculo comercial.
En cada muestreo se tomaron 6 muestras al azar, incluyendo por lo menos una de
cada bloque, que fueron destinadas para medicion de parametros morfolégicos y
de concentracion de cadmio tanto en material vegetal como en suelo. Para la
medicién de parametros fisiologicos se especifica la cantidad y procedimiento en
cada apartado.
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3.5. Medicion in situ (no destructiva) de parametros de la

planta

3.5.1. Variables de crecimiento vegetal
En cada uno de los muestreos, a cada planta muestreada se le tomaron mediciones de
parametros de crecimiento como altura de la planta, tomada desde la base del tallo hasta
el apice caulinar (yema terminal); longitud de la raiz principal, tomada desde la base del
tallo; nimero de hojas, conteo de la totalidad de hojas en la planta sin importar su tamafio
y didmetro de tallo, medido a una altura de 2 cm de la base del tallo para todas las plantas,
ésta ultima medicion se realizé con ayuda de un calibrador digital. Los resultados fueron
registrados teniendo en cuenta el tratamiento y el bloque del que provenia cada planta

para su posterior andlisis estadistico.

3.5.2. Parametros fisioldgicos

Se realizaron mediciones de varios parametros fisioldgicos con el fin de estudiar el efecto
de los tratamientos sobre las plantas.

indice de clorofilas

Cada medicion se efectué en hojas saludables completamente expandidas en la parte
central de la planta (de las hojas méas grandes). Se realizaron 2 lecturas por hoja a 2 hojas
por planta en seis plantas por tratamiento y la lectura se realizo en el centro de la lamina
entre el borde de la hoja y evitando tocar la nervadura central, la lectura se realiz6 después
de las 9:00 am hastala 1:00 pm para garantizar que la planta estuviera fotosintéticamente
activa. El equipo utilizado para estas mediciones fue un medidor de contenido de clorofilas
portatil Opti-sciences CCM-200 plus.

Conductividad estomatica

Estas mediciones se realizaron con ayuda de un porometro Cada medicion se efectud en
hojas saludables, completamente expandidas en la parte central de la planta (de las hojas
mas grandes). Se realiz6 1 lectura (por hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por
tratamiento, la lectura se realiz6 entre las 11:00 am y la 1:00 pm tiempo de mayor radiacion
durante el dia.
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Fluorescencia de la clorofila

Para la determinacion del rendimiento cuantico maximo del PSIl (Fv/Fm) se utilizé un
fluorbmetro no modulado Handy PEA Hansatech a 3000 pmol fotones.m-2.s-1, durante 3
seg. Estas mediciones se tomaron entre las 3:00 am y las 5:00 am con el fin de que no
hubiera luz incidiendo sobre las hojas durante el muestreo. Las mediciones se realizaron
en una hoja de tres plantas por tratamiento en los cinco bloques para un total de 225
plantas muestreadas por punto de tiempo. Adicionalmente se registraron otros datos que
arroja simultdneamente el equipo que sirven como indicadores del desempefio del

fotosistema, como el Piy el nUmero de registro para posterior analisis JIP.

3.5 Analisis de laboratorio en planta y suelo

3.5.1 Cuantificaciondela colonizacion de HFMA en raices de

cacao

En cada uno de los muestreos se tomaron raices frescas de 6 unidades experimentales
por tratamiento, escogidas aleatoriamente y se analizaron segun el método de tincién y
cuantificacion de colonizacion de raices descrito por Vierheilig et al. (1998). Las raices
recolectadas para las observaciones fueron raices jovenes de aproximadamente 2mm. Las
muestras de raices previamente lavadas, se sumergieron en una solucion de KOHal 10%
y se calentaron en Bafio de Maria a 90°C durante 90 min, después de lo cual fueron
retiradas del bafio y la solucién eliminada con abundante agua. Posteriormente, las
muestras de raices fueron blanqueadas con una soluciéon de H202 al 3% (v/v) durante 90
min. Se prepard una solucion de tinta china negra marca Sheaffer® al 5% en una solucion
de acido acético al 5%. Cumplido el tiempo de despigmentacion, se lavaron las muestras
con abundante agua y finalmente se sumergieron en la solucién de tinta, en refrigeracion
durante 20 h, posteriormente se desechd la solucion y se lavé con abundante agua hasta

eliminar el exceso de tinta.

Luego de la tincion de las raices se evaluo el porcentaje de colonizacion al estereoscopio.
Las raices tefiidas fueron sumergidas en solucién de lacto-glicerol y almacenadas en
refrigeracion (2-8°C) para evitar su deterioro.
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Las observaciones microscopicas se realizaron por el método de interseccion de la grilla
(Figura 4) disponiendo homogéneamente las raices teflidas sobre una caja de Petri con
cuadricula de 1cm, contando sobre las intersecciones el nimero de raices colonizadas
(campos positivos) y las raices totales, vertical y horizontalmente (Giovanetti y Mosse,
1980). El porcentaje de colonizacion se calcul6 a partir del nimero de campos positivos,
sobre el nimero de campos visuales totales multiplicados por 100 (Azizah-Chulan & Ragu,
1986).

2. Assess mycorrhizal colonisation LS
under a dissecting microscope 3

3. Follow all horizontal and vertica
lines. Count intersects with roots
and mycorrhizas separately
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Figura 4 Método de interseccion de la grilla para determinacion de estructuras fungicas en raices.
Tomado de Giovanetti & Mosse (1980)

3.5.2 Determinacion de pesoseco del material vegetal

La produccion de biomasa se determiné al separar cada érgano de la planta y colocarlo
por separado en bolsas de papel con su debida identificacién. Las muestras fueron
colocadas en una estufa a 80°C hasta peso constante (aprox. 48 h). La biomasa seca fue
determinada pesando las muestras secas en balanza analitica.
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3.5.3 Secadode muestras de suelo y tamizaje

Las muestras de suelo tomadas en vivero, fueron extendidas sobre papel periddico
debidamente rotulado a temperatura ambiente por dos dias. Para este proceso, la muestra
en la bolsa fue homogeneizada por agitacion durante aproximadamente 3 min. Se tomo
una porcioén significativa (de aproximadamente 1 kg) de la bolsa y se extendié sobre el
papel periddico revolviendo la pila continuamente para garantizar un secado homogéneo.
Una vez seca la muestra, se paso a través de tamiz N° 10 (2 mm) y se almacend una
porcion de aproximadamente 300 g en bolsa con rétulo de identificacion de la muestra.
Esta corresponde a la porcién fina (McKean, 1993; FAO,2015) que fue utilizada en los
andlisis de Cd, pH y fraccionamiento.

3.5.4 Determinaciéon de pH

Para la determinacién del pH se utilizd el método potenciométrico (Willard et al., 1974;
Bates, 1983). Se pesé una cantidad definida de suelo secoy molido (10g) y se colocé en
un tubo tipo Falcon® de 50 ml. Se agregd agua desionizada en proporcion 1.5, se agito
durante 30 minutos y se dejo reposar 30 minutos antes de realizar la lectura con
potenciémetro Corning Life Sciences 440® con electrodo de vidrio.

3.5.5 Determinacion de cadmio en material vegetal

Después de la determinaciéon de peso secoen material vegetal, cada muestrafue sometida
a proceso de disminucion del tamafio de particula en molino Thomas Wiley®, la muestra
fue homogeneizada y utilizada para determinacion de Cd. Para e ste analisis, se debe
tomar, por representatividad, entre 1y 2 g de muestra, cuando esto sea posible. En este
sentido, en el primer muestreo, debido a que la cantidad de biomasa era muy pequefia, se
unieron dos réplicas diferentes del mismo tratamiento y se incineraron como una sola, por
lo que la cantidad de repeticiones se redujo de 6 a 3. Para el segundo muestreo se tomo,
en la mayoria de los casos, toda la muestra de material vegetal obtenida después de la
determinacion de peso seco. Para los muestreos 3y 4 en los casos donde se contaba con
baja produccion de biomasa se tomo toda la muestra y en los casos donde habia una

mayor cantidad se tomaron muestras de aprox. 2 g.

La muestra fue procesada segun protocolo para analisis de Cd en material vegetal (ISO

11466:1995) asi: se peso en crisol de porcelana y fue sometida a incineracion en mufla a
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450-500°C durante 3 horas o hasta reduccion total a cenizas. La ceniza obtenida fue
transferida cuantitativamente y diluida hasta 50 ml con HNO3 al 2% (The Perkin-Elmer
corporation, 1996). La soluciéon resultante fue filtrada por papel Watman 42 y leida
directamente por espectroscopia de absorcion atdbmica de llama (Thermo Scientific iCE
3500). Las condiciones del montaje se resumen en la tabla 2.

Se analizaron tres aspectos de la eficiencia en la toma de Cd por el sistema. Eficiencia en
la absorcion (1) calculado de acuerdo a Wang et al (2007) como la habilidad de las raices
de tomar el Cd del suelo, Eficiencia de la translocacion (2) definido como la habilidad de la
planta de transportar el Cd a la parte aérea y Eficiencia de la fito-extraccion (3) definida
como la habilidad de las raices de transportar el Cd a la parte aérea.

Cd en toda la planta

Eficiencia de la Absorcion (Eabs) (mg.kg-1) = (1)

Peso seco de raiz

Cd en la parte aérea

Eficiencia de la Translocacion (E transl) (mg.kg-1) =

(2)

Cd en laraiz

Cd en parte aérea

Eficiencia de la Fitoextraccion (E fitoext) (mg.kg-1) = 3

Peso seco de raiz

Tabla 2 Condiciones de montaje de analisis de Cd por Espectroscopia de absorcién atdmicade llama

Equipo Espectrofotometro de Absorcion atomica
Thermo Scientific iICE 3500

Correccion de fondo Lampara de Deuterio

Longitud de onda 228.8nm

Slit 0.5nm

Tipo de sefial Continuo

Llama Aire-acetileno

Lampara Cétodo hueco descarga sin electrodos para
determinacion de cadmio

Corriente de la lampara 50
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Altura llama 8.6 mm

Flujo 1.0 L/min
Estandar Sin Cd(NOs)z
Angulo* 10°

*Se modifica el angulo del quemador para andlisis de muestras con concentraciones entre
5-13mg.kg-1

3.5.6 Determinacion de cadmio total en suelo

La determinacion de Cd total en la mezcla suelo:arena se realiz6 por extraccion del metal
de la muestra por reaccion con Agua regia a alta temperatura (ISO 11466:1995). Se tomo
una muestrade 3 g en vaso de precipitados de vidrio de capacidad 100 mL, a cada muestra
se le adicionaron 28 mL de agua regia (21 mL de HCL fumante al 37% y 7 mL de HNOs al
65%), 15 mL de HNOs 0.05 My 1 mL de H20. Se coloc6 un vidrio de reloj sobre el frasco
de reaccion, se dejaron reposar las muestras durante 16 h y después fueron sometidas a
digestiéon controlada durante 2 horas o hasta que hubiera cesado la emisién de vapores
amarillos. La muestraobtenida fue filtrada por papel Whatman42 y recogida en recipientes
de 50mL. La solucion fue llevada cuidadosamente a 50 mLy leida en el espectrometro de

AA en las condiciones descritas en la Tabla 2.

