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Introduccion

El suelo es uno de los recursos naturales fundamentales para
el mantenimiento de la vida en el planeta; esta formado por una
mezcla compleja de minerales, materia organica y una red de
espacios porosos llenos de agua y aire. El suelo juega un impor-
tante papel en la produccion de alimentos y el almacenamiento
de agua, ademas de ser habitat de un sin niumero de especies
macro y microscopicas, incluyendo al ser humano (Joos & De
Tender, 2022).

La funcidony la calidad del suelo pueden ser afectadas por la presencia
de varios contaminantes, entre los que se encuentran los metales
pesados (MP), que son aquellos elementos cuya densidad es por
lo menos cinco veces mayor que la del agua. Los mas frecuentes
de estos metales son: arsénico (As), cadmio (Cd), cobalto (Co),
cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), mercurio (Hg), manganeso (Mn),
niquel (Ni), plomo (Pb), estafio (Sn) y zinc (Zn); estan distribuidos
en pequefas proporciones en la corteza terrestre y se introducen
en los suelos por dinamicas geogénicas relacionadas con meteo-
rizacion de materiales originales (Shietal.,2022) o por actividades
antropogénicas que incluyen actividades culturales, descargas
industriales, mineria y emisiones vehiculares (Shi et al., 2019).

La contaminacién que generan dichos metales se ha convertido
en un problema grave, debido a su caracter acumulativo, su baja
biodegradabilidad, su capacidad inadvertida de acumulacién en
el perfil del suelo hasta concentraciones téxicas y bioacumulacion
en organismos vivos, lo cual afecta la salud del ecosistema'y, por
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supuesto, la humana y la animal. En su relacién con los cultivos,
los MP se clasifican como esenciales, ya que son requeridos por la
mayoria de los cultivos en cantidades muy pequefias; por ejemplo,
el caso de micronutrientes esenciales como el Cu, Fe, Zn (Ferrol
etal., 2016) y los no esenciales como Cd, As, Pb. Los ultimos no tienen
una funcién bioldgica; no obstante, son absorbidos y acumulados
en la planta porque presentan un comportamiento electroquimico
similar a los elementos nutritivos que se necesitan. Sin embargo,
su presencia puede ser toxica y esto afecta el crecimiento y el
desarrollo de la planta, debido a la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ros); esto puede generar consecuencias detrimentales
para las células (Puig & Pefiarrubia, 2009).

Algunos cultivos los absorbeny acumulan, lo cual causa problemas
de contaminacion y reduce la inocuidad de productos agricolas;
por ejemplo, las proteinas transportadoras clave involucradas en
la absorcién de Cd por las raices del arroz son similares a las de
los elementos esenciales, incluidos el Fe, el Mn'y Zn (Zhang, Chen
et al., 2019).

El arroz (Oryza sativa L.) es un producto importante para la segu-
ridad alimentaria a nivel mundial (Nawaz et al., 2022); en efecto,
la produccién mundial de arroz se estima en 970,4 millones de
toneladas, de las cuales Colombia aportd 3,42 millones, equivalentes
al 0,35%, y ocupd el puesto 23 (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [Fao], 2021). En cuanto
a exportaciones, Colombia exportd $1,79 millones de arroz durante
2020, y con esto se situd en el nimero 75 como pais exportador
de arroz en el mundo. Por su parte, las importaciones, para ese
mismo ario, fueron de $146 millones; de esta manera, Colombia se
posiciond en el puesto 50 como pais importador de arroz a nivel
global (The Observatory of Economic Complexity [oec], 2022). En
2021, el consumo per capita de arroz en Colombia fue de 42,9 kg
por persona (Federacion Nacional de Arroceros [Fedearroz], 2022).
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Es preocupante que un cultivo tan importante para la seguridad
alimentaria mundial y nacional como es el arroz se vea afectado por
la presencia de mp, en especifico de Cd. En sus diferentes etapas de
crecimiento, esta expuesto a la acumulacion de mp, provenientes de
fuentes antropogénicas o naturales (Mosquera Gonzaélez, 2020). A
nivel mundial se encontré que en Africa Oriental el contenido de Cd
en grano era el mas bajo, con una mediana tanto para Malawi como
para Tanzania de 4,9 pg/kg, comparado con China, que presenté
la mediana mas alta: 69,3 pg/kg. En América, la presencia de Cd
en grano de arroz se consideraba relativamente baja, en contraste
con los niveles de los otros continentes. En Bangladesh, pais con un
gran consumo de arroz, los niveles de Cd son altos, lo que conduce
a que la poblacion tenga una alta exposicion a este metal. En un
estudio que evalué las concentraciones de Cd en 2.270 muestras
compradas a minoristas en 32 paises, que abarcan 6 continentes,
se encontré que el 5% de la cadena de suministro mundial superé el
estandar europeo para arroz pulido de 200 pg/kg (Shiet al., 2020).

En Colombia, para 2021, los departamentos de Casanare (35,33 %),
Tolima (16,31%), Meta (13,32%) y Huila (5,82%) presentaron
las mayores areas de siembra (Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica [pang], 2021a, 2021b); ademas, los suelos
en estos departamentos tienen presencia de Cd (Mahecha Pulido
etal., 2017; Torrente Trujillo et al., 2020). De esta forma, los cultivos
de arroz que se siembren en suelos contaminados absorben mp, lo
cual genera riesgos para la seguridad alimentaria y la salud de los
ecosistemas (Urango Baquero & Marrugo Negrete, 2017).

A pesar de la relevancia que este tipo de estudios representa,
los avances en Colombia en este sentido son insuficientes para
abordar la magnitud de esta problematica. En los suelos arroceros
de los principales departamentos productores, se desconoce a
profundidad la forma de identificar zonas contaminadas por Cd,
los efectos de laacumulacion en la planta, las posibles fuentes y los
origenes de contaminacion, y el control que se pueda tener para
disminuir los niveles de acumulacién en el producto final.
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Por lo anterior, en Colombia es necesario conocer de forma
detallada el problema de contaminacién por Cd y plantear
soluciones de remediacion y biorremediacién, partiendo de la
base de que los contenidos, las dinamicas y la bioacumulacién de
MP son variables dependiendo de las condiciones edafoclimaticas,
del manejo delos cultivos y de la especie vegetal que se encuentra
en el suelo contaminado (Sharpley et al., 2003; Cui et al., 2007,
Hu et al., 2019).

El presente manual esta constituido por cinco capitulos que
tienen el propdsito de orientar a los investigadores, al gremio
arrocero y demas interesados en las metodologias para el
diagndstico y la remediacion de suelos arroceros contaminados
con Cd y la evaluaciéon del efecto en la inmovilizacién de este
metal pesado en plantas de arroz, mediante el uso de hongos
formadores de micorrizas arbusculares. En el primer capitulo, se
presentan las generalidades del cultivo de arroz y de la presencia
de Cd en suelos arroceros, que incluyen la descripcién botanica y
taxondmica, y el origen del arroz, las posibles fuentes, la dinamica
y los efectos de la contaminacion por Cd en el sistema productivo
(suelo-planta), ademas de mecanismos de toxicidad y tolerancia
al estrés generado por la absorcion de Cd. En el segundo capitulo,
se presenta una orientacion sobre las metodologias para la toma
de muestras de suelo, tejidos vegetales y granos de arroz para
analisis de contenidos de Cd en laboratorio. En el tercer capitulo, se
muestran algunas de las diferentes alternativas propuestas para
la mitigacion de la presencia de Cd en planta y suelo. En el cuarto
capitulo, se aborda detalladamente el uso de hongos formadores
de micorrizas arbusculares (HFmA) como inmovilizadores de mp en
el cultivo del arroz. Y el quinto capitulo evidencia los pasos para el
establecimiento y el manejo de experimentos y evaluacion de efectos
del Cd.



|Cap|’tulo 1. Generalidades del
cultivo de arroz y presencia de
cadmio en suelos arroceros

Taxonomia, descripcion botanica
y origen del arroz

El arroz pertenece a la familia de las gramineas. El género Oryza
tiene veintiun especies silvestres y dos especies cultivadas;
nueve de las especies silvestres son tetraploides y las demas
son diploides (Khush, 2000). Su origen es asiatico; sin embargo,
existen dos lugares mas precisos respecto a su origen: el oriente
de la antigua peninsula de Indochina (hoy ocupada por Vietnam,
Camboya y Laos) y el valle del rio Yang-Tse Kiang, en China
(Degiovanni Beltramo et al., 2010). En esta graminea anual se
destacanlos tallos (cilindricos y huecos, con nudos y entrenudos),
las hojas de lamina plana y angosta, unidas al tallo mediante vainas
y la inflorescencia en panicula (Degiovanni Beltramo et al., 2010).

La anatomia de las raices de la planta de arroz es similar a la de
las plantas acuaticas, aunque tienen mayor abundancia de pelos
absorbentes. En las hojas, se diferencian dos partes: lavainay la
|lamina. La vaina se caracteriza por las lagunas aeriferas que tiene
en el mesdfilo, cuya importancia aumenta a mayor altitud del
sitio de cultivo. Por su parte, la panicula soporta las estructuras
reproductivas de la planta y desarrolla actividad fotosintética.
Por su parte, el fruto del arroz es una cariépside, que consta de
endospermo y de varias capas exteriores de células: la aleurona,
el tegumento y el pericarpio (Degiovanni Beltramo et al., 2010).
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Generalidades del cultivo de arroz

Los cereales, dentrodeestoselarroz, hanacompafiado alahumanidad
en su desarrollo. A nivel nutricional, el arroz blanco presenta una gran
fuente de calorias, pero también provee importantes minerales (por
ejemplo, magnesio [Mg], Mn, selenio [Se], hierro (Fe) y fésforo [P])
y vitaminas (como tiamina, niacina, acido fdlico). Los fitoquimicos
bioactivos incluyen polifenoles, antocianinas y flavonoides. El salvado
dearroz esrico en compuestos como y-orizanol, tocoferol, tocotrienol,
aminoacidos y fibras dietéticas (Ravichanthiran et al., 2018).

