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RESUMEN

El presente trabajo estudia el posible efecto beneficioso de los microorganismos rizosféricos,
hongos micorricicos arbusculares y hongos saprofitos, en el establecimiento de plantas de Eucalyptus
globulus, en suelos contaminados por metales pesados, procedentes de la zona minera del Valle del
Alto Guadiato, Cérdoba. Se sembrd conjuntamente con E. globulus la especie Glycine max como
planta beneficiosa para el establecimiento de la flora microbiana del suelo. La interaccion MA y G.
max, es la que mas favorece el desarrollo de las plantas de E. globulus y la recuperacion de los
microorganismos del suelo, debido a la gran capacidad simbiotica de G. max con los hongos MA. La
combinacion de MA G. deserticola y HS Trichoderma sp, fue la mas efectiva en el crecimiento de las
plantas en el suelo contaminado. Finalmente los resultados indican que la interaccion entre el hongo
MA, los saprofitos y las plantas de E. globulus y G. max, contribuyen positivamente a la recuperacién
de los microorganismos del suelo contaminado con metales pesados, a la inmovilizacion, extraccion y
0 concentracion de estos metales pesados presentes en él.

Palabras claves: Eucalyptus, Microorganismos, Suelo Contaminado, Metales pesados, Mineria, Restauracion.
SUMMARY

The effect of inoculation with the benefit micoorganisms, arbuscular and saprophytic fungi, on the
establishment of E. globulus in contaminated soils by heavy metals was studied. Glycine max was
cultivated together E. globulus in order to improve soil microorganisms. Because the high
susceptibility of G. max to arbuscular mycorrhizal fungus, the interaction between both organisms
had the higher effect in the growth of E. globulus and in the population of soil microorganisms. The
interaction between the AM fungus G. deserticola and the saprophytic fungus Trichoderma sp. was
the best combination for plant growth in soil contaminated with heavy metals. Our results indicates
that AM fungus, saprophytic fungus, G. max. and E. globulus increased soil microorganisms
population and may directly promote the establishment of plant species on waste sites by
immobilization, extraction and concentration of heavy metal of these soils.
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INTRODUCCION.

En las ultimas décadas la contaminacién del suelo por agentes toxicos, principalmente los
metales pesados, es sin duda, uno de los graves problemas medioambientales que aquejan a la
sociedad. Esta contaminacion puede ser de origen geoquimico, sin embargo, la actividad
antropogénica, traducida en el uso de fertilizantes, pesticidas, pinturas, gasolinas, explosivos,
pigmentos, pilas, entre otros, es la principal responsable de este problema (Darbon et al. 1992).

Para poder recuperar estos suelos contaminados, se debe tener en cuenta que los metales no se
pueden ser degradar quimicamente, lo que condiciona su recuperacion, limitandose las opciones a
técnicas de inmovilizacién o extraccién/concentracion; apareciendo la opcién de fitorestauracion
como una herramienta valida.

La mayoria de las plantas acumuladoras de metales pertenecen a la familia Brassicaceae como
Thlaspic caerulescens, no micotréfica y produce muy poca biomasa, siendo interesante considerar
plantas de mayor productividad como especies del género Eucalyptus, que si son micotroficas. En



este sentido Pereira y Herrera (1997) indican que la micorrizacién de plantas de E. globulus y
E. camaldulensis incrementan la supervivencia de las plantulas desarrollandose en suelos altamente
contaminados por metales pesados. Ademas, el efecto beneficioso de las micorrizas se debe tanto al
incremento de la tolerancia que produce la simbiosis, como a la mejora de la nutricion de la planta, ya
que éstas zonas contaminadas, tienen una marcada ausencia de nutrientes (Bradshaw, 1983). El
objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la inoculacion conjunta de hongos MA y hongos
saprofitos, en las plantas de E. globulus, bajo un suelo contaminado por metales pesados producto de
actividades mineras, y a su vez observar los posibles beneficios producto de la siembra conjunta de G.
max.

MATERIAL Y METODOS.