3.5.7 Fraccionamientode cadmio en suelo

La determinacion de las fracciones de Cd en el suelo, se llevo a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Tokalioglu et al. (2000) y por el procedimiento de extraccion
secuencial en cuatro pasos modificado del propuesto por la BCR (Comision de la oficina
de referencia de la Comunidad Europea) con el fin de obtener resultados comparables del
metal extraido. Para esto se tomO una muestra de suelo de 10 g y fue sometida a
extracciones sucesivas en el siguiente orden: (1) 4cido acético 0.11M, agitacién durante
16 h y posterior separacion del sobrenadante con ayuda de una centrifuga, el sedimento
fue lavado con agua destilada por agitacion durante 15 minutos y posterior centrifugacion
de la muestra. El sobrenadante fue adicionado al sobrenadante inicial, (2) cloruro de
hidroxilamonio 0.5M pH 2.0, agitacion por 16 horas. La separaciéon del sobrenadante y
posterior lavado del sedimento se realiz6 de manera similar a la fraccion 1. El sobrenadante
fue recogido en un recipiente diferente al primero, (3) peréxido de hidrogeno 8.8M,

agitacion por 2 horas, recoleccion del sobrenadante y posterior tratamiento del sedimento
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con acetato de amonio 1M, pH 2.0 agitacion durante 1 hora y posterior lavado con agua
como en los pasos anteriores. El sobrenadante se recoge en un recipiente diferente a los
anteriores y (4) adicion de agua regia, 16 horas de reposo con la solucién y posterior
digestion con temperatura hasta que cesen los vapores amarillos, el sobrenadante final
se recoge en un recipiente diferente. Todas las muestras obtenidas se llevan a volumen
de 50mL en balén volumétrico con solucion diluida de acido nitrico, y se leen por EAA de
acuerdo a las condiciones de la Tabla 2. Las fracciones asi extraidas corresponden a:
Fraccion 1-facilmente soluble; Fraccion 2-reducible, unida a oxidos e hidréxidos de hierro
y manganeso; Fraccion 3-oxidable, unida a materia organica; Fraccion 4-residual, menos
labil, relacionada con minerales unidos a la estructura cristalina, se encuentran

inmovilizados y no representan un riesgo para el ecosistema.

3.6 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo por medio de ANOVAs de una y dos vias usando el
programa JMP 11 (SW). El criterio de significancia fue alfa=0.05, seguido de una prueba
de Tukey para la determinacion de los efectos entre tratamientos. Se llevaron a cabo
andlisis de correlacion de Pearson para evaluar las asociaciones entre variables
individuales (alfa=0.05)

Las mediasy los errores estandar fueron calculados para los pardmetros morfologicos para
un minimo de 6 muestras por tratamiento, en los parametros fisiol6gicos para un minimo
de 3 muestras por tratamiento, y para el andlisis de Cd tanto en suelo como en material
vegetal se analizaron las muestras por duplicado en un minimo de 3 muestras por

tratamiento dependiendo de la disponibilidad de material del muestreo en cuestion.

En la Figura 5 se detalla el proceso global seguido para la toma y procesamiento de
muestras, asi como el procedimiento de andlisis seguido en este trabajo.
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Figura 5 Diagrama general de los procesos seguidos durante el ensayo y la toma de muestras
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4. Resultados

4.1. Concentracion de cadmio en el suelo

Las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato utilizado para el ensayo se encuentran
resumidas en la tabla 3, mostrando un pH &cido, una textura franco arenosa, un bajo

contenido de materia organica y una baja CICE.

Tabla 3 Analisis fisicoquimico del sustrato

w | N ca | k | wmg | Na | A | wc
PH % meq/100g
4,7 0,89 0,08 1,49 0,1 0,69 0,02 0,49 2,78
P | cw | Fr | Mn | m | B A | L | A rexturs
mg/kg %
191 | 037 | 1% | 949 | 238 | on 9 | 15 | ® FA

Después de la fortificacion del sustrato con cloruro de cadmio, y de 3 semanas de
estabilizacion fueron determinadas las concentraciones de Cd total con el fin de tener los
valores iniciales para el ensayo. Los valores calculados para las concentraciones iniciales
del ensayo y los nombres atribuidos a cada uno de los tratamientos se muestran en la
Tabla 4.
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Tabla 4 Concentraciones iniciales de cadmio en el sustratoen mg.kg-1. Tratamientos diferentes
niveles de cadmio

NOMBRE DEL Cadmio adicionado CONCENTRACION Cd en
TRATAMIENTO mg.kg-1

TO 0 <LD

T1 3 4.5

T2 6 55

T3 12 13.8

T4 24 24.3

En cuanto a la concentracion de Cd total en sustrato, se observa una disminucion en el
tiempo, para todos los tratamientos. Aunque para la semana 5 las diferencias no son
significativas para los tratamientos cony sin inoculacion del hongo, éstas se van haciendo
mas evidentes a medida que pasa el tiempo. Asi, para la semana 17 la concentracion del
metal en el suelo de los tratamientos inoculados se encuentra significativamente un 18%
por debajo de la concentracion del metal para las plantas no inoculadas. En general se
observa para todos los tratamientos (incluso los que no se muestran en la figura 6) que en
los suelos correspondientes a los tratamientos de las plantas inoculadas las
concentraciones del metal son menores que en los suelos de las plantas no inoculadas.
Para los tratamientos con concentraciones mas elevadas de Cd se observan tendencias
mas claras. En la figura 6, se muestra la tendencia de las concentraciones de Cd total en
suelo para el tratamiento T3. EI comportamiento del tratamiento T4 es similar a T3 (no se
muestra debido a que para la semana 17 muchas plantas de este tratamiento habian

muerto y no fue posible el andlisis estadistico).
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Fgura 6 Dinamica en el tiempo de la concentracion de cadmio total en el suelo. Representacion
tratamiento T3y control TO paralas semanas 5y 17.Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos (P<0.05).

Diferencias significativas para algunos tratamientos se observan en la Ultima semana de
muestreo. Asi, se puede observar que la cantidad de Cd total en el suelo para la semana
17 conrespecto a la semanab para el tratamiento T3 fue significativamente menor en un
18 % en las plantas inoculadas comparado con las no inoculadas. En los demés
tratamientos no se observaron diferencias contrastantes por lo que no se muestran aca

pero se incluyen en Anexo Il

Con el objetivo de entender de forma adecuada a qué se deben estas diferencias en
concentraciones del metal en el suelo dependiendo del tratamiento, se analizo
simultdneamente su distribucion en cada una de las fracciones evaluadas. Esto se llevo a
cabo por medio del Fraccionamiento quimico recomendado por la BCR, procedimiento
modificado descrito en materiales y métodos y que consiste en una extraccion de Tessier
et al (1979) modificada en 4 pasos. De este procedimiento se obtienen 4 fracciones de Cd
en el suelo, que corresponden a una fraccion soluble (F1), una fraccién reducible (F2), una
fraccion oxidable (F3) y finalmente una fraccién residual (F4).

De la figura 7 y de los datos de la Tabla 5 que muestra la distribucion del metal en cada
una de las fracciones y su cambio en el tiempo se puede observar que en los tratamientos
inoculados hay una tendencia a una distribucion diferencial del metal en las fracciones del

suelo.
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Figura 7 a, b, c y d Distribucion de cadmio en las fracciones del suelo

TO

T3

T0

T3

020 -

0,15 -

0,10 -

005 -

Concentraciéon en mg.kg-1 para semanas 5 y 17ds. a. Fraccién 1. Intercambiable y soluble
principalmente en carbonatos; b. Fraccion 2: Fraccion reducible (6xidos de Fe y Mn); c. Fraccion 3:
Fraccion Oxidable (Materia organica y sulfuros); d. Fraccion 4: Fraccién residual. TO: Tratamiento
control sin adicién de cadmio; T3: tratamiento con adicion de cadmio aprox 12 mg.kg Letras

diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Se encontrd que el orden en que se distribuye el elemento en el suelo en los tratamientos

con y sin inoculacion con R. irregularis es F2>F1>F3>F4. Sin embargo, se observan,

especialmente en la semana 17, diferencias significativas en las concentraciones del metal

en cada fraccion, siendo mayor la Fraccion 1 en los tratamientos inoculados. Es interesante

anotar que por el contrario la fraccion 3 y 4 son mayores significativamente en los

tratamientos no inoculados.



44 Efecto de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) sobre un

sistema suelo-planta en suelos contaminados con cadmio en etapa de vivero

Tabla 5. Porcentajes de distribucién del cadmio en las fracciones del suelo, dindmica en el tiempo
paralas semanas 5y 17 ds, tratamiento T3.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.001) para la misma semana de
muestreo en las diferentes fracciones. Las diferencias en la tabla corresponden al andlisis
estadistico para la misma semana entre plantasinoculadasy no inoculadas.

Inoculado No inoculado
Semana 5 Semana 17 Semana5 Semana 17
Fraccion 1 (%) 335a 42.0a 37.0a 355a
Fraccién 2 (%) 55.1a 48.7 b 52.3a 50.4 a
Fraccion 3 (%) 114 a 8.8b 105b 12.9a
Fraccion 4 (%) Oa 0.4a 03a 11a

En la tabla 6 se especifican las caracteristicas generales y la reactividad de cada una de
las fracciones en las que se separ6 el sustrato. Dichas caracteristicas permitiran conectar
la disponibilidad del metal en el sustrato con su absorcion por las plantas de cacao, al
menos parcialmente, ya que es conocido que dicho proceso no depende solo de la
disponibilidad del metal sino del tipo de cultivo, su variedad y los microorganismos

asociados al sistema, entre otros.

Tabla 6 Fracciones de cadmio en el suelo y particularidades generales,reactividad. Modificado
JacomeD, 2017 de Ahmadipour et al 2014.

Nombre de la fraccion Caracteristicas Observaciones

Fraccion 1: F1 Fraccionintercambiabley unidaa | Sensible a cambios de pH
carbonatos

Fraccion 2: F2 Fraccion reducible o unida a | Inestable en circunstancias
6xidos de Fe yMn anoxicas, enlaza metales

pesados y tiene alto poder

secuestrante de MP

Fraccién 3: F3 Fraccion oxidable o unida a | Aito poder complejante de
sustancias organicas metales pesados. En condiciones
de oxidacion puede liberarlos.

Fraccion 4: F4 Fraccion residual Minerales primarios y
secundarios (silicatos) que

ocluyen los metales pesados en
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sus estructuras cristalinas

4.2. Concentracién del cadmio en la planta y sus
organos

Para entender la dinamica del metal es necesario estudiar también la manera en que es
absorbido por la planta y como se distribuye en sus diferentes 6rganos con el fin de
determinar si hay una distribucion diferencial en las plantas inoculadas y en las plantas
control. En este proceso es importante entender que en general los sistemas agricolas y
en particular el nuestro, son sistemas complejos cuya respuesta dependera no solo de la
presencia 0 ausencia de hongo sino de su identidad y la de la planta hospedera y sus
interacciones, el pH del sistema, el tipo de suelo, la reproducibilidad entre muestras debido
a la variabilidad genética entre plantas, entre otros.