La producciéon mundial de arroz es de 2.768 millones de toneladas
(Fro, 2022), y existe un drea sembrada de 165 millones de ha;
India es el mayor productor (43,7 millones de ha), seguido por
China (31 millones de ha) e Indonesia (14 millones de ha). Durante
2021, en América Latina, Brasil tuvo la mayor area (1.679.497 de
ha) y Colombia conté con una superficie de 544.635 ha, con una
produccidn que se orientd fundamentalmente al consumo interno
(Fedearroz, 2021; Embrapa Arroz e Feijdo, 2022).

El rendimiento promedio mundial de arroz Paddy seco se estimo
en 4,6 t/ha (2012-2017), con un maximo de 10,2 t/ha en Australia,
mientras que en Colombia el rendimiento es de 4,8 t/ha, cifra que
deja al pais en el puesto 34 a nivel mundial (Becerra et al., 2020).
En Colombia, el area sembrada de arroz (544.635 ha) es la tercera
en superficie después del café (840.111 ha) y del maiz (576.230 ha),
y seencuentraen 211 municipios de 23 departamentos. Los departa-
mentos con mayores areas de siembra son Casanare, Meta, Tolima
y Huila; en estos dos ultimos, se encuentra la produccion asocia-
da a distritos de riego (Fedearroz, 2011, 2021; Federacién Nacional
de Cultivadores de Cereales, Leguminosas y Soya [Fenalce], 2022;
Federacion Nacional de Cafeteros [FNC], 2022).

La produccion de arroz se realiza a partir de diversos tipos de ma-
nejo: el primero se clasifica como sistema mecanizado y manual,
dependiendo del tipo y de la intensidad de uso de maquinaria, y el
segundo es definido como sistema secano o de riego, dependiendo
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de la forma y cantidad de agua suministrada al cultivo. La mayor
siembra en el pais se lleva a cabo durante el primer semestre del
afno (65 %); asi, se encuentra un porcentaje de secano manual del
4%, cerca del 50 % bajo riego y el restante bajo otros sistemas
de produccion. Aunqgue el area de arroz secano (320.772 ha) a
nivel nacional es mayor que la de riego (223.864 ha), la produc-
cion de arroz riego es superior (1.725.319 t/afio) a la de secano
(1.601.210 t/afio) (Fedearroz, 2021). El secano manual es un sis-
temaenel cual, ademas de lano aplicacién de riego, no se emplea
maquinaria para las labores de preparacion del terreno, siembra,
aplicaciones de agroquimicos y cosecha. En algunas zonas, estas
siembras se hacen en las vegas de los rios para aprovechar la alta
humedad de la zona y la fertilidad de los sedimentos. La produc-
tividad de este sistema es baja (1,8 t/ha), se emplean variedades
tradicionales o semilla no certificada y lo usan pequefios produc-
tores, principalmente para pancoger.

Para el caso del arroz secano mecanizado, para el cual se utiliza
maquinaria en las labores (preparacion, siembra, aplicaciones
y cosecha), no se aplica riego, ni esta el cultivo bajo inundacién.
Por lo general, se siembra en zonas donde no hay disponibilidad
de distritos de riego para el manejo bajo inundacion y por ello se
han desarrollado variedades con mayor tolerancia a sequia. Existe
otro sistema denominado secano favorecido que se usa en zonas
con alta precipitacion, lo que permite mantener el lote inundado
sin necesidad de riego. Por su parte, el arroz riego requiere la
aplicacién de agua, especialmente en germinacion, floracion y
llenado de grano (Becerra et al., 2020).

Posibles fuentes
de contaminacion por cadmio

El Cd, en su forma natural en la tierra, se encuentra principalmente
en el estado de oxidacion Cd?*. La aplicacién continua de diferentes
fertilizantes como el superfosfato afecta su disponibilidad y hace
que las plantas de arroz no lo absorban de manera correcta (Huang
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et al., 2018). Asimismo, los fertilizantes que se obtienen a partir de
minerales de fosfato comprenden aproximadamente el 56 % de la
entrada total de Cd de origen antropogénico. Otras rutas de entra-
da de Cd en suelos arroceros se pueden dar a través de practicas
agricolas como la aplicacion de fungicidas que contienen este metal,
aplicacion de lodos de depuradora, riego con aguas contaminadas
y del agua que se libera debido a las explotaciones mineras, lo cual
podria estar causando una contaminacion masiva.

La deposicion atmosférica aporta el 40% del contenido de Cd
proveniente de actividades antropogénicas (Liang et al., 2017).
Ademas, la lluvia acida puede incrementar la disponibilidad o
absorcién de Cd por su efecto en la variabilidad del pH del suelo
(Yang et al., 2018) (figura 1).
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Figura 1. Posibles fuentes de contaminacion con cadmio.

Fuente: Elaboracién propia
[lustraciones: https://www.vecteezy.com/
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Dinamica de cadmio en el sistema
suelo-arroz

Tanto las plantas como los microorganismos han desarrollado
mecanismos para la obtencion de nutrientes y, de forma similar,
han desplegado estrategias para prevenir toxicidad de algunos
metales. La absorcion de mp considera algunos transportadores
para translocacion del metal con diferente ubicacion a nivel
celular, el sustrato sobre el que actuan y los patrones de expresion
(Colangelo & Guerinot, 2006).

Algunos de esos mecanismos estan relacionados con la mo-
dificacion del entorno de la rizésfera mediante la excreciéon de
compuestos organicos (Sharma et al., 2007), lo cual permite una
mayor disponibilidad de los nutrientes presentes en el suelo (Sylvia
et al.,, 2005), que incluyen procesos de quelacién y acidificacién
de la rizésfera, lo que disminuye la movilidad de mp en exceso
(Gonzaélez Guerrero, 2005).

La absorcién del Cd por la planta de arroz depende de varios facto-
res y componentes ecofisioldgicos, los cuales, a su vez, dependen
de las caracteristicas fisicas del terreno y de las caracteristicas
morfoldgicas de la planta (Sebastian & Vara Prasad, 2014). Los
componentes fisicos que influyen en la absorcién del Cd son
principalmente el potencial redox del suelo, pH, oligoelementos
esenciales y estado y contenido de materia organica en el suelo
(Jung, 2008).

Debido a su alta movilidad, el Cd ingresa facilmente a las raices
a través de la epidermis y puede llegar al xilema via apoplasto o
simplasto (Ronzan et al., 2018). Los procesos clave de transporte
de Cd desde el suelo hasta los granos de arroz son: primero, la
absorcién por la raiz y la carga de xilema (translocacién de raiz
a brote); segundo, redireccionamiento del transporte a través de
transferencia intervascular en los nudos de la planta, y tercero,
la movilizacién a las hojas a través del floema (Luo et al., 2022)
(figura 2). El arroz permanece durante un largo periodo bajo
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condiciones de anoxia, salvo en elmomento de la cosecha, cuando
esta en condiciones aerdbicas; esto permite un incremento de la
dinamica del potencial redox del suelo, momento en el cual el Fe
se oxida (Magneschi & Perata, 2009).

Las caracteristicas morfolégicas del arroz favorecen la toma
de Cd, debido a que tiene un sistema radicular fibroso (Coudert
etal., 2010). Los acidos organicos y la solubilizacion de Cd pueden
favorecer la toma de Cd por las células de las raices (Rémheld,
1991; Clemens et al., 2002). La presencia de Fe y Mn en la matriz
del suelo facilita la precipitacion de la fraccion soluble de Cd en el
suelo (So & Ringrose-Voase, 2000). En el caso del arroz, la placa
formada por Fe y Mn que se precipita en el apoplasto de la raiz
cuando se desarrolla el tejido del aerénquima tiene un alto
potencial redox; esto hace que durante la época que el arroz esta
bajo inundacién, el Cd no esté disponible para ser translocado en
el interior de la raiz (Liu et al., 2008). Los bajos coeficientes de
difusién de Cd en sistemas acuosos indican que su toma por la
raiz depende de la transpiracion y por ello el manejo adecuado
del agua es importante en el control de la absorcién de Cd por la
planta (Lux et al., 2010).

La primera barrera para el ingreso de nutrientes y metales es la
pared celular y su composicion varia dependiendo de la célula, su
afinidad por cationes y retencion de algunos mp (Wang & Chen,
2009). Existen diferentes transportadores para la absorcién de
micronutrientes en el interior de la célula, incluyendo el Cd, dentro
de los cuales estan los zip (Zn and Fe transporters), que introducen
cationes divalentes en el citoplasma; los cor (cation difussion
facilitator), los cuales reducen la concentraciéon de cationes
divalentes en el citoplasma; los tipo primario ABc (ATpP binding
cassette), que utilizan la hidrdlisis de ATp para movilizar sustancias
que incluyen lipidos, péptidos, azucares y complejos de glutation
(Rodriquez-Serrano et al., 2008).