Las semillas de E. globulus, se germinaron en arena - vermiculita (1:1 v:v) y después de su
emergencia, se trasplantaron a macetas de 1000 ml con una mezcla de suelo - arena (1:1 v:v),
esterilizado a vapor fluente una hora durante tres dias consecutivos. Las plantas se mantuvieron en
camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas y temperaturas de 24° C (dia)/ 18° C (noche) y
60% de humedad relativa. Semanalmente se aplic6 50 ml de una solucién de nutrientes (Hewitt,
1952) con 50 mg/I de fosforo.

Se utilizé el hongo formador de micorriza arbuscular (MA) Glomus deserticola. Como
hongos saprofitos (HS) se utilizaron Fusarium concolor y Trichoderma sp. La inoculacion de las
plantas se efectu6 en el caso del endofito MA, al tiempo de repicar las plantas a las macetas de 1000
ml, cuando éstas tenian el segundo par de hojas verdaderas La inoculacién de los HS a las plantas se
Ilevé a cabo aportando a cada maceta 5 granos de cebada colonizados completamente por el hongo.

Al cabo de 8 semanas se sembrd junto a las plantas de Eucalyptus una semilla de Glycine max
(Soja), con el fin de observar el potencial beneficio sobre la poblacion microbiana del suelo. Después
de 16 semanas de crecimiento y antes de su cosecha se midid la altura de todas las plantas de E.
globulus. Tras la cosecha se determiné el peso seco de la parte radical y aérea. Para la determinacion
de la colonizacién micorricica se procedié a la tincion de raices segun lo descrito por Phillips y
Hayman (1970). El porcentaje de longitud de raiz micorrizada se estimé utilizando la técnica descrita
por Giovannetti y Mosse (1980). Para la deteccion de la actividad Succinato Deshidrogenasa (SDH)
en hongos MA se utilizo la técnica descrita por Mac Donald y Lewis (1978).

Se establecieron 6 tratamientos y un nivel de interaccion de plantas, E. globulus + Glycine
max. Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de normalidad y homogeneidad de
varianzas, el cual de no arrojar diferencias, se procedié a efectuar un ANOVA comparandose las
medias mediante el test de Tukey (Sokal y Rohlf, 1981). Los datos de porcentaje son transformados
en el arco seno de su raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados del estudio muestran que existen sintomas de deficiencia nutritiva y
posiblemente de toxicidad, en aquellas plantas que no inoculadas con el endofito MA, no asi en todas
las plantas colonizadas por el hongo MA, siendo probable que las hifas extraradicales del hongo MA
facilitea el transporte de los metales desde el suelo a la planta, pero su transferencia desde el hongo a
la planta se restringe e inmoviliza en sus estructuras fungicas, sin afectar fuertemente a la parte aérea
de la planta (Joner y Leyval.,1997).

Como se observa en la figura 1 El desarrollo radicular de las plantas no inoculadas con el
endofito MA, poseen un mayor peso seco que las plantas micorrizadas. Esto puede deberse
fundamentalmente a que las plantas micorrizadas optimizan su sistema radical, mejorando tanto la
absorcion de agua como su nutricion (Harley y Smith, 1983), permitiendo destinar una cantidad
Optima de carbohidratos producto de la fotosintesis, a la elaboraciéon y mantenimiento del sistema
radical, con el consiguiente beneficio para el crecimiento aéreo de la planta. No se observan
diferencias significativas entre la inoculacion conjunta MA y HS, respecto de sus controles. Para la
interaccién con las plantas de Soja este beneficio solo es levemente superior pero no es significativo.
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Figura 1. Biomasa radical en plantas de E. globulus inoculadas con G. deserticola y HS.

La colonizacion micorricica de las plantas de E. globulus se vi6 potenciada por la interaccion
con Soja, aumentando en un 25% (Figura 2) y la interaccion con el saprofito Trichoderma sp, induce
mayoritariamente esta colonizacion.
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Figura 2. Colonizacién micorricica en plantas de E. globulus inoculadas con G. deserticola'y HS.