De la figura 8 se observa que para todos los tratamientos hay una mayor acumulacion de
Cd en la parte aérea que en la raiz, distribucion que se mantiene en el tiempo. Es
interesante notar que la concentracion de Cd en la parte aérea es mayor para todos los
tratamientos en plantas inoculadas con el hongo en comparacién con las no inoculadas.
Sin embargo, las concentraciones del metal en la semana 17 disminuyeron con relacion a
la semana 5 en la parte aérea, principalmente en los tratamientos con concentraciones

altas de cadmio.
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De la tabla 7 se puede observar ademas que la distribucién del Cd en la planta cambia con

el tiempo y depende de la concentracion del metal en el suelo. De esta manera, para el

muestreo a las 5 semanas después de siembra (sds), la distribucion del metal para las

concentraciones bajas (T1 y T2) es Tallo>Hojas>Raiz independientemente de si las

plantas fueron o no inoculadas. Sin embargo, se observa un efecto interesante para las

concentraciones altas (T3 y T4) en las que esta distribucion se conserva para los

tratamientos inoculados pero cambia para las plantas no inoculadas a Tallo>Raiz>Hojas

con diferencia significativas para cada concentracion en las concentraciones altas de Cd.
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Tabla 7 Dinamica del cadmio en la planta para todos los tratamiento en las semanas 5y 17 ds.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos en diferentes

tiempos de muestreo (F<0.05).

HOJAS RAIZ TALLO
5 sds 17 sds 5 sds 17 sds 5sds 17 sds
Inoc 0 0 0 0 0 0
T0
No Inoc 0] 0 0 0 0 0
Inoc 26.6 a 41.5a 23.7 a 19.8 a 49.7a 38.7a
T1
No Inoc 29.0 a 41.0a 17.3 a 19.6 a 53.8a 394a
Inoc 31.6a 40.0 a 21.1a 21.1a 47.3a 389a
T2
No Inoc 30.1a 353 b 23.3 a 255 b 46.5a 39.2a
Inoc 28.4 a 28.5a 15.0 a 28.2 a 56.6 a 433 a
T3
No Inoc 196 b 27.2 a 41.0b 358b 39.3b 369b
Inoc 21.8 a -- 32.6 a -- 455 a --
T4
No Inoc 224 b - 315b -- 46.1 b -

De manera gréfica se puede observar en la figura 7 como para el tratamiento T3 la

concentracion de Cd en la parte aérea es mayor que en las raices y como a medida que

pasa el tiempo se va redistribuyendo el metal en la planta, siendo al final mas baja la

concentracion.

De la Figura 9, se observa en la concentracion de la parte aérea disminuye con el tiempo,
mas en las plantas inoculadas. En la raiz disminuye mas en las plantas inoculadas y en
las no inoculadas permanece constante la cantidad de Cd absorbido a lo largo de las 17

semanas de analisis.
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4.2.1. Eficienciadela absorciéon

En general se observé que la Eficiencia en la absorciéon de Cd por las plantas aumenta a
medida que aumenta la concentracion del metal en el suelo. Para el andlisis de la eficiencia
de absorcion del metal por parte de la planta y con el fin de comparar como va cambiando
la dinamica del elemento en el tiempo, se incluyen los resultados de las semanas 5y 13
ds. Los resultados para la semana 17 para el tratamiento T4 muestran tendencias
similares a la semana 13 para el mismo tratamiento y dado que en la semana 17 habia
pocas plantas de este tratamiento, estos resultados no se muestran porque, no es posible
hacer andlisis estadistico, sin embargo se incluyen en Anexo lll.

Los resultados, en la Figura 10 muestran que para las primeras semanas del ensayo no
hay diferencias significativas en la Eficiencia de absorcion entre las plantas inoculadas y
las no inoculadas en ninguno de los niveles de cadmio. Sin embargo, para la semana 13
ds, es interesante que la eficiencia de la absorcion es menor en las plantas inoculadas
comparadas con las no inoculadas que presentan valores de absorcion mas altos. Se
calculd que las plantas inoculadas presentaron valores 46 y 77% inferiores en este
parametro a las plantas no inoculadas para los tratamientos T3y T4 respectivamente. En
las concentraciones bajas no se encontraron diferencias significativas para la inoculacion
de las plantas con Rhizophagus irregularis.
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Fgura 10 ay b Eficiencia de la absorcién de cadmio por la planta. Semanas 5y 13 paratodos los
tratamientos de cadmio (GLO: Inoculadas, Control: No inoculadas)

4.2.2. Eficienciadela translocacion

La Eficiencia de la translocacion, al contrario de la Eficiencia de la absorcion muestra
tendencia a disminuir a medida que se aumenta la concentracién de cadmio en el sustrato
y a medida que pasa el tiempo. Comparadas con las plantas no inoculadas, la Eficiencia
en la translocacion de las plantas micorrizadas para los tratamientos con baja
concentracion de cadmio (TO, T1 y T2) no muestran diferencias significativas hasta la

semana 13 (figura 11 ay b)
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Tratamiento concentraciones de cadmio Semana 5 Tratamiento concentraciones de cadmio Semana 13

Figura 11 ay b Eficiencia en la translocacion del metal para todos los tratamientos de cadmio.
Semanab5y 13 ds.

Sin embargo, para la semana 13 se encuentran diferencias entre las plantas micorrizadas
y no micorrizadas, donde la translocacién es ligeramente mayor, aprox. 11y 14% para los
tratamientos T3 y T4, respectivamente.
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4.2.3. Eficienciade la fitoextraccion

La eficiencia de la fitoextraccion al igual que la Eficiencia en la absorcién aumenta para las
plantas inoculadas y no inoculadas a medida que aumenta la concentracion de cadmio en
el sustratoy a medida que pasa el tiempo. No se observan diferencias significativas entre
tratamientos, excepto para T4 a partir de la semana 13 ds (Anexo V)

De la figura 12 se observa que, no obstante, a medida que pasa el tiempo se marcan
diferencias entre las plantas inoculadas y no inoculadas en cuanto a la eficiencia en la
fitoextraccion, es decir, la capacidad que tienen las raices de transportar el Cd que se
encuentra en ellas en un momento dado a la parte aérea. Para el tratamiento T3 en la
semana 17 disminuye aproximadamente un 14% con relacion a la Eficiencia en la semana
5ds.
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Figura 12 Eficiencia en la fito-extraccion para el tratamiento T3. Semanas 5y 17 ds. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05)
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4.2.4. Parametros fisiologicos: fluorescencia
Indicadores de estrés.

Los cambios en el desempefio del aparato fotosintético en las plantas por accién del Cd
han sido revisados por varios autores (Prasad, 1995; Pél et al., 2006; Rodriguez-Serrano
et al.,, 2009). Por este motivo durante el ensayo se midieron las respuestas de algunos
parametros fisioldgicos comunmente usados como indicadores de estrés, como la relaciéon
Fv/IFm, el contenido de clorofilas y el indice de rendimiento (PI).

El rendimiento relativo del fotosistema Il puede cambiar con factores abidticos tales como
déficit de agua, temperatura o presencia de metales pesados, y medir el rendimiento del
PSII puede proveer informaciéon importante sobre las relaciones planta-ambiente (Oyetunji
et al, 2007). La medicion de la fluorescencia de la clorofila en las hojas da informacion
directa sobre el proceso fotosintético. La intensidad de la fluorescencia esta directamente
relacionada con la concentracion de las moléculas de clorofila excitadas, lo que sugiere
que un cambio en la fluorescencia puede relacionarse a un cambio en la eficiencia de la
fotosintesis, siendo asi una medida de la capacidad fotosintética de las hojas de las
plantas. La aparicion de dafios por estrés siempre van acompafiados por una disminucion

en la fluorescencia de la clorofila.

La relacion ente la fluorescencia variable (Fv) y la fluorescencia méxima (Fm) corresponde
a la eficiencia fotoquimica del PSIl, que esta directamente relacionada con su eficiencia
guantica y es usada, por lo tanto, como una prueba diagnéstica para medir estrés. Una
hoja saludable generalmente arroja resultados de Fv/Fm alrededor de 0.80 (Oyetuniji et al,

2007). Valores inferiores indican estrés por dafios en el PSII.

En la figura 13, se observa el efecto de los diferentes tratamientos sobre el indice de
maximo rendimiento fotosintético (Fv/Fm) para plantas de cacao en la semana 5 Es
importante notar que el tiempo de exposicién hizo evidente por medio del andlisis de este
parametro un estrés en todas las plantas tanto inoculadas como no inoculadas. Por otra
parte, no se observan diferencias en los resultados para los tratamientos con bajas
concentraciones de cadmio en ninguno de los muestreos. Sin embargo, para la semana 5,

se observé para los tratamientos T3 y T4 un alivio del estrés causado por la alta
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concentracion del metal en las plantas inoculadas al ser comparadas con las no

inoculadas.

En el analisis de los resultados de la eficiencia fotosintética del PSIl, se observé un efecto
positivo del hongo sobre las plantas, evidente sobre todo en las primeras semanas del
ensayo. Las diferencias se hacen menos marcadas a medida que pasa el tiempo. En la
figura 13 se observa un efecto marcado de alivio en el estrés del hongo sobre los
tratamientos de concentraciones altas de cadmio, donde las plantas, para la semana 5,
aun no muestran sintomas fisiolégicos de estrés, mientras que las plantas no inoculadas
si lo hacen. Esto concuerda con los resultados de Mo et al. (2016), quienes encontraron
un alivio inicial del estrés en plantas de melon inoculadas, reflejado en parametros
fisiologicos como niveles de Pn, Fv/Fm, ®PSIl, ETR,y gP, que se hacen menos evidentes

con el tiempo.

El efecto del alivio del estrés es menos evidente en los Ultimos muestreos debido a la

mayor interaccion de las plantas con el cadmio.
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Fgura 13 Eficiencia del fotosistemall. Relacién Fv/Fm para todos los tratamientos de cadmio,
semanab. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0.05).

Es interesante notar el alivio en el estrés, representado por mayores valores de la relacion
Fv/IFm en las plantas micorrizadas con altas concentraciones de cadmio, fenébmeno que se
observa principalmente en las primeras semanas de crecimiento de las plantas. Diversos
estudios han mostrado que el cadmio dafa el aparato fotosintético, en particular el

complejo donde entra la luz y los fotosistemas | y Il (Krupa et al, 1993; Siedlecka et al.,
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1997), provoca el cierre estomatico en plantas superiores (Poschenrieder et al, 1989) y en
general una inhibicion de la fotosintesis (Mohamed et al, 2012)

El contenido de clorofila es otro de los indicadores de estrés en plantas mas usado debido
a que se puede medir facilimente en campo con equipos portatiles y se considera un buen
indicador de estrés ya que una disminucion en la sintesis de la clorofila tendra un efecto
perjudicial en el rendimiento del quantum del fotosistema Il (PSIl) el cual a su vez esta

directamente relacionado con la fisiologia del estrés de plantas.