Las plantas de arroz absorben el Cd de formaactiva, principalmente
por las raices, por la via simplasmica, con consumo de energia
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mediado por transportadores de Cd, dentro del cilindro vascular
por el plasmodesmo; asi, las raices son el primer contacto con el
Cdy, asuvez, la primera barrera para impedir el ingreso del metal.
De esta manera, es mucho mayor el contenido de Cd en raiz que
en la parte aérea de la planta. El Cd también puede ser absorbido
pasivamente a través de compartimientos extracelulares como el
espacio intercelular, lo cual ocurre cuando la concentracion de Cd
es mayor en el suelo que en laraiz. El Cd puede ser almacenado en
la vacuola que tiene forma de quelato o continuar al xilema para
ingresar a la parte aérea de la planta (Zhang et al., 2022).

De manera similar, el Cd se mueve en el interior de la planta desde la
raiz hasta la parte aérea, y de la parte aérea al grano. Los transpor-
tadores que estan involucrados en este proceso son de la familia
zIp, y estan localizados en el plasma de la membrana de laraiz y en
los tejidos del tallo, lo que permite el paso del Cd. Este transporte
se realiza a través del xilema y muy poco a través del floema (Zhang
etal.,, 2022).

Para la retencion de mp a nivel citoplasmatico, la quelacion juega
un papel muy importante para el direccionamiento o la reserva de
estos. El glutation asociado al potencial redox del citoplasma es
fundamental en la eliminacién de compuestos toxicos mediante el
proceso de conjugacién (Gonzalez Guerrero, 2005). A través de las
fitoquelatinas, reguladas por mp, se usan transportadores especifi-
cos en el citoplasma para retirar las fitoquelatinas que estan unidas
a los mp (Yadav, 2010). En cuanto a las metalotioneinas (proteinas
de menor tamafio 6.000-7.000 Da), estas posibilitan la quelacién de
iones metalicos y la proteccién contra agentes oxidantes (Gonzalez
Guerrero, 2005); principalmente, se acumulan en el citoplasma y
requieren otras proteinas como las metalochaperonas, que sirven
como impulsoras del metal para que se transfiera con rapidez.

Muchas de las funciones fisioldgicas de la planta se afectan por la
presenciade Cd, loque se puede observarenlarespuestadelaplanta
frente a estreses abidticos (Gill & Tuteja, 2011). Uno de los sintomas
es la pérdida de pigmentos, ya que se alteran procesos como la
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fotosintesis, laeficienciaen uso delaguay laasimilacion de nutrientes
(Nazar et al., 2012). Un aspecto que se ha estudiado ampliamente
esta relacionado con las rutas de las enzimas antioxidantes, la
sintesis de proteinas celulares como la rubisco, el fotosistema iy el
efecto en el metabolismo de azucares, que a su vez afecta las rutas
de sintesis de aminoacidos y acidos grasos (Wang et al., 2011).
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Figura 2. Translocacion de cadmio en plantas de arroz.

Fuente: Elaboracién propia, a partir de Liu et al. (2020)
llustraciones: https://www.vecteezy.com/
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Efectos de la contaminacion por cadmio
sobre el suelo y las plantas de arroz

En términos generales, las funciones fisicas, quimicas y biologicas
del suelo se ven afectadas por la presencia de Cd, lo que causa una
degradacién del sistemay, por lo tanto, se reduce la productividad
de este importante recurso natural (figura 3).

La toxicidad de mp afecta el metabolismo y la fisiologia de la planta
de arroz e incluso puede causar su muerte (Raven Willwater,
2018). Los efectos fisiolégicos se observan en la reduccién de
crecimiento y en el desarrollo de las plantas, lo que afecta la
longitud de raiz, el area foliar y la biomasa, asi como la reduccion
en produccién de frutos; esto se ha observado en pimentones,
rabano, soya y lechuga (Hernandez-Barnada et al., 2019). En
alfalfa, por ejemplo, se encuentran reducciones en crecimiento en
acumulacion de materia secaderaiz, parte aéreay total, de 82 %y
87 %, al aplicar 5 mg/kg de Cd (Raven Willwater, 2018). Asimismo,
se ha observado una reduccién en la actividad fotosintética, que
sereflejaenreducciones del contenido de clorofilay carotenoides,
y en reduccion de la tasa de fotosintesis neta, en cultivos de
tomate, arveja, papa y soya (Hernandez-Baranda et al., 2019);
también se presenta interferencia en absorcién y transporte de
nutrientes, lo cual afecta la toma de N y su fijacidn simbidtica en
cultivos de soya (Balestrasse et al., 2003). De la misma manera,
hay reducciones en K, P, Ca, Mn, Zn, S, B, en arveja y tomate;
reducciones de Mn e incremento de Zn en soya, y aumento de P,
K, Ca, Mg, Fey Zn en cebolla (Hernandez-Baranda et al., 2019). A
nivel fisioldgico, el Cd induce estrés oxidativo de manera indirecta
al elevar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ros) o al
disminuir la defensa antioxidante, lo que posiblemente dafia las
macromoléculas como los lipidos.
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Figura 3. Efecto de la contaminacién por cadmio en suelo y planta.

Fuente: Elaboracién propia, a partir de Rizvi et al. (2020)
[lustraciones: https://www.vecteezy.com/

Huybrechts et al. (2020) demostraron que las plantas de arroz ex-
puestasaCdbajo condiciones controladas, en Bélgica, presentaron
una reduccién en la produccion de biomasa del 24 % al 39 % en 10
y 50 um Cd, asi como hojas mas cortas y una afectaciéon mayor en
la biomasa radicular. Los principales efectos de la acumulacién de
Cd, especificamente en plantas de arroz, estan representados por
una disminucion en el rendimiento del grano, dado por un menor
llenado, debido a la baja fertilidad del polen y la inmovilizacion del
almidoén; de igual forma, la calidad del grano se ve afectada por la
alteracion de algunas propiedades como la produccion de amilasa,
la dureza, la gelatinizacion, la formay el tamafio del grano.

Ademas, las plantas expuestas a niveles téxicos de Cd tienen compli-
caciones en los procesos fotosintéticos por alteraciones en la antena
colectora luminica (Raven Willwater, 2018). También se evidencia
una reduccién en el tamafio y tiempo de aparicion de la hoja, siendo
mayor en plantas expuestas a niveles de 50 um de Cd (figura 4).
En cuanto alos elevados contenidos de Cd, estos inhiben la germina-
cion de la semilla por reduccion de la absorcion de agua (imbibicion)
y nutrientes; asimismo, se alteran los procesos de respiracion, dife-
renciacion celular y metabolismo del N, que inciden en la emisién de
macollas (Raven Willwater, 2018).
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Mecanismos de toxicidad de cadmio
en plantas de arroz

Existen mecanismos de toxicidad relacionados con el estrés por
altos contenidos de Cd a nivel de planta; por ejemplo, la fuga de
electrolitos, que es la permeabilidad generada por pérdida de la es-
tructura de la membrana y de las paredes celulares que alteran las
relaciones hidricas y la distribucién de los micro y macronutrientes,
el polimorfismo del AbN, generado por las roturas en las cadenas de
ADN, la formacion de micronucleos y las aberraciones cromosoémi-
cas (Rahman et al., 2021). Igualmente, se reporta estrés oxidativo
por produccién de especies reactivas de oxigeno “ROS” (02—,
HO+-y H202) que se generan por la produccion indirecta, debido
al debilitamiento de barreras enzimaticas y no enzimaticas de los
cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias. Incluso, se genera una
sobreproduccion de malondialdehido (vpa) producto de la peroxi-
dacion lipidica, que expresa el dafio oxidativo, y su concentracién
indica el grado y la duracion del estrés.

Mecanismos de tolerancia del arroz
a la presencia de cadmio

Los mecanismos de tolerancia al estrés por Cd mas comunes
en plantas de arroz son los enzimaticos, los cuales generan
produccién de las enzimas superoéxido (dismutasa [sop], catalasa
[cAT], ascorbato peroxidasa [aPx] y glutation reductasa [GR]), y los ho
enzimaticos, que estimulan la produccion de ascorbato y glutation
(antioxidantes del ciclo del ascorbato-glutation), asi como la
produccién de carotenoides y a-tocoferol (Sohag et al., 2020). De
igual forma, existen otros mecanismos que estimulan el sistema
de defensa antioxidante, como la osmorregulacion, la homeostasis
idnica, la sobreproduccién de moléculas de sefializacion y la
regulacion de crecimiento (pGr) (Lakaew et al., 2021). Lo anterior
genera una produccion de fitoquelatinas que participan en
la retencion del Cd en las raices a través de la quelacion con
compuestos tioles no proteicos (NpT) (Pal et al., 2017).

—_—
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Protocolo de toma y conservacion
de muestras de tejidos vegetales
de arroz y suelo para determinar el
contenido de cadmio en laboratorio

En este apartado, se presenta un protocolo de campo valido para
realizar latomay conservacion de muestras parala determinacion
de contenidos de Cd en tejido, raiz, tallo, hojas, grano y suelo.

Consideraciones previas

Dependiendo del objetivo del estudio, de la distribucion de
contaminacion por Cd y de los niveles de concentracion
encontrados en el lote de estudio, se tomara la decision del nivel
de detalle de muestreo. En la figura 5, se observan los materiales,
la infraestructura, las herramientas y los equipos requeridos para
tomay conservacion de muestras. Los materiales necesarios para
llevar a cabo estos muestreos son: costal de polipropileno con
capacidadparabOkilos, bolsasde papelkraft, cintadeenmascarar,
nevera refrigerante, bolsas herméticas con capacidad para 1 kg,
bolsas de polietileno y marcadores. La infraestructura necesaria
para el procesamiento de estas muestras esta compuesta por la
casa de mallas y el laboratorio de quimica analitica. En cuanto
a las herramientas, se usan la pala, la espatula y el cuchillo, en
el caso de muestras de suelos, y la hoz para muestras de grano
y tejido. Dentro de los principales equipos se tienen el aps, el
medidor de pH y la desgranadora.
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Materiales Herramientas

Infraestructura

Figura 5. Materiales, equipos, herramientas e infraestructura que se requieren
para tomay conservacion de muestras.