Si bien existe un beneficio de la interaccion con Soja sobre la colonizacion MA en las plantas
de E globulus desarrolladas en el suelo contaminado, éstas se ven afectadas en al menos un 20%
segun lo observado bajo condiciones Optimas por Arriagada y Herrera (1999). Este estrés es menos
acusado en las plantas inoculadas con MA y HS lo que concuerda con McAllister et al (1995),
quienes encuentran que la segregacion de sustancias por parte del HS, puede actuar de manera
benéfica para el endofito MA.

La figura 3 muestra que la actividad metabdlica del hongo, mantiene una proporcionalidad con
respecto a la colonizacion del endofito MA. Esta medida de la enzima SDH de los hongos MA
permite conocer el tejido fangico viable (Vierheilig y Ocampo, 1990) pero no necesariamente como
parametro de medida de la efectividad del hongo sobre el desarrollo de las plantas de E.
globulus,dado que no se observd un aumento de las variables altura y biomasa aérea a niveles
estadisticamente significativos. Esta mayor colonizacién MA vy actividad SDH del endofito en la
planta de Soja, aumenta las posibilidades de establecimiento de una flora microbiana ausente, ya que
se incrementan las poblaciones de endofitos capaces de resistir las altas concentraciones de metales y
se potencia la recuperacion de microorganismos autoctonos a largo plazo.
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Figura 3. Colonizaciéon MA y Actividad SDH en raices de plantas de Glycine max en interaccién con E. globulus inoculadas con G.
deserticola y HS.



El mayor crecimiento en altura lo alcanzan todas las plantas de E. globulus inoculadas con el
endofito MA (figura 4), siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Este incremento de
la altura (31%), de las plantas colonizadas con MA, bajo condiciones de estrés por metales pesados es
también observado por Hetrick et al. (1994). En el caso de la inoculacion conjunta con los hongos
saprofitos, no muestra diferencias significativas en la altura de las plantas.
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Figura 4. Altura media de las plantas de E. globulus inoculadas con G. deserticola y HS.

La biomasa aérea de las plantas de E. globulus micorrizadas,no se reduce por la accién tdxica
de los metales pesados del suelo, como lo demuestra la Figura 5, siendo este efecto muy positivo
cuando las plantas eran colonizadas por el endofito MA. Este aumento en la biomasa aérea, se debe
fundamentalmente, a un incremento en la eficiencia de asimilacion del N y P (Pearson y Jakobsen,
1993). La inoculacion conjunta entre MA y HS, no muestra un beneficio claro de los saprofitos,
aunque pueden estar actuando directamente sobre los elementos tdxicos del suelo ya que tienen la
facultad de ser grandes degradadores de sustancias téxicas (Madrid et al., 1996). La mayor tolerancia
de E. globulus a los metales pesados del suelo, puede ser consecuencia de la accién conjunta de los
hongos MA y HS, los que pueden estar desarrollando un mecanismo de resistencia, a traves de la
formacion de complejos metalicos fuera de la célula (Joho et al., 1985), o bien restringiendo la accion
de los metales, a través de la quelacion intracelular de los metales, la sintesis de metalotioneinas, o la
compartimentacion dentro de las vacuolas (Turnau., et al., 1996). Ademas, una de las estrategias de
E. globulus, es la mayor acumulacién en tejidos perennes de los metales, siendo retenidos e
inmovilizados por largos periodos de tiempo (Leep y Dickinson, 1998).
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Figura 5. Biomasa aérea en plantas de E. globulus inoculadas con G. deserticola y HS.

Por altimo, podemos concluir que existe un marcado beneficio por parte de los hongos
micorricicos en cuanto al establecimiento y desarrollo de las plantas de E. globulus el cual se ve
potenciado por la siembra de la especie G. max, la cual ademéas de favorecer a las plantas de E.
globulus beneficia el establecimiento de los microorganismos del suelo, piezas claves en la
mantencion de la biodiversidad de las plantas, su productividad, variabilidad y funcionamiento del
ecosistema. (Van der Heijdenet al., 1998).
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