Los resultados obtenidos, como se evidencia en la figura 14, muestran una disminucion
en el indice de clorofilas a medida que se aumenta la concentracion del cadmio, lo que
evidencia los efectos nocivos del metal para las plantas de cacao. No se observan
diferencias significativas para ninguno de los tratamientos para las plantas inoculadas

comparadas con las no inoculadas.

Es muy interesante notar que para el tratamiento TO correspondiente al suelo sin adicion
de cadmio, la cantidad de clorofilas aumenta con el tiempo, lo cual tiene relacién con un
mayor nimero de hojas en las plantas mas grandes, por lo tanto una mayor cantidad de
centros reactivos para la fotosintesis. De la figura 14 se observa que para TO el contenido
de clorofilas es menor en la semana5 para las plantas inoculadas y va aumentando hasta
gue en la semana 17 es igual al de las plantas no inoculadas. En otros estudios se han
reportado resultados contrarios a los obtenidos aqui, observandose incremento en el
contenido de clorofilas totales para las plantas inoculadas (Wodala et al., 2012), ademas
se ha observado que la clorofila a es mas sensible al Cd que la clorofila b (Ekmekci et al,

2008; Wang et al., 2009), llevando a una disminucion en la relacion de clorofilas a/b.
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Fgura 14 indice de clorofilas paratodos los tratamientos semanas 5y 17 ds.

Por otra parte, otro parametro que se ha utilizado con menos frecuencia para describir la
los efectos nocivos de metales pesados sobre plantas sometidas a estrés, es el Pl (indice
de vitalidad) que parece ser un mejor indicador cuando se trata de plantas micorrizadas.

De los resultados obtenidos se observa que al igual que lo que se vio conla relacion Fv/Fm,
el indice de vitalidad es mayor para las plantas inoculadas sobre todo en las primeras
semanas de ensayo, con el paso del tiempo las diferencias entre plantas inoculadas y no
inoculadas se hacen menos notorias. Del mismo modo se observa un efecto de la
concentracion de cadmio sobre las plantas, a mayor concentraciéon del metal menor el Pl

para el sistema.

Para los demas parametros evaluados relacionados con la fisiologia de la planta, como la
conductividad estomatica y otros parametros relacionados con fluorescencia, no se
encontraron diferencias significativas en ninguno de los muestreos para las plantas
inoculadas y las no inoculadas, por lo que no se muestran en el presente trabajo.
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Figura 15 PI (indice de rendimiento) semanas 5y 17 ds. Tratamientos TOy T4. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos P(<0.05).

4.3.Colonizacion micorricica

La colonizacién micorricica fue detectada en todos los tratamientos con y sin inoculacion
del hongo y a todos los niveles de concentracion de Cd utilizados. Esto demuestra la
presencia natural de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) en suelos de
uso agricola. Las estructuras observadas y cuantificadas corresponden a las zonas tefiidas
resultantes de la tincion de las raices que se muestran en la Figura 17.
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Figura 16 Fotografia de raices de cacao colonizadas por hongos FMA
Fuente: Diana Jacome, 2016. Equipo utilizado: Estereoscopio Nikon Z 1000 Magn. 8x

Se observd que el porcentaje de colonizacion de las raices fue en aumento a medida que
pasaba el tiempo, desde la semana 5 hasta la semana 17, para cada uno de los
tratamientos y los valores medios més altos de colonizacion (32.6%) se encontraron para
el tratamiento de 6 mg.kg-1 en la Ultima semana de estudio. Para valores mayores de
concentracion, se observa una colonizacion mas baja, registrandose valores maximos de
15%. A pesar de la variabilidad de los datos, se encontré que para todos los tratamientos
y sobretodo en las primeras semanas, hay diferencias significativas (P<0.05) en el
porcentaje de colonizacion entre plantas inoculadas y no inoculadas (Tabla 9).
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Tabla 8 Porcentaje de colonizacién de raices de cacao por R.irregularis en sustrato con diferentes
niveles de concentracion de cadmio.

Nivel de . L, % de % de
... Tratamiento % de colonizacion o .
adicion de Cd colonizacion colonizacion
hongo semana5
(mg.kg-1) semana 13 semana 17
0 Noinoculado 5.6 14.6 23.4
Inoculado 7.3 23.5 32.6
3 Noinoculado 4.8 9.4 29.9
Inoculado 9.4 21.4 27.5
6 Noinoculado 2.0 20.0 17.4
Inoculado 5.4 27.1 31.5
12 Noinoculado 2.5 8.8 15.3
Inoculado 12.6 11.6 12.3
24 Noinoculado 1.2 3.8 nd
Inoculado 12.4 2.2 nd

nd —no determinado

4.4 .Otras variables medidas:

4.4.1. Biomasaen plantas

El crecimiento de las plantas se vio disminuido a medida que aumenté la concentracion de
Cd en el sustrato. Se observa que la produccién de biomasa expresada como peso seco
en todas las partes de la planta (raiz, tallo, hojas) fue significativamente menor (P< 0.001)
para las concentraciones altas de Cd (Figura 18). Para los niveles bajos de Cd (0, 3y 6
mg.kg-1) no se observo efecto del hongo ni diferencias significativas entre los tratamientos

con y sin inoculacion.
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Durante las primeras semanas se observé un comportamiento bastante homogéneo en
cuanto a producciéon de biomasa en la parte aérea de las plantas inoculadas y las no
inoculadas, sin embargo, es posible notar diferencias marcadas cuando observamos los
resultados de las pruebas realizadas a las muestras durante las semanas 13 y 17 donde
la produccion de biomasa en la parte aérea para las plantas inoculadas fue
aproximadamente 25% y 200% menos que para las plantas no inoculadas en la
concentracion de 12 mg.kg™. Para la concentracion de Cd de 24 mg.kg* para la semana
17 la produccion de biomasa de las plantas inoculadas no se pudo observar ya que la

mayoria de plantas habian muerto para este momento (Figura 18).
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Figura 17 Pesos secos de raiz y parte aéreade plantulas de cacao en vivero bajo diferentes niveles de
concentracién de cadmio con y sin inoculacién de R.irregularis

Las barras oscuras representan los resultados de los tratamientos inoculados y las barras claras los
tratamientos no inoculados.

En cuanto a la relacion raiz/parte aérea, las concentraciones bajas de cadmio (TO, T1y
T2) no mostraron diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas. Como
se observa en la figura 19, para las concentraciones altas (no se muestra T4 debido a que
para la semana 17 la mayoria de plantas habian muerto, pero su comportamiento fue
similar al de T3) se observa un aumento significativo en la relacién raiz/parte aérea con el
tiempo, y para la semana 17 hay una marcada diferencia entre las plantas inoculadas y las
no inoculadas. Las primeras presentan una relaciéon mayor, lo que quiere decir que las
raices de las plantas inoculadas fueron mas largas en comparacion con las plantas que no
tenian R. irregularis. Esto como se ha evidenciado en muchos articulos le da una ventaja
a las plantas inoculadas ya que pueden explorar una mayor area del suelo, lo que redunda,
principalmente, en una mayor toma de nutrientes.
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Figura 18 Relacion raiz/parte aéreaparalas semanas 5y 17 ds. Tratamientos TOy T3. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamiento (F<0.05)
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5. Discusién

En la presente investigacion se realizo el seguimiento de las concentraciones de
cadmio total asi como su distribucion en las diferentes fracciones del suelo con el
fin de determinar la dindmica del metal en el sistemacuando se tenian tratamientos

con y sin inoculaciéon de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA).

La comprension de la dinamica y las interacciones de los metales pesados en
sistemas vivos depende no solo de la concentracion del metal, sino también de su
movilidad y reactividad con otros componentes del ecosistema (Abollino, et al,
2002). De modo que para elucidar el comportamiento de los metales pesados en
los suelos y prevenir los riesgos potenciales de toxicidad, se requiere la evaluacion
de la disponibilidad y movilidad de los mismos (Banat et al., 2005) tal y como se

hizo en el presente estudio.

Aunque la toxicidad de un elemento esta definida més por su biodisponibilidad que
por su concentracion, la determinacion del contenido total del elemento es

necesaria para identificar el nivel de contaminacion de los suelos.

5.1 Efecto dela inoculacion con R.irregularis en el fraccionamiento del
Cd en el suelo y su efecto en el tiempo

El cadmio es un elemento que por sus caracteristicas quimicas posee un alto poder
de acumulacion en el suelo y debido a esta propiedad y a su alta reactividad es
importante conocer su dinamica en el suelo. Por primera vez, y gracias al abordaje
de este trabajo, se logré establecer en campo y en condiciones del tropico acido

que las concentraciones de Cd para todas las fracciones son proporcionales a la
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concentracion total en el suelo. Es decir, a mayor concentracion de cadmio en el
sustrato, mayor concentracion en las diferentes fracciones. Igualmente importante,
se logré establecer que el efecto del hongo FMA, solo se observa para la fraccion
F2, que corresponde a la fraccion reducible o unida a 6xidos de Fe y Mn y se
observa ademas que su dinamica en el tiempo va cambiando. En la semana 5 es
mayor la concentracion de cadmio en esta fraccion para los tratamientos con
inoculacion sobre los no inoculados y, en oposicion a este resultado, para la
semana 13 y 17 la dinamica cambia observandose un aumento en la concentracion
del cadmio en los tratamientos sin inoculacion, pero no en el suelo de las plantas
inoculadas con el hongo FMA. Este resultado es fundamental pues indica que sin
el efecto de la inoculacion con HFMA, la dinamica temporal del Cd en el suelo es
volverse mas disponible generando potencialmente un mayor riesgo de toxicidad

en el sistema.

Por su origen antrépico se espera que la concentracion del metal sea inicialmente
mayoritaria en las fracciones mas solubles ya que los procesos de adsorcion son
mas lentos. Los metales se reparten lentamente entre los componentes de la fase
solida del suelo, su distribucion se caracteriza por una rapida retencion inicial y
posteriores reacciones lentas, dependiendo de las especies del metal, propiedades
del suelo, nivel de introduccion y tiempo (Han et al, 2003). Asi, de acuerdo a los
resultados encontrados en este trabajo, se observa que al pasar el tiempo se van
encontrando pequefias cantidades de cadmio en las fracciones menos disponibles
(T3 y T4) lo cual concuerda con lo observado por Taylor y Percivar (2001) quienes
reportan que el metal libre como Cd?* se encontré entre el 55-90% de la solucion
de cadmio en el suelo inicialmente. Del mismo modo Janouskova et al (2009)
encontraron menos cadmio disponible en sustrato con indculo que sin inGculo.
Estos reportes corroboran los resultados encontrados en este trabajo.

Adicionalmente, el efecto de la inoculacion con HFMA sobre las fracciones F2 y F3
les de gran importancia por su repercusion directa sobre la dinamica del Cd en el
suelo. En los horizontes superficiales, al igual que el niquel o el zinc, el cadmio
aparece ligado generalmente a formas organicas, sin embargo, la fraccion méas

disponible para las plantas parece ser la asociada a 6xidos de Fe y Mn. Por este
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motivo la dindmica temporal que se observa en la fraccion F2, muestra un alto
potencial mitigador de los efectos de la contaminacién por Cd en las plantas de
cacao, ya que al disminuir la concentracién en esta fracciéon, se hace también
menos disponible el metal con el tiempo para serabsorbido por la planta. Del mismo
modo, se observa que la fraccion F3 tiene la mismadinamica, es decir en la semana
5 es mayor en las plantas inoculadas y para la semana 17 disminuye, siendo mayor
en las plantas no inoculadas. Se recomienda que en futuros estudios estas dos
fracciones se estudien con mas detalle y que el periodo de tiempo se extienda con
el fin de tener mas informacion a partir de modelos agricolas reales, como el

utiizado en este trabajo.