Nota: Materiales: 1. Costal de polipropileno con capacidad para 50 kilos; 2. Bolsa de papel kraft;
3. Cinta de enmascarar; 4. Nevera refrigerante; 5. Bolsas herméticas con capacidad para 1 kg;
6. Bolsas de polietileno; 7. Marcadores. Infraestructura: 8. Casa de mallas; 9. Laboratorio de
guimica analitica. Herramientas: 10. Pala; 11. Hoz; 12. Espatula; 13. Cuchillo. Equipos: 14. GPS;
15. Medidor de pH; 16. Desgranadora.

Fuente: Elaboracién propia
Algunas imagenes se tomaron de https://www.vecteezy.com/
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Enelmomento de realizar los muestreos de suelo y de tejido vegetal
de arroz, hay que tener en cuenta las siguientes consideraciones:

M

Georreferenciacion: verificar las coordenadas geograficas
para el punto de muestreo y registrar el estado fenolégico del
cultivo, el cual debe encontrarse en grano pastoso blando o
madurez fisiologica.

Rotulado de muestras: cada muestra debe ir identificada con
el numero del muestreo y la coordenada geogréfica.

Numero de muestras: tomar submuestras de suelo y tejido
(raiz, tallo, hojas y grano) por lote de produccion, dependiendo
de su tamanio.

Topografia del lote: el grado de pendiente del lote determina el
submuestreo, y hace énfasis en las zonas de entrada y salida del
riego, tomando minimo una submuestra en dichos sitios.

uestreo en campo

En la figura 6, se evidencian diferentes distribuciones de muestras
en un lote, dependiendo de las caracteristicas topograficas, del
paisaje y de los niveles de contaminacion. Cuando un lote presenta
una topografia plana u homogénea se puede utilizar un muestreo
aleatorio o en cuadricula. Cuando presenta varios tipos de relieve
odetopografiaes mas conveniente usar un muestreo estratificado,
en zigzag o en X, con el fin de tener una muestra representativa
del lote.
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Figura 6. Métodos de recoleccion de muestras. a. Muestreo aleatorio; b. Muestreo
estratificado; c. Muestreo en cuadricula; d. Muestreo en zigzag; e. Muestreo en X.

Fuente: Elaboracién propia

Se toma una muestra de suelo compuesta (por lote), a una
profundidad de O a 20 cm del perfil de suelo comprendido en la
zona radicular. Se recomienda colectar entre 3 y 5 submuestras
por cada punto, las cuales se mezclan para tener una muestra
compuesta final con un peso de 1000 g en seco. Por lo anterior, la
muestra de campo debe tener un aproximado de 2000 g de suelo
saturado o semisaturado.

Preparacion de las muestras de suelo

El secado de lamuestra se realiza bajo cubierta (casa de malla) o en
un horno a una temperatura no mayor de 40 °C, para no interferir
con los resultados del contenido de Cd en la muestra. El tiempo de
secado de lamuestradepende de suhumedad inicial y se considera
seca cuando se logra un peso estable. Para la preparacion y el
empaque de la muestra en seco, se debe desterronar y mezclar el
suelo de manera uniforme; luego, se pasa por un tamiz de 2 mm,
se realiza un empaque de 1.000 g de la muestra en doble bolsa
plastica hermética y se guarda una contramuestra de 250 g.
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Muestreo y preparacion del tejido (tallo, hojas y raiz)

Es necesario verificar el estado fisico de las plantas; en lo posible,
deben estar libres de plagas y enfermedades a nivel de tallo, hojas
y panicula. Se realiza un corte con hoz auna alturade 5al0Ocma
partir del suelo, tomando un aproximado de plantas equivalente a
un marco de 30 cm x 30 cm. Estas se deben guardar en un costal
de polipropileno, el cual va con el mismo roétulo indicado para el
suelo. Las muestras de tallo y tejido se ponen al aire libre para secar
la humedad de campo (24 horas) y luego se realiza un desgrane
mecanico o manual, dependiendo de la disponibilidad del equipo.

Posteriormente, se toma una porcion de tallos y hojas en relacion
50:50 con un peso aproximado de 1.200 g, para secar en un horno
por 72 horas a una temperatura de maximo 60 °C. Luego, se toma
la muestra y se muele en un molino de martillo con un tamarfio de
criba de 2 mm; se mezcla y se pesa una cantidad de 500 g por
muestra, que debera ser empacada enunabolsa plasticahermética.
Ademas, se debe guardar una contramuestra de 250 g, y ambas
deben ir rotuladas con la informacién del punto de muestreo.

Si se requiere muestra de raiz, esta se toma, se retira el suelo
alrededor, se pesay se lava. Es conveniente tomar la muestra de
suelo y de tejido en el mismo sitio en caso de que sea necesario
hacer un andlisis de correlaciéon entre los contenidos de Cd en
suelo y el Cd que es tomado por la planta. Si se quiere analizar
el enriquecimiento de Cd en la planta, se deben tomar muestras
separadas deraiz, tallo, hojasy grano. Cuando se realiza un analisis
global con el fin de conocer si hay presencia y absorcion de Cd,
se pueden tomar muestras de suelo y de grano, y posteriormente
detallar los muestreos en los diversos 6rganos de la planta.

Muestreo y preparacion del grano integral

El grano Paddy, que se obtuvo de la muestra de tejido, se pone a
secar a temperatura ambiente hasta lograr una humedad entre el
14% y el 18 %. Luego, se retira la cascarilla del grano integral, y
se mezcla y se pesa una cantidad de 500 g del grano resultante.
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Ademas, es importante guardar las contramuestras de 250g del
grano. Las muestras deben ir rotuladas con la informacién del punto
de muestreo.

Meétodos directos
de determinacion de Cd

Existen algunas técnicas relacionadas con determinaciones de Cd,
que se desarrollaron durante las ultimas décadas para analizar su
contenido en diferentes productos agricolas (suelo, tejido, grano,
etcétera). Estos métodos incluyen medidas de susceptibilidad
magnética (Hanesch & Scholger, 2002), técnicas que emplean
gradientes en peliculas delgadas analizadas por espectrometria
de emisién atémica de plasma acoplado (bGT/IcP-AES, por sus siglas
en inglés) (Gramlich et al., 2018) y mediciones de fluorescencia de
difraccién por radiografia portatil (Adler et al., 2020).

Ultimamente, la espectroscopia de emisidén éptica o masa con
plasma acoplado inductivamente (icp-0Es, ICP-MS, por sus siglas
en inglés) es una de las técnicas mas usadas a nivel mundial para
determinar vp como el Cd, por su alta sensibilidad de deteccién en
una gran variedad de matrices. La ventaja del ice-ms es que puede
detectar niveles de mp por debajo de 1ug/L (Smirnova et al., 2021),
lo cual no se puede obtener con otros métodos, sobre todo cuando
se trata de matrices complejas con altos niveles de sal. Hoy en dia,
es una técnica sélida y muy usada en muchos laboratorios para
realizar analisis rutinarios (Jiménez Heinert et al., 2020). Algunas
delas areas que emplean esta técnica son: agriculturay alimentos,
geologia y aguas. Para asegurar la adecuada determinacién
de metales por icp-o€s, las matrices analizadas deben digerirse
previamente; por lo tanto, es necesario un método de digestion
que produzca una mineralizacion completa de la muestra con
la menor pérdida (Rodushkin et al., 1999). Durante el proceso
de determinacion de mp (figura 7) y con el fin de seleccionar el
mejor método de analisis, se debe considerar una pregunta muy
importante: écual es el propdsito del estudio?
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Figura 7. Analisis quimico de cadmio en suelo, planta y grano.

Fuente: Elaboracién propia
Algunas imagenes se tomaron de https://www.vecteezy.com/


https://www.vecteezy.com/

Capitulo 2. ¢Cémo saber sihay Cd en suelos arroceros y en plantas de arroz?

—
—_—
—_—
—_—
—_— —_—
_— —_—

Conocer el tipo de informacién requerida ayuda en el momento
de elegir los métodos analiticos que son aptos para el propdsito.
Es posible que se necesite considerar muchos otros factores al
planificar un analisis, como los que se mencionan a continuacion,
aunque no necesariamente se limita a estos:

* Logistica de muestreo (por ejemplo, acceso al sitio, régimen de
muestreo, seguridad).

« Conservacion, almacenamiento y preparaciéon de muestras.
* Numero de muestras por medir.

» Concentraciones de muestras por medir.

* Precision y exactitud requeridas.

» Disponibilidad de aparatos e instrumentacion de laboratorio.

« Costo de andlisis.

Preparacion de las muestras para
analisis de cadmio en matrices de
suelo, tejido y grano de arroz

Mineralizacion de muestras por digestion acida

La mineralizacion o digestion de la muestra se basa en la metodologia
propuesta por Verola Mataveli et al. (2016). La cantidad de muestra
para la mineralizacion se ajusta de acuerdo con la concentracion
del elemento y con el tipo de matriz (suelo, raiz, tejido vegetal,
grano, frutos, entre otros). La digestion acida se realiza a través
de una mezcla de acido nitrico (HNO,) concentrado, perdxido de
hidrégeno (H,0,) al 30% y se continua con la digestion en plancha
de calentamiento.
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Métodos indirectos

Un monitoreo rapido y periédico de los Mp en areas vulnerables
(aquellas que presentan unriesgo de contaminacion por mpdebido a
que estan cerca del trafico automovilistico, zonas de explotaciones
mineras, cerca de zonas industriales, entre otros) es importante
para mantener un medio ambiente sanoy seguro (Wu et al., 2005).
Los métodos convencionales para monitorear y estimar la concen-
tracion de los mp en el suelo y en los cultivos resultan ser a veces
complicados, lentos y caros, sobre todo cuando se trata de areas
grandes; esto requiere un gran numero de muestras y analisis.
Una limitacion adicional es el nuUmero de pasos que se siguen en el
proceso, incluido el muestreo sistematico, el preprocesamiento de
muestras in situ y en laboratorio, el analisis quimico y la interpreta-
cién de los datos (Reeves et al., 2001; Kemper & Sommer, 2002).
Asimismo, algunas investigaciones reportaron que los métodos
eléctricos, combinados con las técnicas de tomografia (Electrical
resistivity tomography [ERT, por sus siglas en inglés]), los cuales se
basan en medidas de resistividad eléctrica, han sido un area atrac-
tiva de investigacion durante los ultimos afios, y se consideran un
proxy para la determinacion de la variabilidad espacial y temporal
de varias propiedades fisicas e hidrofisicas del suelo (estructura,
contenido de agua, composicion de fluidos) y quimicas.

En efecto, los diferentes materiales, entre ellos el suelo, exhiben
propiedades eléctricas dependiendo de sus caracteristicas
fisicas y quimicas, lo cual se refleja en su resistividad eléctrica.
Es factible utilizar la técnica de ert porque ha mostrado varias
ventajas durante las aplicaciones a escala de campo; por ejemplo,
abarcar grandes volumenes de mediciodn, lo que a su vez reduce
la influencia de la variabilidad a escala local. Un estudio reciente
realizado por Chu et al. (2017), para estimar las caracteristicas
mecanicas de los suelos contaminados por mp mediante el uso
del erT, ha demostrado que los resultados de la tecnologia han
sido de alta utilidad, dada la fuerte relacion entre las medidas de
resistividad eléctrica y las concentraciones de los mp estudiados
(figura 8).
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En zonas productoras de arroz en Colombia, se ha reportado
una alta correlacién (R=0,99) entre las medidas de resistividad
eléctrica obtenidas a partir del uso de erT y el contenido de Cd en
diferentes tipos de suelos evaluados (Chaali et al., 2022).

Figura 8. Métodos no invasivos de identificacién de zonas contaminadas. erT.

Fuente: Elaboracién propia
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Métodos para mitigar la contaminacion

En las ultimas décadas, varios enfoques de remediaciéon se han
introducido para tratar la contaminacién por Cd en arrozales
(Sebastian et al.,, 2018; Booboori & Zhang, 2022). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (Fa0) y Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (Pnuma) (1983), y el Instituto de Hidrologia, Meteorologia
y Estudios Ambientales (Ideam, 2004), la degradacion del suelo
se puede definir como todo proceso que rebaja la capacidad
actual y el potencial del suelo para producir, cuantitativa y cua-
litativamente, bienes y servicios o funciones ecosistémicas vy
ambientales, como consecuencia, entre otras, de procesos de
contaminacion con sustancias téxicas que superan la capacidad
de amortiguacion del suelo.

Reducir la concentracion y la biodisponibilidad de Cd en el cultivo
de arroz es una de las estrategias clave para la agricultura sostenible.
Esto se hace mediante mecanismos de inmovilizacion a nivel de
suelo o de las raices y 6rganos de la planta, con el fin de evitar
el ingreso del metal al grano (Volque Sepulveda et al., 2005).
Dependiendo de los resultados de la concentracion de los mp, en
el sueloy en plantas (raiz, tejido), se toma la decisién de proponer
las alternativas de manejo para la remediacion. Varios trabajos
de investigacién recomiendan implementar técnicas que han
demostrado su capacidad para el saneamiento de cultivos y la
recuperacion de suelos contaminados.
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Las metodologias para mitigar el efecto de mp en los suelos vy
recuperarlos de la contaminacion dependen de las caracteristicas
del suelo, del contaminante, de la eficacia esperada con cada
tratamiento, su viabilidad econdmicay el tiempo estimado para su
desarrollo (Booboori & Zhang, 2022). Existen metodologias in situ
cuando se aplican en el lugar de la contaminacion y ex situ cuando
se requiere remocion del suelo para su posterior tratamiento.

Enefecto, lascaracteristicas delsuelo, gquimicas, fisicasy bioldgicas,
determinan en cierta medida su capacidad amortiguadora y de
depuracion de elementos contaminantes de diferentes origenes, a
través de reacciones de acomplejamiento, adsorcién y desorcion,
precipitacion y disolucién, oxidorreduccion acido-base y aquellas
derivadas de procesos metabdlicos. Estas reacciones estan rela-
cionadas con propiedades como textura, estructura, porosidad,
capacidad de intercambio catidénico, pH y actividad microbiologica
(Khalid et al., 2017).

A continuacién, se describen algunos métodos de manejo para
eliminar la contaminacion de Cd en suelos arroceros; son métodos
deremediaciontipicos que se basaron en estudios recientes (Lietal.,
2021; Sebastian et al., 2018).

Metodos de manejo agrondémico

Existen estrategias que se basan en lareduccion de la presencia de
MP en los suelos empleando métodos de remocién, mediante el uso
de sustancias quimicas y la adicion de materiales no téxicos que
permitan la estabilizaciéndel suelo (Liu, Tie et al., 2018; Chang, Diao
et al., 2018). Algunos de los materiales empleados para mejorar
las caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos son escorias,
zeolitas, calizas y ceniza volcanica (Basta & McGowen, 2004).
Sin embargo, no siempre estan disponibles estos materiales,
son costosos 0 no permiten el uso del suelo en agricultura
inmediatamente después del tratamiento (Khan & Doty, 2011).
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Por lo anterior, en los ultimos afios se ha trabajado con mayor
énfasis en el uso de materiales a base de carbono, como el
biocarbdn, que es el resultado de la carbonizaciéon de biomasa
vegetal y animal a temperaturas entre 300°C y 600°C bajo
condiciones anaerdbicas (Qian et al., 2016) y que puede mejorar
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

El uso de materiales minerales puede mejorar el pH del suelo, y
de esta manera reducir la disponibilidad y solubilidad de los mp. En
cuanto a los materiales organicos, estos incrementan el carbono
organico total del suelo, lo cual mejora su condicion fisicoquimica
y microbiolégica, y esto permite el establecimiento de vegetacion
capazdetrabajar como fitoremediador por su capacidad de retener
cationes, hecho que reduce la toxicidad de Cd (Huaraca-Fernandez
et al., 2020). EI manejo de nutrientes es una de las estrategias
empleadas para mitigar el efecto de Cd en diferentes cultivos
(Nazar et al., 2012), especialmente de nutrientescomo P, K, S, Fey
Zn, con los que se ha observado un beneficio en mitigacion de Cd.
La aplicacion adecuada de P favorece no solo el crecimiento y el
desarrollo de las plantas, sino que ademas aumenta la actividad de
enzimas antioxidantes, lo cual se refleja en una disminucioén de Cd
y H,0, (Arshad et al., 2016).

Los niveles de K en el suelo se han estudiado como posible fuente de
reduccion de la absorciény traslocacion de Cd en plantas de girasol
y como inhibidor de la permeabilidad de las membranas provocada
por el estrés (Samet et al., 2017), asi como su participacién en
la formacion de pigmentos fotosintéticos y prevencion de la
descomposicion de clorofilas (Cakmak, 2005). Todo lo anterior
esta relacionado con la mitigacién del efecto del Cd.

En el estudio de Kao (2014), se determind que los cultivos de arroz
en suelos con altos niveles de Cd incrementaron su crecimiento
y desarrollo al aplicarles kci y se observd una disminucién de la
actividad de la enzima NADPH oxidasa. Sin embargo, para otros
cultivos, la deficiencia de K mostré una accion de proteccién del
estrés oxidativo provocado por el Cd, debido principalmente al
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aumento de la actividad de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutasa, ascorbato peroxidasa, glutation reductasa y catalasa).

El azufre (S), por su parte, tiene mecanismos muy diferentes a
los otros nutrientes, pues se considera que esta involucrado en la
biosintesis de agentes detoxificantes de mp (Anjum et al., 2008).
El' S redujo la afectacion en el contenido de clorofila y aumenté
la actividad de las enzimas antioxidantes, ascorbato-peroxidasa,
glutatiéon reductasa y catalasa (Bashir et al., 2015).

Una nutricién adecuada con Fe puede mitigar el efecto toxico del
Cd. Asi, en plantas de arroz se ha encontrado que la aplicacién de
este micronutriente reduce la concentracion de Cd (Kao, 2014).
En maiz, la aplicaciéon de diversas fuentes y concentraciones de
Fe (entre 53 y 80 mg/kg) redujo la disponibilidad de Cd en suelo
entre 4,59 y 5,19 mg/kg, con incrementos en produccidon de cerca
del 30% y reducciones de Cd en grano entre 35% y 48 % (Zhang
et al., 2021). Lo anterior se debe al aumento de la fotosintesis, al
rendimiento delgrano, alas actividades enzimaticasy alareducciéon
del estrés oxidativo y el contenido de Cd en los diferentes érganos
de la planta (Rizwan et al., 2017).