5.2 Variacion temporal de los niveles de Cd en el suelo

Los resultados del estudio de la dinAmica temporal del cadmioen el suelo muestran
gue las concentraciones iniciales para cada tratamiento fueron disminuyendo con
el tiempo. Estos resultados se pueden explicar parcialmente con los niveles del
cadmio absorbido por las plantas, lo que se analizard mas adelante. El efecto de
la inoculacién con R. irregularis sobre la concentracion de cadmio total no es
evidente en los primeros muestreos. Sin embargo a partir de la semana 17, se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones del metal que se
pueden explicar por la presencia del hongo FMA en el sistema. Este cambio en la
concentracion del metal, como se observa en la figura 6 es mas significativo para
los tratamientos con concentraciones altas de cadmio. Al final del ensayo, los
suelos de los tratamientos con inoculacion presentaron menor concentracion de
cadmio en el suelo, en el caso del tratamiento T3 correspondiente a una
concentracion de 13.8mg.kg* de Cd, present6 un 18% menos concentracion de
cadmio con respecto al tratamiento con la misma concentracion pero sin
inoculacion. El tratamiento T4 con una concentracion inicial de cadmio de
24.3mg.kg?, presenté tendencias similares a T3. Asi, es evidente que los HFMA
pueden jugar un papel importante en la rehabilitacion de suelos contaminados con
Cd, y su efecto es mas relevante en el caso de contaminaciones altas (tratamientos
T3 y T4) y posiblemente en suelos provenientes de actividades mineras, es decir
donde las fuentes de contaminacion sean antrépicas.
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Este fendbmeno observado, debe estudiarse con mas detalle para definir las causas
de la disminucion de la concentracion del metal en el suelo, ya que como no es un
sistema cerrado no es facil atribuir los efectos a un solo factor, es decir, aunque
hay una correlacién directa entre la cantidad de cadmio en el sustratoy la cantidad
de cadmio tomado por las plantas(0.72), seria arriesgado atribuir todos los cambios
en la concentracion de cadmio en el suelo s6lo a lo absorbido por la planta ya que

sabemos que los sistemas agricolas son mucho mas complejos.

Es importante notar que para las concentraciones bajas de cadmio, TO, T1, T2 no
se observan efectos diferenciales por la presencia del hongo en el resultado del

cadmio total en el suelo en concentraciones bajas de cadmio.

5.3 Factores que influyen en la especiaciéon del Cd

Méas importante que el contenido total o pseudo-total de los metales pesados en
suelos, es la identificacion de la distribucion en las diferentes formas fisicas o
guimicas del suelo (especiacion) de esos metales, ya que estos tienen una relacion
directa con su comportamiento geoquimico, su biodisponibilidad, toxicidad quimica
y biolégica y por lo tanto su potencial contaminante (Nirel & Morel, 1990). En el
marco de la asociacionde HFMA y plantas de uso comercial, este trabajo constituye
la primera aproximacion al problema asociado al contenido de cadmio biodisponible
gue podria movilizarse para introducirse a la cadena alimenticia y afectar a plantas
y otros organismos en el sistemade cultivo mediante una extraccion fraccionada
del cadmio en el sustrato. Como resultado del procedimiento utilizado se encontrd
que el cadmio se distribuye en el sustrato en el siguiente orden: F2>F1>F3>F4,
resultados que concuerdan con lo encontrado por Ahmadipour et al. (2015) para

suelos contaminados con Cd y Pb en Iran.

La importancia de estos resultados radica en que se tiene una primera
aproximacion de la distribucion del metal en suelos acidos del trépico similares a
los utilizados en el cultivo de cacao en el pais. Es importante notar que la dindmica
del metal se espera que sea diferente si el mismo proviene de fuentes geogénicas

0 antropogénicas. En el caso de contaminacion de origen antrépica es conocido
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gue en general sumovilidad es muy baja, quedando acumulado en los centimetros
superiores del suelo, siendo lixiviado a horizontes inferiores en cantidades muy
pequefias. Sin embargo, esto va a depender de las caracteristicas del suelo en
donde se presente la contaminacién, comoel pH, la textura, el contenido de materia

organica entre otros.

En nuestro caso, el contenido de materia organica es muy bajo lo que explica que
no se haya encontrado una alta concentracion de Cd en la fraccion F3,
correspondiente ala fraccion unida a la materia organica. Por el contrario, el mayor
porcentaje del cadmio adicionado se encontré en las fracciones F1 y F2 que
corresponden a las fracciones con mayor disponibilidad en el suelo. Asi, la
distribucion encontrada del metal en las fracciones del suelo para los tratamientos
con y sin inoculacion fue F2>F1>F3>F4. Es decir que las fracciones F1y F2 que
son las més biodisponibles son las que contienen mayor concentracion de cadmio,
esto explica que las plantas puedan tomar con mayor facilidad el metal ya que esta

mas biodisponible.

En suelos &cidos la disponibilidad del cadmio es mayor que en suelos con pH méas
alto y aumenta a medida que se disminuye el pH del sistema. Este tema es
fundamental en ésta region, dado que el 81% los suelos en el tropico en América
son &cidos, en Colombia particularmente el 85% de los suelos son &cidos y tiene
pH igual o inferior a 5.5 con altas concentraciones ademas de Al intercambiable
(Arcos & Narro 20009).

La concentracion de los metales pesados en el suelo depende basicamente de la
forma en que estos elementos se muevan dentro del sistema. Los mecanismos de
movilidad, transporte y distribucion en el sistema estan intimamente ligados con la
forma quimica y con las interacciones fisicoquimicas que estos metales sostengan
con las metales y ligandos del medio y con los constituyentes del suelo, como lo
minerales de arcilla, 6xidos de Fe y Mn, Aluminio y Carbonatos. Estos mecanismaos
son basicamente procesos de dilucion, adsorcién, precipitacion, oclusion,
migracién, acomplejamiento, difusion en los minerales, unién con constituyentes
organicos, absorcion por la micro biota y volatilizacién entre otros (Paradelo et al,
2011).
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El sustrato utilizado en este trabajo, por presentar un alto contenido de arena
carece de capacidad de fijacion, por lo que el Cd no puede unirse facilmente a la
fase sdélida mediante procesos de adsorcién, debido a su baja superficie especifica,
en cambio se encuentra una mayor concentracion en las fases disueltas o
faciimente extraibles debido también a la forma quimica en la que fue aplicado el
Cd (CdClL.). Con el paso del tiempo va aumentando la cantidad de cadmio en las
fracciones menos labiles del suelo (F3 y F4) lo cual concuerda con lo hallado por
Oliveira et al (2003) sugiriendo que con el tiempo de incubacion, el Cd adsorbido a
los compuestos inorganicos amorfos de Mn y Fe se van convirtiendo a formas
ocluidas en la medida que estos compuestos aumentan el grado del cristalizacién
y se vuelven, por lo tanto, menos solubles. Asi, este modelo experimental permitio
realizar extracciones secuenciales que dan informacién sobre el modo de
ocurrencia, disponibilidad biologica y fisicoquimica, movilizacién y transporte de los
metales pesados. De esta manera, con el método de extraccion utilizado se

obtienen 4 fracciones con las caracteristicas que se muestran en la tabla 7.

5.3.1 Efecto de la inoculacién con Rhizophagus irregularis en las
fracciones del suelo
Por sus caracteristicas, el andlisis que se presenta ac4, de las fracciones de Cd en
el suelo, permite entender los mecanismos de interaccion mediante los cuales los
hongos FMA pueden ayudar a mitigar el estrés por cadmio. Los resultados
obtenidos, en corto tiempo, muestran una dinamica del metal en las fracciones del
suelo que cambia con el tiempo, lo cual concuerda con lo descrito por Rodriguez,
et al (2009).

El efecto de la concentracion de cadmio en todos los tratamientos se manifiesta de
manera evidente (Figura 7; P<0.01). También se observa que el efecto del hongo
sobre la distribucion del metal, no es inmediato, pues ocurre a partir de la semana
17 ds; y es notorio, sobretodo, en las concentraciones altas de cadmio. Asi, para
la semana 17, la fraccién F1 es mayor en los tratamientos inoculados, a la vez que
las fracciones F3 y F4 son menores en comparacion con los tratamientos no

inoculados (P<0.05). Nuevamente, estos resultados son una clara prueba del
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efecto de la inoculacién con HFMA, sobre el sistemay la dinamica del Cd en el

suelo.

Es importante notar que en el trépico las tasas de mineralizacion son més altas
debido a las condiciones climaticas, lo cual explica que en corto tiempo se vea la
aparicion del cadmio en la fraccion residual que es la menos soluble y la
quimicamente mas estable. Los resultados obtenidos del orden de distribucién del
Cd en las fracciones del suelo (Tabla 7) concuerda con lo hallado por Taylor &
Percival (2001) que describe que entre el 55y el 90% del cadmio en la solucion del
suelo se encuentra en las fracciones mas solubles del suelo, en forma de Cd?* libre
u otros iones y es muy disponible para las plantas. En nuestro caso, se encontré
para la semana 17 para el tratamiento T3 que la concentracién en las dos primeras
fracciones se encuentra entre 86 y 90%, para plantas no inoculadas e inoculadas,
respectivamente. De la tabla 7, se puede observar ademas que con el tiempo se
van marcando diferencias definidas por la presencia del hongo FMA en el sistema,
de modo que la distribucion parece cambiar y mientras que para los tratamientos
con hongo las fracciones F3 y F4 disminuyen, para los tratamientos sin inéculo,
aumentan. Esto significa, que la dinamica de especiacion del metal, en condiciones
del trépico, es influenciada por la inoculacién con HFMA vy ahi la importancia de
entender su efecto en suelos del tropico en condiciones reales de campo, ya que
esta aplicacion puede ser una herramienta Util en sistemas perennes, como el

analizado en este trabajo, para reducir efectivamente el Cd disponible en el suelo.