Otros elementos no esenciales como el Se y silicio (Si) han
mostrado efectos favorables en la mitigacion del estrés por Cd;
por ejemplo, reduccion de su concentracion en hojas, tallo, raices
y frutos, y disminucién de los dafios ocasionados en el crecimiento
y rendimiento en cultivos de tomate (Nogueirol, 2016). El Se, por
su parte, indujo la biosintesis de la melatonina, lo cual aumento la
tolerancia al Cd, con reducciones en la disminucion del crecimiento,
lafotoinhibicidny la pérdida de electrolitos (Lietal., 2016; Hernandez-
Baranda et al., 2019). El Si es un elemento benéfico para mantener
el crecimiento en ambientes de estrés. Frente a la toxicidad por Cd,
también ha aumentado la resistencia de diversos cultivos, y de esta
manera se ha logrado reducir el transporte de Cd de la raiz a las
hojas y disminuir la absorcion de Cd por las raices (Wu et al., 2015;
Shi et al., 2010).



—

—_—

_— —_—
—_— —
~~

Manual para el diagnéstico de cadmio en el cultivo de arroz (Oryza sativa L.) y su inmovilizacion mediante

el uso de hongos formadores de micorrizas arbusculares

Uso de enmiendas

Los suelos contaminados por Mp también pueden recuperarse in situ
anadiéndoles substancias organicas e inorganicas y mezclandolas
para transformar los contaminantes. Asimismo, se ha llevado
a cabo la adicion de carbonatos, zeolitas, fosfatos, minerales
de Fe, bentonitas, hidroxido calcico, compost o levaduras en el
momento de inmovilizar y reducir la biodisponibilidad de metales
toxicos como Pb, uranio (U), As, Zn, Ni, estroncio (Sr), Cuy Cd
(Hartley et al., 2004, Castaldi et al., 2005; Raicevic et al., 2006;
Chen et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos de secuestro
de metales en suelos por estas enmiendas no se conocen por
completoy aunque en campo se ven los efectos benéficos, ain no
se conoce el tiempo de duracion de larecuperacién o si se vuelven
reversibles con el tiempo (Hamon et al., 2002). Por ejemplo, si el
efecto se debe a cambios de pH, es facilmente reversible con un
cambio enel pH, pero silas enmiendas promueven el secuestro de
metales en formas no labiles en suelo, y estos quedan atrapados
en las estructuras de las arcillas o acomplejados por enlaces
covalentes, entonces la inmovilizacidon de los metales puede ser
mucho mas duradera (Adriano et al., 2001).

Fitorremediacion

Otra de las estrategias empleadas es la fitorremediacion, que
consiste en emplear plantas con alta capacidad de absorber e
inmovilizar los mp y asi removerlos del suelo (Dos Santos et al., 2016).
Es una practica econdmica, efectiva, con bajo impacto en el
ambiente y permite prevenir contaminacion de suelos y fuentes de
agua (Alietal., 2013). Conestaestrategialos microorganismos del
suelo pueden resultar muy utiles para incrementar la capacidad
delas plantas de absorber estos metales. Asi, se requiere el uso de
plantas tolerantes/resistentes a los mp, lo cual generalmente esta
asociado con la capacidad de secrecion de agentes quelantes, el
aumento de produccién de prolina y de enzimas antioxidantes o
la alta capacidad de almacenamiento de mp en las raices (Pedroso
et al., 2018).
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Las leguminosas y algunas especies arbdéreas son importantes por
su alta capacidad de acumulacién de mp (Vymazal et al., 2009).
Estas plantas permiten recuperar y mantener comunidades
microbianas en el suelo que pueden participar en el crecimiento y
desarrollo de la planta o en la inmovilizacién o degradacion de los
MP (Quintella et al., 2019).

La fitoextraccion es un método eficaz para disminuir la contami-
nacion por Cd en el cultivo de arroz, y ademas aporta ventajas
reconocidas a los ecosistemas (Li et al., 2021; Antoniadis et al.,
2017). La fitorremediacion es un método adecuado para casos
de baja 0 moderada contaminacién de Cd en cultivos de arroz; en
efecto, seglin el Codex Alimentarius (2015), los niveles permitidos
sonde0,02y0,04ppmparael AsyCd, respectivamente. Elestandar
europeo para arroz pulido es de 200 pg/kg para Cd. La seleccién
de las plantas acumuladoras eficientes para la fitoextraccién de Cd
debe disefiarse y desarrollarse mas con la ayuda de biotecnologias
moleculares.

Biorremediacion

Los resultados de una serie de avances tecnoldgicos para sanear
ambientes contaminados con mp han llevado al desarrollo de
alternativas como la biorremediacion, la cual consiste en utilizar
plantas, bacterias, hongos y algas, o enzimas derivadas de estos
ultimos, para recuperar un ambiente contaminado por medio
de mecanismos de ruptura, cambio, remocién, inmovilizacion y
detoxificacion de diferentes contaminantes y, especialmente, por
su capacidad de acumular o metabolizar los mp (Enerijiof, 2021).
La biorremediacion ha avanzado en términos de eficiencia, costos
y aceptacion social (Khalid et al., 2021), y es una practica que
dia a dia se emplea cada vez mas para solucionar problemas de
contaminacion de suelos y aguas (Bala et al., 2022).
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Existen microorganismos del suelo que son tolerantes a la toxicidad
del Cd y pueden cambiar sus formas disponibles a formas menos
toxicas (Liet al., 2021). Estudios recientes han demostrado que las
bacterias resistentes a los metales disminuyen la fitodisponibilidad
de Cd en suelos y su acumulacién en plantas (Liu, Li et al., 2018).
Ademas, se hanidentificado hongos tolerantes a Cd, especialmente
del género Fusarium, en suelos de minas en Peru (Mufioz-Silva et al.,
2019) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA), por
su capacidad de fitoextraccién y de inmovilizacién de Cd (Alvarado
etal., 2011).

La remediacion microbiana de mp consiste en biosorcién, bioacu-
mulacién, biomineralizacion y biotransformacion (Ayangbenro
& Babalola, 2017; Li et al.,, 2021). La ingenieria microbiana es
fundamental y se espera que este método sea eficiente y segu-
ro para la recuperaciéon de suelos contaminadas con Cd. Segun
Siripornadulsily Siripornadulsil (2013),dependiendodelaislamiento
bacteriano, los contenidos de Cd en plantas de arroz pueden dis-
minuir en un rango de 6% a 61 %.

Como estrategia para abordar mecanismos que permitan reducir
la incidencia de mp sobre el arroz a nivel de vivero, la Corporacién
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) ha evaluado
la capacidad biorremediadora de microorganismos como los HFMA
parasuelosy plantas contaminados conwmp. Enlaliteratura, los HFmA se
han propuesto como una alternativa bioldgica que ha mostrado reducir
la acumulacién de ciertos mp como el Cd en especies vegetales, en
las cuales las plantas inoculadas translocaron menos mp y fueron
mas tolerantes a altas concentraciones en el suelo, comparadas
con las no inoculadas (Ramtahal et al., 2012; Zhang, Mallik et al.,
2019; Cui et al., 2019; Li et al., 2022).
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Capitulo 4. ¢Que son

y por qué usar hongos
formadores de micorrizas
arbusculares en procesos

de bioremediacion de cadmio?

Generalidades

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) son
microorganismos ampliamente distribuidos en los suelos de
diferentes ecosistemas terrestres. Estos microorganismos se
asociancon el 90 % de las plantas, mediante una simbiosis natural
en la cual la plantay el hongo se benefician. Esta relacién permite
que los HFMA actien como una extension de las raices de la planta;
de esta manera, se da una mayor exploracion de suelo y se llega
a lugares que estan por fuera del alcance de las raices, lo que
convierte a estos microorganismos en una alternativa bioldgica
sostenible para la optimizacién de la nutricion vegetal, con todas
las ventajas productivas que implica, tanto ambientales como
econdémicas (Bonfante & Genre, 2008).

Las micorrizas son el resultado de la asociacién simbidtica entre
una plantay una o mas especies de HFMA. LOS HFMA SON Oorganismos
microscopicos, cuyas esporas se pueden encontrar en la mayoria
de los suelos, y los cuales muestran una amplia capacidad de
adaptacion a diversas condiciones edafoclimaticas (Smith &
Read, 2008). Las esporas que estan en el suelo establecen un
didlogo con la planta a través de sefiales quimicas y respuestas
genéticas, bajo condiciones de estrés (bidtico o abidtico) que
favoreceny estimulan la germinacion; ademas, producen una hifa
que llega hasta la raiz y entra en contacto con ella. Una vez que
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la planta reconoce al HFMA como un organismo benéfico le permite
entrar a través de las células de la raiz para formar una estructura
especializada llamada arbusculo, para producir de nuevo hifas que
salen de la raiz a explorar el suelo y producir nuevas esporas. No
es posible para el hongo esporular sin presencia de una raiz, por lo
que se les llama simbiontes obligados (figura 9) (Guerrero Forero &
Azcon, 1996; Hamel & Plenchette, 2007).

Figura 9. Proceso de simbiosis y estructuras del hongo.
a. Raiz micorrizada; b. Arbusculo; c. y d. Esporas.

Fuente: Hause & Schaarscmidt (2009)
Fotos: Urley Adrian Pérez, Maria Margarita Ramirez Gomez
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En esta asociacion, la planta recibe nutrientes del hongo y agua
gue toma desde zonas lejanas de la raiz o de poros en los que
la raiz no puede entrar por su tamafio; por su parte, el hongo
recibe carbohidratos para la formacion de sus estructuras (hifas,
esporas), que le permiten crecer y multiplicarse. Este intercambio
bidireccional de nutrientes se realiza en el arbdsculo, que es
una estructura que puede permanecer entre 8 y 15 dias en la
raiz, y luego se reabsorbe sin afectar la célula (Guerrero Forero
& Azcon, 1996; Hamel & Plenchette, 2007). Las vesiculas son
organos de almacenamiento ausentes en los géneros Gigaspora
y Scutellospora, y las hifas sirven para transporte de nutrientes y
agua (figura 9) (Guerrero Forero & Azcon, 1996; Sylvia et al., 2005).