5.3.2 Efecto del pH
En el periodo de tiempo durante el que se realiz6 esta evaluacion, la mayor cantidad
de cadmio, en los tratamientos con hongo se va a las dos primeras fracciones,
haciendo més disponible el metal para ser absorbido por la planta. Y aunque estos
procesos son mucho mas complejos, quiza una parte de este fendmeno pueda
explicarse por una aparente disminucion en el pH de los suelos inoculados. Los
resultados de pH no muestran diferencias estadisticamente significativas, pero si
se observa una tendencia a la disminucion del pH en los tratamientos inoculados.
Es bien conocido que la solubilidad de los metales pesados aumenta con la
disminucion del pH. Este tema vale la pena explorarlo mas, pues indicaria que hay

gue estudiar muy bien el sistema, dado que la presencia del hongo puede
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influenciar grandemente otros procesos en el suelo, a través del cambio en el pH
gue tengan efecto sobre la disponibilidad de Cd y otros nutrientes en el suelo. En
forma experimental se ha reportado anteriormente que la inoculacion con HFMA en
pasturas, resulté en un aumento del pH de la rizosferaen 0.2-0.7 unidades al cabo
de 11 semanas después de la inoculacion (Nazeri et al., 2014). Es evidente que en
el caso del trabajo de Nazari et al (2014) se trata de dos sistemas agricolas
diferentes, dos especies vegetales diferentes, asi como condiciones climaticas y
edéficas diferentes a las que se tuvieron en el presente estudio. Ademas, a
diferencia de lo reportado por Nazeri et al. (2014) en este trabajo no se midi6 el pH
de la rizosfera. Por lo cual se recomienda analizar de forma directa este factor, e

incluirlo en modelos experimentales a futuro.

Es conveniente notar también que en el sistema hay varios factores que podrian
inducir una disminucién en el pH del suelo, como la fertilizacién, proceso que se
observa claramente en los datos obtenidos, donde justo después de las dos
fertilizaciones, hay una baja en el pH, esto debido, posiblemente, a la adicion de
Urea al sistema, cuya reaccion de hidrolisis y posterior oxidacion libera iones H* al
sistema provocando cambios en el pH (Bernhard, A., 2010). Este efecto, puede
deberse también a la forma quimica en que fue adicionado el cadmio a los suelos,
es decir en forma de cloruro de cadmio, compuesto altamente soluble en agua que
tiende a formar iones complejos del tipo [CdCI4]?" lo cual le confiere propiedades
de &cido suave, pudiendo provocar por su parte disminucién del pH en el medio en

que se encuentre.

5.4 Absorcién de cadmio por la planta y acumulacién por érgano

En cuanto a la toma de cadmio por la planta, en la figura 6, se puede observar que
la distribucion del metal en la planta es directamente proporcional a la cantidad de
cadmio presente en el suelo y estos dos valores se encuentran altamente
correlacionados como se muestra en la matriz de correlaciones (Tabla 9). Esto
concuerda con resultados de Honrburg & Bummer (1986) y Sillampaa & Jansson
(1992).
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Tabla 9 Matriz de correlaciones entre concentracion de cadmio en plantay concentraciéon de cadmio
en suelo en mg.kg-1.

Cd Parte
Cd suelo Cd Hojas Cd Raiz Cd Tallo )
aérea
(mglkg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
(mg/kg)
Cd suelo (mg/kg) 1
Cd Hojas(mg/kg) 0.81017956 1
Cd Raices (mg/kg) 0.87988699 0.76808393 1
Cd Tallo(mg/kg) 0.88101849 0.83125457 0.85212984 1
Cd Parte aérea
0.87166126 0.94131015 0.85115651 0.96217436 1

(mglkg)

Como se observa en la figura 8, para todos los tratamientos, indiferentemente de
si fueron inoculados o no, la concentracion del metal es mayor en la parte aérea
gue en la raiz. La distribucion del metal hallada en nuestro ensayo es
Tallo>Hojas>Raiz, lo cual contrasta con diversos resultados encontrados en la
literatura. Asi, por ejemplo Rambatal, et al (2012) reportdé la secuencia de
acumulacion Hojas>Tallo>Raiz; Chan & Hale (2004) reportaron en arroz: Tallo >
hojas> frutos> semillas; en cambio Mite (2013) reporté para plantas de cacao la
secuencia Raiz>tallo>hojas,cascara,grano. Todos estos resultados,
aparentemente contrastantes corroboran la idea de que los sistemas agricolas son
mas complejos de lo que se ha pensado hasta el momento, y que diferentes cultivos
se comportan de manera diferente en su acumulacion y sensibilidad a metales
pesados, que la dinamica del metal en el sistema es compleja y condiciones

diferentes también condicionan una acumulacion diferencial en las plantas.

En la tabla 8 se puede ver un cambio en la distribucion del metal en la planta, para
los tratamientos con concentraciones mas altas del metal (T3 y T4) que se ve
influenciado por la presencia del R. irregularis, en las que la distribucion antes
mencionada se conserva para los tratamientos inoculados pero cambia para las
plantas no inoculadas a Tallo>Raiz>Hojas. Esta redistribucion del metal con el
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tiempo para las concentraciones altas de cadmio es de gran importancia ya que
indica que dependiendo de la concentracion del metal en el suelo la posibilidad de
encontrar el metal en unos 6rganos o en otros varia y por lo tanto el manejo debe
ser diferenciado. En suelos del trépico, que son principalmente &cidos, el cadmio
se hace més disponible que en suelos alcalinos, lo cual explica su movilidad y su
alta absorcién por las plantas. Evidenciar que el comportamiento del metal en el
sistema varia dependiendo de la concentraciony que los hongos juegan un papel
en la distribucion del metal, es de gran importancia, ya que en el mundo se calcula
que cerca del 40% de los suelos cultivables son &cidos, y en Colombia,
particularmente, cercade un 80% de los suelos de uso agricola son acidos, y los
niveles de cadmio encontrados en diferentes regiones se acercan a los utilizados
en este ensayo. Este conocimiento puede llevar a proponer uso de tecnologias
novedosas de manera mas eficiente teniendo en cuenta los procesos que
realmente ocurren en los sistemas agricolas como un todo y conociendo el papel

gue cumplen los diferentes elementos presentes en el sistema.

Los resultados de la tabla 8 en la que se muestran los porcentajes de acumulacién
en cada 6rgano de la planta comparando los tratamientos con adicion y sin adicion
de hongo, para los tratamientos T3 y T4 se observa que la distribucion del cadmio
en las plantas cambia con el tiempo y existe un efecto de la presencia del hongo.
Es interesante notar que para los tratamientos inoculados la concentracion de
cadmio en la parte aérea disminuye con el tiempo mientras que la concentracién
de cadmio en raices aumenta, a diferencia de las no inoculadas. Estos resultados
muestran un efecto del hongo en la acumulacion del metal en raices, que puede
ocurrir por dos razones principalmente, una mayor compartimentalizacion del
cadmio en vacuolas inducido o no por el hongo o por compartimentalizaciéon del
metal en las estructuras fungicas disminuyendo el paso a la parte aérea. Este
resultado es fundamental en el marcode aplicaciones de esta tecnologia con otras,
por ejemplo hablando de modalidades de Fito remediacion, en las que el hongo
estd involucrado en la captacion de Cd del suelo y su compartimentalizacion en la
parte radical.
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Se recomienda hacer estudios que incluyan otros patrones de cacao y otros tipos
de suelo, con el fin de evaluar silos efectos observados para IMC67 en el presente
estudio se pueden extrapolar a otras variedades. La informacion aqui obtenida es
importante porque es innovadora para el sistemaagricola del cacao en condiciones
de vivero. Sin embargo, debido a que la variabilidad genética puede generar
respuestas diferentes, fendmeno que se evidencid en este ensayo, encontrandose
alta dispersion en algunos pardmetros entre plantas de una misma variedad, seria
importante evaluar si los efectos declarados aqui se mantienen en otros sistemas
de cacao.

Con el fin de observar si hay alguna relacion entre el cadmio absorbido por la parte
aérea y la longitud de raices, en la grafica 20 podemos observar que la acumulacién
de cadmio en la parte aérea disminuye con aumento de larelacion raiz/parte aérea
y para la semana 17 se ve una significativa reduccién en la parta aérea para las
plantas inoculadas para el tratamientos T3 (un comportamiento similar se observé
para T4, datos no se muestran aqui).
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Figura 19 Relacion entre la concentraciéon de Cd en parte aéreay la relacion raiz/parte aéreapara
tratamiento T3 en el tiempo

La relacion raiz/parte aérea es un buen indicador del efecto del hongo sobre la
morfologia de las plantas inoculadas, indica la proporcion en que las raices crecen

con respecto a la produccion de biomasa, en términos de crecimiento también de
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la parte aérea. Lo cual en nuestro caso implica un mayor crecimiento de las raices,
debido al efecto de R. irregularis comparado con el crecimiento de la parte aérea,
esto permite una mayor toma de nutrientes del suelo, lo cual mejora el estatus
nutricional de las plantas micorrizadas comparadas con las no inoculadas, lo cual
coincide con lo reportado por Cuenca (2007; Vierhelig (2004) y Sierverding (1986).
Sin embargo, una mayor toma de nutrientes, puede implicar también una mayor
toma de cadmio, debido a que por su similitud quimica con algunos elementos
esenciales para la planta, puede ser absorbido a la par con ellos y con esto se

puede observar una mayor absorcion del metal pesado por las plantas.

Es importante también notar que las plantas inoculadas absorbieron mas cadmio
del suelo que las no inoculadas. Esto explica también la disminucién de la
concentracion de cadmio total en el suelo.

5.5 Eficiencia de absorcién, translocacion y fitoextraccion
Una manera de entender los fenémenos de redistribucion del metal absorbido por
la planta es utilizando conceptos como la eficiencia en la absorcién, eficiencia en la

translocacion y eficiencia en la fitoextraccion, descritos por Wang, et al (2007).

Al calcular dichos indicadores no se encontraron diferencias significativas para las
concentraciones bajas de cadmio (TO, T1, T2). Sin embargo, para los tratamientos
T3 y T4 correspondientes a las concentraciones mas altas, la Eficiencia en la
absorcion de Cd (Figura 10) es menor en plantas inoculadas que no inoculadas,
esto quiere decir que la capacidad de la raiz de tomar el metal de suelo es menor
cuando se inocula la planta con Rhizophagus irregularis.

5.6 Produccién de biomasa vegetal y otros parametros medidos
Otros parametros que se determinaron durante el ensayo para estudiar el efecto de
la inoculacién con R. irregularis sobre el sistema suelo-planta de cacao bajo
diferentes concentraciones de cadmio fueron la produccion de biomasa seca para
los diferentes 6rganos de la planta y pardmetros morfolégicos como longitud de

raices, diametro de tallo y nimero de hojas, ya que diversos estudios han reportado
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gue la aplicacién de hongos FMA pueden producir cambios positivos en estos
parametros. Para la biomasa de la planta, los resultados obtenidos concuerdan con
los obtenidos por Azcon-Aguilar, (1997) donde se muestra un efecto positivo en la
produccién de biomasa en diferentes cultivos horticolas. Es necesario notar que
evaluar la produccion de biomasa durante el periodo de vivero, es una medida
importante para evaluar Unicamente lo ocurrido durante el proceso de plantulacién,
pero no puede utilizarse para evaluar y proyectar resultados en el sistema de
producciéon de cacao en campo. Por tal motivo se sugiere que a partir de este
trabajo, se emprendan estudios en otras etapas del proceso productivo del cacao,
notablemente, etapas tempranas de produccion en campo (ej. inicio de
produccion), madurez de la planta en términos productivos (ej. cuando la planta
alcanza su maximo productivo) y etapas finales del sistema productivo (ej. declive

del nivel productivo).