Una de las estrategias de colonizacién de ecosistemas terrestres
por las plantas fue la asociacién de sus raices con HFMA para
mejorar la eficiencia en toma de nutrientes y aumentar la tolerancia
a condiciones de estrés bidtico y abidtico. Esto explica, en gran
medida, la alta importancia de los HFMA en ecosistemas naturales y
su amplia distribucién en todo el planeta (Bonfante & Genre, 2008;
Redecker, 2008; Sylvia et al., 2005; Remy et al., 1994).

La gran diversidad de suelos y las condiciones ambientales y de
manejo de los sistemas de produccion afectan la disponibilidad
de nutrientes y generan diversos tipos de estrés dentro de los
cuales esta la contaminacion de suelos con mp. Estas condiciones
afectan directamente a la planta, a los HFmA y al establecimiento y
desarrollo de la simbiosis, debido a la afectacion de los procesos
fotosintéticos, que reducen el aporte de carbohidratos de la
planta a los HFMA para su crecimiento y multiplicaciéon en el suelo
(Kernaghan, 2005; Sylvia et al., 2005; Miller, 2000) (figura 10).

Los HFmA especificamente producen glomalina, que juega un papel
importante en lainmovilizacién de Cdy otros mp. Se ha demostrado
su capacidad de secuestrar Cu, Cd, Fe, Pb, Zny Cr, asi como su
facultad para reducir la biodisponibilidad de mp (Gonzalez-Chavez
et al., 2004; Cornejo et al., 2008; Gil-Cardeza et al., 2014).
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La glomalina se reporta como una glicoproteina estable y persis-
tente producida copiosamente por los HFmA (Gillespie et al., 2011),
la cual aporta a la estabilidad de agregados del suelo y captura de
carbono (Seguel, 2008). Su disponibilidad no depende del tipo
de suelo, pero sidel géneroy la especie de HFmA. Esta proteina, ade-
mas de aglutinar particulas de suelo para mejorar su estructura,
tiene un papel muy importante en el establecimiento de enlaces
con moléculas de alta toxicidad como los mp, pues forma una barre-
ra que permite su acumulacion en el micelio del hongo, y asiimpide
su ingreso en la planta. El mp queda inmovilizado en las particulas
de suelo y en el interior de las hifas que forman parte de la estruc-
tura del suelo (Hildebrandt et al., 2007; Gonzalez Guerrero, 2005),
lo que permite considerar estos microorganismos como parte de
las estrategias para mitigar el efecto de los mp en plantas y en una
alternativa para la recuperacion de suelos degradados.

Consecuencias agroecolégicas de la liberacién
de metales pesados en el suelo

| =

Suelo Planta

raslocacion

T

—— Bioremediacion

+ Biosintesis
- } Oxidacién v Formadores

| Fertilidad - o * Nutricién
} Funcion de la rizosfera ' Reproducc|o|.1 ) g de micorrizas * Inmobilizacién
| Composicién microbiana + Baja productividad o ° ac ©

Mi P lizacié { Cambios genéticos T arbusculares ! Traslocacion
+ Mineralizacion t Sistema de defensa
{ Nitrificacion % Inocuidad

Figura 10. Efectos de la presencia de metales pesados en suelo y planta,

y beneficios de biorremediacién con HFMA.

Fuente: Elaboracién propia
Algunas imagenes se tomaron de https://www.vecteezy.com/
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Beneficios del uso de HFmA
en las plantas

Las bondades de la simbiosis con HFMA NO se reducen a su capa-
cidad como biofertilizantes, pues con este mecanismo también
se promueven estrategias de biocontrol y biorremediaciéon dentro
del complejo sistema planta-microorganismo-ambiente. Como
biocontroladores, los HFMA pueden reducir significativamente el
ataque por otros microorganismos patdgenos, dado que en los
primeros contactos planta-Hrma la planta activa sus mecanismos
de defensay através de sefiales bioquimicas permite la entrada de
los HFMA, pero reduce la de patégenos por tener una mayor capaci-
dad de defensa frente a ellos. Adicionalmente, se ha demostrado
a través de diversos estudios que los HFMA actian como biorreme-
diadores, ya que establecen una serie compleja de enlaces con wmp,
y los acumula en sus hifas, vesiculas e hifas extra e intrarradicula-
res, lo que impide la traslocacion a las células vegetativas.

Aunque no se conoce exactamente el mecanismo de absorcién
del Cd por el HFMmA, se ha encontrado su presencia en hifas extra
e intrarradiculares y en vesiculas dentro de las hifas (Godlbold &
Sharrock, 2003). La absorcién del mp a través de HFMA Se inicia con
la toma a través de la membrana del micelio extraradical. Para
Rhizophagus irregularis, se han identificado genes que codifican
proteinas transportadoras paralatomade Cu, Fe, Zny Mn desde la
solucién del suelo (Tisserant et al., 2013; Tamayo et al., 2014), que
incluyen miembros de la familia cTr de transportadores de Cu; de la
familiazip, transportadores de Fe y Zn; un miembro de NrampP (natural
resistence associated macrophague protein), de la familia RiSMF1y
de Fe-permeasa Ri FTR1, de la cual se desconoce su localizacion,
funcién y sustrato (Ferrol et al., 2016). Los mp son transportados
desde las hifas extrarradiculares y almacenados en vesiculas o
inmovilizados en las hifas (Gonzalez-Guerrero et al., 2008; Nayuki
et al., 2014). Es posible que no existan transportadores especificos
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para algunos mp y que utilicen los transportadores de Cu, Zn, Fey
Mn e incluso transportadores de P (Gonzéalez-Chavez et al., 2011).

Los beneficios de la asociacion se han estudiado en diversos
ecosistemas y agroecosistemas (Ramirez, 2003; Roveda, Ramirez
et al., 2009; Roveda, Ramirez, & Pefiaranda, 2009; Godlbold &
Sharrock, 2003; Li et al., 2022; Jiang, Zhuo et al., 2016; Kullu et al.,
2020). Algunas de las principales ventajas son:

1. Incremento de la eficiencia en la toma de nutrientes y agua. Se
ha encontrado que un cultivo micorrizado puede reducir en un
50 % la aplicacion de fertilizantes quimicos y organicos, ya que
las hifas del HFMA toman permanentes nutrientes de un volumen
de suelo mayor que el que pueden explorar las raices. Las hifas
del HFMA se convierten en una extension de la raiz para toma de
nutrientes y el agua (figura 11).

Tolerancia a plagas y enfermedades.
Tolerancia a condiciones de estrés abidtico.
Mejoras en la estructura del suelo.

Promocién de actividad de otros microorganismos benéficos.

o pw N

Inmovilizacién de metales pesados.

N

Incremento en biodiversidad del sistema y formacién de redes
de interconexion entre plantas (figura 12).

8. La micorrizacién de los cultivos tiene efectos positivos en la
competitividad y sostenibilidad de los sistemas de produccion,
por reduccioén de costos, incremento en produccion y mejoras
en calidad e inocuidad de productos.
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Nutrientes
Agua,

Hifa
+ HFMA - HFMA

Figura 11. Distribucion de las raices y de las hifas del hongo en el suelo.

Fuente: Elaboracién propia, a partir de Gandia (2013). Algunas imagenes se tomaron
de https://www.vecteezy.com/
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Figura 12. Asociaciones simbiéticas plata-HrFma.

Fuente: Elaboracién propia, a partir de Sanders y Croll (2010)
Algunas imagenes se tomaron de https://www.vecteezy.com/
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Importancia de la diversidad de HFvA
para las plantas

Se hanidentificado mas de 240 especies de HFMA, que pertenecen a
la subfamilia Glomeromycota (Parvin et al., 2019; Wang et al., 2017;
Souri et al., 2017). Algunas viven en ecosistemas inundables como
Rhizophagus irregularis, Funneliformis mosseae y Claroideoglomus
claroideum (Cui et al., 2007). Mdltiples estudios han mostrado
como la diversidad de HFvmA varia significativamente en diferentes
ecosistemas y depende de multiples factores como el tipo de
suelos, los contenidos de nutrientes y de materia organica, las
plantas hospederas, las practicas culturales y las condiciones
ambientales (Miransari, 2017). La diversidad de especies vegetales
tiene un especial efecto sobre la diversidad de HFmA y, asimismo,
la diversidad de HFvaA favorece la presencia de una alta variedad
de especies vegetales y microbianas en un ecosistema (Smith &
Read, 2008).

Los HFMA permiten que las plantas sean mas resistentes al estrés
bidtico y abidtico, ya que activan mecanismos antioxidantes como
produccién de glutatién peroxidasa (GPx), ascorbato peroxidasa
(APx), catalasas (car) y super oxido dismutasa (sob) (Smith &
Read, 2008). Las esporas de HFMA expuestas a condiciones de
estrés reducen la produccion de ros e incrementan la actividad
antioxidante relacionada con superdéxido dismutasa (sop), glutatiéon
(GsH) y vitaminas B6, C y E (Spagnoletti et al., 2018).