Para los parametros de crecimiento no se evidenciaron diferencias significativas
en ninguna de las mediciones para los tratamientos con inoculacion y sin
inoculacion. Sin embargo, es evidente el efecto de la concentracion de cadmio
sobre el crecimiento de las plantas. A mayor concentracién de cadmio menor

crecimiento.

La ausencia de diferencias significativas, se debe a una alta variabilidad en los
resultados, lo que se puede explicar debido a la forma de propagacion de las
plantas, por semilla, en la que se espera mas variabilidad que cuando se hace por
esquejes, ya que plantas producidas sexualmente del mismo padre pueden tener
una variabilidad genética bastante alta lo que define algunas caracteristicas de
crecimiento y formacion de las plantas. Ademas, segun otros autores, los efectos
del cadmio en el crecimiento de las plantas puede variar segun la especie de planta
(Weiet al., 2012), ecotipos (Li et al., 2009) o cultivares (Kubo et al., 2011). Asi por
ejemplo, Mensing (1990) y Lima et al., (2006) encontraron que la elongacion de las
raices se veia mas afectada que la biomasa por presencia de cadmio en pastos y
leguminosas. Gratao et al (2009) mostraron que la toxicidad por cadmio
normalmente reduce la longitud de raices y la masa seca, al igual que el diametro
de las raices.
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Es necesario resaltar que en el presente trabajo se caracteriz6 el sustrato (suelo)
con el que serealiz6 el ensayo en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas. Las
caracteristicas del sustrato observadas en la Tabla 3 corresponden a un suelo FA,
con bajo contenido de materia organica y baja capacidad de intercambio catiénico
efectiva, esto debido a que el sustrato utilizado para el ensayo fue una mezcla
suelo:arena (1:1). Esta mezcla se utiliza con buenos resultados en la zona, en
condiciones de vivero, razon por la que fue escogida. Las caracteristicas
mencionadas definieron en gran medida algunos de los resultados obtenidos y que
se discutieron atrds. Los nutrientes que se encontraron en baja concentraciéon en
éste analisis inicial y que se consideraron necesarios para el ptimo crecimiento de
las plantas en el vivero fueron adicionados posteriormente por medio de fertilizacion
edéfica de acuerdo a estudios previos en la zona. El sustrato, no obstante, continué
siendo pobre en contenido de materia organica, Fe y Mn. Esto garantizé que los
resultados obtenidos en este trabajo se acerquen a lo que se puede encontrar en
condiciones comerciales de produccion de cacao, en donde el agricultor realizara
aplicaciones de nutrientes y enmiendas para garantizar la mejor respuesta en sus

plantas.

En cuanto a los parametros de eficiencia fotosintética medidos se encontré para
plantas inoculadas un alivio inicial del estrés, sobre todo en las concentraciones
mas altas de cadmio, sometidas a un mayor esteés inicial.

Las diferencias en la eficiencia del aparato fotosintético puede deberse a
limitaciones no estomaticas, que normalmente incluyen perdida de pigmentacion,
desactivacion de las enzimas relacionadas con la fotosintesis (Zhang et al, 2013),
inhibicién de las actividad funcional del fotosistema ll (Posch & Bennett, 2009) o

dafio del aparato fotosintético (Porcel et al, 2015).

Las mediciones de la relacién Fv/Fm reflejan la capacidad potencial inicial o
primaria del PSIl y usualmente se usa para estudiar el grado de foto inhibicion bajo
condiciones de estrés. A pesar que esta variable fue disminuyendo al pasar el
tiempo para todos los tratamientos, esta variable fue significativamente mayor en
los tratamientos inoculados con R. irregularis en las primeras semanas del ensayo

para las concentraciones altas (T3 y T4) de cadmio. Esto, junto con otros
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a.

parametros de la eficiencia fotosintética medidos (no se muestranen los resultados)
implica que la simbiosis con hongos FMA puede mantener la eficiencia del sistema
fotosintético en niveles relativamente mas altos que cuando no se cuenta con esta
simbiosis, lo cual se ve reflejado en una mayor produccién de biomasa inicial y una
mayor proteccion inicial de las plantas al estrés inducido por la presencia de cadmio
en el sistema. Estos resultados concuerdan con los reportado por Porcel et al
(2015) ya que cuando las plantas se encuentran bajo algun tipo de estrés, la
energia debe ser disipada por medio de procesos no fotoquimicos tales como calor
o fluorescencia de la clorofila con el fin de proteger el aparato fotosintético en hojas

de dafio por efecto de la luz.

6. Conclusionesy recomendaciones

Conclusiones

La presencia de hongos FMA en sistema suelo-planta de cacao en etapa de vivero
muestra efectos determinantes en pardmetros de produccion de biomasa y
distribucion del metal en 6rganos y suelo y manejo de suelos con problemas de
acumulacion de origen antrépico de Cd.

El estudio del fraccionamiento del metal en el suelo es fundamental para el
desarrollo de modelos de equilibrio predictivos que tomen en cuenta los efectos de
las condiciones ambientales sobre la absorcion de metales y/o su liberacién por los
suelos y luego para la optimizacion de tecnologias de remediacion. Esto se logra,
como se realizé en este estudio, comparando las concentraciones del metal en

cada fase del suelo.
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El efecto de las concentraciones de cadmio es evidente sobre el desarrollo de las
plantas, hay una relacion directa entre las concentraciones de cadmioy los efectos
nocivos para las plantas. Esto se observé en todos los parametros morfolégicos y
fisiologicos. Ademas, la inoculacion con HFMA demostré ser un atenuante de estos
efectos, dependiendo de los niveles de Cd presentes en el suelo y se evidencié que
este efecto es sostenido en el tiempo. De esta forma, el presente trabajo sienta las
bases experimentales, en condiciones de campo, para el disefio de estrategias de
manejo que deberan ser estudiadas en modelos holisticos como el desarrollado en

este estudio.

Enla actualidad existen pocos estudios sobre los efectos de los hongos FMA sobre
sistemas con altas concentraciones de cadmio en condiciones de reales o de
campo. Los resultados obtenidos para los porcentajes de colonizacion del hongo
en las raices de las plantas de cacao muestran que el hongo también se ve afectado
por las altas concentraciones de cadmio en el suelo, lo que disminuye su capacidad
de infeccion. Aunque, sin embargo, es en estas condiciones extremas donde se
observaron algunos de los efectos positivos mas marcados de la simbiosis, lo que
apunta a que se deben hacer mas estudios orientados a conocer los efectos de la
aplicacion de tecnologias que incluyan a estos hongos para conocer sus efectos en

otros sistemas que se puedan ver afectados por estos mismos problemas.

Los resultados obtenidos de la dindmica temporal del cadmio en el suelo, ,
muestran un alto potencial mitigador de la inoculacion de hongos FMA a sistemas
contaminados o donde se liberan por accién antrépica nuevos metales pesados, ya
gue al disminuir la concentracion en la fraccion F2, se hace también menos
disponible el metal con el tiempo para ser absorbido por la planta. Se recomienda
gue en futuros estudios esta fraccion se estudie con mas detalle y que el periodo
de tiempo se extienda con el fin de tener mas informacién a partir de modelos

agricolas reales, como el utilizado en este trabajo.

De los resultados obtenidos en todo el ensayo es evidente que el papel de los
HFMA en la rehabilitacién de suelos contaminados con Cd, es mas relevante en el

caso de contaminaciones altas (tratamientos T3 y T4) y suelos provenientes de
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actividades mineras o contaminacion de origen antropico ya que el modo de ingreso
del metal al sistema suelo definird su movilidad y disponibilidad para las plantas.

Los resultados de esta investigacion, en cuanto a la distribucion del metal en las
fracciones del suelo y sus cambios con el tiempo apuntan a que la dinamica de
especiacion del metal, en condiciones del tropico, es influenciada por la inoculacién
con HFMA y que esta aplicacion puede ser una herramienta Gtil en sistemas
perennes, como el analizado en este trabajo, para reducir efectivamente el Cd

disponible en el suelo

b. Recomendaciones

Es necesario notar que evaluar la produccion de biomasa durante el periodo de
vivero, es una medida importante para evaluar Unicamente lo ocurrido durante el
proceso de plantulacion, pero no puede utilizarse para evaluar y proyectar
resultados en el sistema de produccion de cacao en campo. Por tal motivo se
sugiere gque a partir de este trabajo, se emprendan estudios en otras etapas del
proceso productivo del cacao, por ejemplo, etapas tempranas de produccion en
campo (ej. inicio de produccién), madurez de la planta en términos productivos (ej.
cuando la planta alcanza su méaximo productivo) y etapas finales del sistema
productivo (ej. decline del nivel productivo).

Deben estudiarse con mas detalle las dinamicas de los metales pesados en suelos
contaminados teniendo en cuenta que los sistemas agricolas son sistemas
complejos. Debido a que no son sistemas cerrados no es facil atribuir los efectos
solo a uno de los actores, es decir, aunque hay una correlacion directa entre la
cantidad de cadmio en el sustratoy la cantidad de cadmio tomado por las plantas,
seria arriesgado atribuir todos los cambios en la concentracion de cadmio en el
suelo solo a lo absorbido por la planta, o0 a la presencia unica del hongo FMA, o al
pH del suelo o a las propiedades fisicoquimicas del mismo, o a la variedad de

planta, este tipo de investigaciones deben abordarse de manera holistica.



78

Efecto de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) sobre un

sistema suelo-planta en suelos contaminados con cadmio en etapa de vivero

Los hongos, debido a su proceso de desarrollo, se adaptan mas rapidamente, en
términos de tiempo, a condiciones adversas y diversos estudios han demostrado
gue desarrollan mecanismos especificos para sobrevivir a condiciones, por ejemplo
de altas concentraciones de metales pesados. Se recomienda realizar ensayos
similares al nuestro, utilizando hongos provenientes de zonas contaminadas con el
fin de determinar si su efecto es diferencial para cultivos que deben desarrollarse

en suelos altamente contaminados.
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Pagina 1 de 1 I?:.-w FhE LD A
iy

LABORATORIO DE SUELOS FACULTAD DE CIENCIAS AGRARLAS
FCA-L-FT-10.002.007

N2 Nitrésgens total

Ca, K, Mg, Ma: Bases intercarmbiables

Estimado & partir del CO (factor empleads 0,0862)

Extraccién con MH, -Acetato 1M pH 7

Remitente: Alia Rodriguez Villate Finca: * Lote: Ensayo -l
E-mail: dmjacomemo@unaleduco  Propietario:  Alia Rodriguez Villate Recibido: 0B.08.15
Direccidn: UNAL Municipio: Yopal Reportado:  28.00.17
Teléfono: 31521647828 Dpto: Casanare Recibo No.:  ATI45
Ciudad: Bogotd Cultivo: Cacao
RESULTADOS
H CE co | w ca | kK | Mg | na | a1 | cice | cic
w dS/m U meq / 100g
4,7 ns 083 | 008 | 1,49 | 0,10 | 069 | 0,02 | 048 | 278 | ns
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P | s | cu | Fe | Mn | zn | B ar | L | a
Textura
mg / kg )
191 | ns | 037 | 156 | 549 | 2,38 | 0,21 s | 15 | 7s FA
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pH Suspensitn suelo:agua (releciéin peso:vollmen 1:1) Potenciameétrica
CB; Conductivided eléctrica Extracto de |a pasta de saturadian Conductirmétrica
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Abmancidn Atdrmica

CIC: Capacidad de inbercambio catidnico Desplazarmients del NH, inbercambiade con NaCl Volumétrica
CICE: CIC Efectiva Estimado por suma de bases y acider intercambiables
Al: Acdez intercamblable Extraccin con KO 1M Volumétrics
Pt Fdsforo disponible Bray I1 Colord métrica
S: Azufre disponible Extraccitn con fasfato menoclldian Turbldirmétrica
Cu, Fe, Mna, Zn: Microelementos Extraceitn con DTRA Absareidn Atbrrica
B: Baro Extraccitn con fasfato menoclldian Colori mdtrica
Arcilla (Ar), limo (L), srens (&) Bouyoutes, dispersidn con Ma-Hexametafosfato Dengirmétrica
Textura Tridnguls dé clasficacidn bextural USDA
MNIVELES GENERALES DE REFERENCIA
Ell Clifma Alto Madic Bajo Alte Medio Bajo
Frio =0.50 0.25-0.50 =0.25 P =40 20-40 <20
N Medio >0.25 0.15-0.25 =0.15 K >0.35 0.15-0.35 =0.15
Cilido >0.20 0.10-0.20 =0.10 Ca =6 3,0-6,0 <3
Mg =2.5 1.5-2.5 £1.5
Cuimi = Coordinadora: “¢ ¢ et & e e 3™
RECUERDE: Bl plan de fertizacddén es mis eficiente s Ud consulta con ef profesional de Asstencia Téonica de su localidad

Laboratoric de Aguas y Suelcs. Facultad de Agronomia. Edificic 500 Cuarto Plso
Conmutador 316 5000 Extensiones 19088 & 19048; Telefax 316 5498

Correa electrénico: mehangotodunal.odu.op

Bogotd, Colombia
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lI.  Anexo: Concentracion de cadmio
total en el suelo para los diferentes
tratamientos paralas semanas 5y 17
ds.
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los tratamientos semana 17 ds.

Anexo: Eficienciaen la absorcion
de cadmio por las plantas para todos
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V. Anexo: Eficiencia en la fitoextraccion
de cadmio para todos los tratamientos.
Semana 5y 17 ds
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V.

tratamientos, semanas 9y 17 ds

Anexo: Relaciéon Fv/Fm para todos los
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VI. Anexo. Construccion del vivero y
montaje disefio experimental

1. Construccion del vivero. 2015
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2. Construcciony distribucién de las camas o bloques
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3. Aplicaciéon de cadmio al sustrato
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5. Distribucion de las plantas en el vivero

6. Muestreos
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7. Andlisis en laboratorio:
Secado de muestras de sustrato

-l
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Digestion, filtracion y preparacion curva de calibracion para andlisis de cadmio en
muestras de sustrato
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VII. Anexo. Protocolo de adicidon
cadmio

ADICION DE CADMIO AL SUSTRATO
MATERIALES
1 Balanza Analitica
1 Cloruro de Cadmio
1 Espétula de laboratorio
2 Beaker de laboratorio o recipiente vidrio o plastico capacidad 5 L
4 Botellas de plastico con tapa perforada capacidad 3 L
1 Probeta graduada de vidrio capacidad 1 0 2 L
3 Palas para revolver suelo
5 Caretas para proteccion respiratoria
5 Guantes de nitrilo
5 Botines de plastico
5 Overoles o batas para proteger la ropa de contaminacion
1 Carretilla
Plastico negro calibre 7 (122m2)
1 Cinta de seguridad para delimitar los tratamientos
Identificaciones de cada tratamiento
2 Marcador Sharpie negro
1 Bisturi

1 Decametro

ACTIVIDADES Y RESPONSABLES

1. BARRERA FISICA: Se deben cortar 5 piezas de plastico negro con unas
dimensiones de 3.33m x 6.4 m.
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Con el fin de aprovechar al méaximo el plastico con el que se cuenta se deben sacar 4
unidades del plastico de 10 x 10 comose indicaen lafigura 1y la ultima porcién de plastico

aparte.

Una vez se tengan las 5 porciones cortadas, ubicar el plastico en el vivero como se indica

en la figura 2, en la misma direccion que quedaron distribuidos los bloques en el vivero.

Responsables: Wilson Bohorquez o Cristhian Fernandez/ Dos Estudiantes
Tiempo Estimado: 1 hora

Figura 1. Diagrama para cortar el plastico que sera utilizado como barrera fisica

10 m
6.4m 3.6m

3.33m
[<——>

6,4mx3,33m

w9

wort

6,4mx3,33m

6,4mx3,33m

6,4mx3,33m

Figura 2. Distribucion del plastico en el vivero.
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Plastico 6.4 m x 3.33m
canaleta

canaleta

canaleta

canaleta

canaleta

2. TRASLADAR EL SUSTRATO AL VIVERO:

Se debe trasladar una cantidad suficiente de sustrato al vivero para llenar 750 bolsas
en carretilla y se deben ubicar 5 pilas sobre cada una de las piezas de plastico ya
extendidas en el vivero, de tal forma que el sustrato no entre en contacto fisico con el
suelo del vivero. En cada pila se debe estimar una cantidad de sustrato suficiente para
llenar 150 bolsas (Este calculo se debe hacer lo méas aproximado posible con el fin de
gue no sobre sustrato ni haga falta debido a que el proceso de adicion de cadmioy la
concentracion final que obtengamos estan sujetos a la cantidad de sustratoque se use)

Nota: Si cada bolsa tiene una capacidad de 3 Kg de sustrato entonces para cada una
de las concentraciones de Cadmio se necesitaran aprox. 450Kg (3Oplantas*5
tratamientos*3Kg/bolsa).

Responsables: Wilson Bohorquez, 4 estudiantes

Tiempo estimado:

3. IDENTIFICACION DE LOS TRATAMIENTOS: Se debe delimitar cada uno de los
tratamientos con cinta amarilla con el fin de separarlos e identificarlos fisicamente.
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Se debe colocar una identificacion a un lado de cada uno de los tratamientos con
el fin de evitar confusiones.

Responsables: Wilson Bohorquez/ Estudiantes

Tiempo Estimado: 30 min

4. PREPARACION SOLUCIONES DE CADMIO

Para la concentracion 3ppm se debe preparar 2.25 L de una solucién de 600ppm de
Cd a partir de Cloruro de Cadmioy adicionarla a una botella de gaseosa de capacidad
de 3 L. Perforar la tapa

Para la concentracion 6 ppm se debe preparar 4.5 L de una solucion de 600ppm de
Cd a partir de Cloruro de Cadmio y adicionarla a una botella de gaseosa de capacidad
de 3 L. Perforar la tapa. La solucién restante se mantendra en el balde donde se
preparé mientras se desocupa la botella.

Para la concentracion 12 ppm se debe preparar 2.25 L de una solucién de 2400 ppm
de Cd a partir de Cloruro de Cadmio y adicionarla a una botella de gaseosa de
capacidad de 3 L. Perforar la tapa.

Para la concentracion 24 ppm se debe preparar 4.5 L de una solucién de 2400 ppm de
Cd a partir de Cloruro de Cadmio y adicionarla a una botella de gaseosa de capacidad
de 3 L. Perforar la tapa. La solucion restante se mantendra en el balde donde se
preparé mientras se desocupa la botella.

Responsables: Diana JAcome/Cristhian Fernandez

Tiempo estimado: 30 min

5. ADICION DE CADMIO AL SUSTRATO

Una vez se tenga la solucién de Cadmio en las botellas de gaseosa y se hayan
perforado las tapas, dos personas se haran cargo de la adicion de las soluciones alas
pilas previamente identificadas, mientras que otras dos personas se hacen cargo de ir
revolviendo con pala la zona donde se ha aplicado la solucién con el fin de distribuir
homogéneamente la solucién en todo el sustrato. Tener especial cuidado durante este
proceso de no romper el plastico.

Nota: La adicion de las soluciones de Cadmio se debe hacer de manera que se
garantice homogeneidad y se debe revolver con pala para garantizar que la solucién
de Cadmio entre en contacto con todo el sustrato (En caso de disponibilidad, se puede
realizar con atomizadores)
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Una vez realizada la homogeneizacién se deben dejar reposar las pilas hasta la
proxima mezcla

Recordar durante este proceso utilizar todas las medidas de seguridad necesarias y
que se encuentran detalladas en el anexo: “Medidas de seguridad manipulacion
Cadmio”

Responsables: Diana JAcome/ Cristhian Fernandez/ 3 estudiantes

Tiempo estimado: 3 horas

6. HOMOGENEIZACION DEL SUSTRATO

Cadadia, durante una semana (7 dias) se debe repetir el proceso de revolver con pala,
0 cada una de las pilas de sustrato con el fin de garantizar una distribucion uniforme
del cadmio adicionado sobre el sustrato. Antes de realizar el volcado del sustrato,
humedecer levemente el sustrato.

Nota: Recordar utilizar todas las medidas de seguridad indicadas para la realizacién
de este proceso.

Responsables: Wilson Bohorquez/ 4 o 5 estudiantes

Tiempo estimado: 1 hora diaria

7. LLENADO DE BOLSAS

Una vez realizado el proceso de homogeneizacién, después de los siete dias indicados
en el punto anterior, se puede continuar con el llenado de bolsas. Las bolsas que se
van a utilizar son bolsas negras de polietileno de 30*15 cm. El llenado de bolsas se
debe hacer en el vivero y las bolsas se deben colocar siempre sobre el plastico negro
gue se encuentra sobre el suelo. Las bolsas se deben dejar reposar minimo dos
semanas mas para garantizar estabilizacion del cadmio en el sustrato.

Nota: Recordar utilizar todas las medidas de seguridad indicadas para la realizacion
de este proceso.

Responsable: Wilson Bohorquez/ 4 o 5 estudiantes

Tiempo estimado:

8. TOMA DE MUESTRAS PARA ANALISIS:
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Durante el proceso de llenado de bolsas tomar una muestrade 2 Kg de cada una de
las pilas y almacenar en bolsas bien selladas y adecuadamente identificadas con las
concentraciones de cadmio correspondientes con el fin de llevar al laboratorio y
determinar la concentracion de Cadmio inicial de cada uno de los tratamientos.

Nota: Recordar utilizar todas las medidas de seguridad indicadas para la realizacion
de este proceso.

Responsables: Wilson Bohorquez/ Diana Jacome

Precauciones: Seguir las medidas de seguridad necesarias para la manipulacion del
material que contiene Cadmio. Es decir, cada estudiante o persona que vaya a trabajar
en el vivero durante esta etapa del ensayo, debe contar con careta para proteccion
respiratoria, guantes de nitrilo, zapatones de plastico para proteccion del calzado y
overol o bata para proteger la ropa de la contaminacion. Los overoles o batas utilizadas
durante esta etapa del ensayo deben ser lavados por separado del resto de ropa del
estudiante o personal a cargo del ensayo. Para mayor claridad sobre el uso de
materiales de proteccion personal ver documento anexo “Medidas de seguridad

manipulacion Cadmio”
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