Se ha demostrado que los HFMA son capaces de establecer
simbiosis con plantas de arroz, independientemente de la forma
de siembra (fangueo, riego, riego favorecido o secano) (Xavier
& Rodrigues, 2020; International Rice Research institute, 1983;
Toppo et al., 2012); sin embargo, bajo completa inundacion se
reduce la colonizacion de la planta (llag et al., 1987). Barea (1991)
ha demostrado la supervivencia de los HFMA en condiciones de
completa inundacion. Los resultados de diversidad de HFmA en

—
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Goa (India) bajo diversos métodos de siembra mostraron la
presencia de diferentes géneros y especies. Asi, se encontraron 6
géneros y 17 especies de HFmA: Acaulospora (9), Rhizoglomus (1),
Entrophospora (1), Claroideoglomus (2), Funneliformis (1)y Gigaspora (3);
se observo una mayor presencia de Acaulospora en tierras bajas, de
Gigaspora en tierras medias y de Clareideoglomus en tierras altas
(Xavier & Rodrigues, 2020).

¢Por qué los HFMA pueden promover la
inmovilizacion de metales pesados?

Los HFMA tienen la capacidad de favorecer el crecimiento de las
plantas encondiciones de estrés bidticoy abidtico, por sucapacidad
de activar mecanismos de defensa de las plantas o de favorecer su
crecimiento y desarrollo (Ramirez Gémez & Rodriguez, 2012).

El Cd es uno de los Mp que se encuentra con mayor frecuencia
en suelos y puede ser transferido a las plantas debido a que
sigue las mismas vias de ingreso del potasio y el calcio (Uraguchi
et al., 2009). Las plantas tienen mecanismos de defensa para
incrementar la tolerancia al Cd; por ejemplo, reduccién de la
transmisién de la membrana celular, unién del Cd a la pared
celular, quelacion y compartimentacion (Gai et al., 2018). Otra
de las estrategias es la coexistencia en las raices de la planta con
microorganismos, en especial con HFMmA, que reducen la toxicidad
del Cd, su biodisponibilidad y la migracién en el suelo (Chen et al.,
2018). Se ha reportado para Lonicera japonica, madreselva, que
Glomus versiforme reduce significativamente la acumulacién de
Cd en raices y parte aérea, mientras que Rhizophagus intraradices
incrementa la concentracion de Cd en raices, pero reduce la
concentracion en parte aérea (Jiang, Tan, et al., 2016; Jiang, Zhuo
etal., 2016).
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Los HFMA tienen diversas estrategias para mitigar la toxicidad de MP.
En la figura 13, se muestran dos procesos en los cuales participan
los HFMA, la fitoextraccion por medio de la cual una planta toma
grandes cantidades de Cd con la ayuda de los HFmaA, con lo cual se
extrae del suelo el mp, y la inmovilizacion o fitoestabilizacion, que
se establece en las hifas del hongo presentes en el suelo y en las
raices de las plantas. En este proceso, la glomalina juega un papel
importante ya que moviliza el Cd en el suelo, unido a las particulas
de este y en las raices por acumulacién en paredes y vacuolas del
HFMA; esto impide que el Cd se transloque a la parte aérea o reduce
la cantidad de Cd en los diversos tejidos.

Biofortificacion (@)
Fitoextracciéon (@) Fitoestabilizacién (@)

T Traslocacién ¢ Traslocacién

raiz-parte aérea raiz-parte aérea

Roducs Ja toma Micelio extraradical

Via directa 5
de MP por la raiz (MER)

. (ULI) As (i)
Via HFMA = =0 s ‘\‘lsn(c‘llj)d
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Figura 13. Mecanismos de biorremediacion de cadmio asociados a la simbiosis

de plantas con HFMA.

Fuente: Adaptado de Ferrol et al. (2016)
Algunas imagenes se tomaron de https://www.vecteezy.com/
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Una de las estrategias es restringir la entrada de mp a la planta,
mediante el favorecimiento de microorganismos en la rizosfera,
que sean capaces de liberar compuestos que puedan precipitar o
unir el mp a la superficie de la célula.

La glomalina, glicoproteina secretada por el micelio de l0s HFmA,
tiene la capacidad de formar complejos con los mp, y los inmoviliza
en el suelo (Wang et al., 2017; Pedroso et al., 2018; Zhu et al.,
2019). Los HFMA ayudan a la fitorremediaciéon por el incremento
de la inmovilizacién, conversion, detoxificacion y extracciéon (Wu
et al., 2019). Se ha observado que el crecimiento de hifas en
ambientes contaminados por mp se reduce debido a los efectos en
las plantas, especialmente en la fotosintesis. Con esto se reduce
la cantidad de carbohidratos que la planta le entrega al hongo
para su crecimiento y desarrollo, pero se incrementa la cantidad
de micelio asociado con procesos de formacion de agregados, lo
cual aumenta la toma e inmovilizacion de mp (Kullu et al., 2020;
Janouskova & Pavlikova, 2010).

EIPyel S, asicomo otros compuestos en el micelio, pueden prevenir
el transporte de mp formando compuestos (acidos oxalicos) que
tienen poca actividad biolégica (Wang et al., 2012). Chen, Liu
et al. (2004) reportan que la presencia de Cd en el suelo (0-100
5 pg Cd g'suelo) no inhibe la formacién de hifas de HFma ni reduce
la colonizacién de raices en plantas de maiz y algunas solanaceas
(Jiang, Tan et al., 2016), lo que muestra la alta tolerancia a mp por
parte de algunos géneros de HFMmA.

La pared del hongo juega un papel importante en la inmovilizacion
de MP, pues se considera que es responsable del 50 % del metal
retenido por el hongo, ademas de tener una muy rapida adsorcion
(Gonzalez-Chavezetal., 2002). Laacumulacién de mpenlas paredes
de hifas, esporas y vacuolas se ha evidenciado mediante el uso de
imagenes de microscopio electrénico de transmision conectado a
espectrometro de rayos X (Gonzalez-Chavez etal., 2002). Con esto
se encontrd que las paredes de las esporas son capaces de retener
mayores concentraciones de mp que las paredes de las hifas, y que
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la capacidad de retencion de mp depende de la especie y del género
de los HFMA, ya que la conformacidn de la pared de esporas difiere
entre ellas (Gonzalez-Guerrero et al., 2008).

Otro mecanismo es la quelacién intracelular en el citosol debido a la
presencia de ligandos (aminoacidos, acidos organicos, péptidos) de
alta afinidad, que permite tanto la detoxificacion como la tolerancia
alos mp. En Gigaspora margarita y R. irregularis, se ha identificado un
gen que codifica por metalotioneina, que permite la quelacion de vpy
se asocia con mecanismos de tolerancia a mp (Lanfranco et al., 2002).

El secuestro de mp y su almacenamiento en vacuolas es otro
mecanismo de tolerancia. Se ha observado acumulacién de Zn, Cu
y Cd envacuolas de micelio extra radical de R. irregularis, asociado a
raices de zanahoria in vitro que estan expuestas a mp y acumulacion
de Cd en raices de trébol blanco; de igual forma, se han encontrado
en el micelio extraradical de Gigaspora margarita en simbiosis con
Lotus japonicus (Nayuki et al., 2014).

El estrés por presencia de Cd puede afectar el crecimiento de raices
y, por tanto, la capacidad de absorcion de nutrientes, en especial
el P (Garg & Chandel, 2012), asi como inhibir la germinacion de
semillas, reducir la elongacion de la raiz, inhibir el crecimiento,
afectar las tasas de transpiracion y fotosintesis, y generar clorosis
de plantas y senescencia prematura de hojas; igualmente, se han
observado reducciones en area fotosintética y de la biosintesis de
la clorofila (Drzewiecka et al., 2012). Otros estudios han mostrado
interferencia de mp con sitios activos de enzimas como fosfatasas,
ATPasas y enzimas con actividad antioxidante (Drzewiecka et al.,
2012). Lo anterior se puede mitigar a través de la simbiosis por el
aumento de area de exploracion de suelo y transporte de nutrientes
y agua por los HFMA, lo cual incrementa la tolerancia de la planta a
los mp, bien sea cuando existen comunidades de HFma eficientes en
el suelo o cuando se requiere inocular el suelo con comunidades de
HFMA. Algunos de los mecanismos de los HFvA para reducir el efecto
de los mp estan relacionados con restriccion de disponibilidad por
compuestos secretados por los hongos, precipitacion de mp en
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granulos de polifosfatos en el suelo, adsorcién de metales en células
de la pared, quelacién de mp en el interior del hongo, cambios en el
pH de larizosferay regulacion de genes de expresion en condiciones
de estrés para proteger la planta (Malekzadeh et al., 2011).

Los HFMA pueden aumentar los contenidos de mp en raices, pero
reducir el transporte de estos a la parte aérea de la planta
(Bissonnette et al.,, 2010). Wu et al. (2005) encontraron que la
inoculacion con HFMA en plantas de arroz disminuye considerable-
mente las concentraciones de mp en cascaray follaje, en suelos con
70 pg As g'suelo. Qui-Yun et al. (2016), por su parte, indican que
la inoculaciéon con HrmA (Glomus versiforme y Rhizophagus intrara-
dices) en arroz redujo el Cd en raices y parte aérea de arroz, pero
aumentdé este metal en raices, posiblemente debido a la inmovili-
zacién de Cd en las hifas del hongo (Meharg & Cairney, 2000) y a
un efecto de dilucion asociado con el aumento de biomasa de la
planta (Liet al., 2021, 2022).

Otraformade accion de los Hrma para mitigar el efecto nocivo del Cd
es através del incremento de la tolerancia de la planta al metal, por
mejoras en la capacidad fotosintética, incremento en la cantidad
de enzimas antioxidantes, mejor nutricién y toma de agua (Zhang,
Chen et al., 2019). Igualmente, la asociacion con HFva favorece la
actividad de sob, caT, APx peroxidasas (pPob), asi como el contenido
total de proteinas solubles en tejidos que estan en crecimiento
(Chang, Sui et al., 2018; Abdelhameed & Metwally, 2019).

Algunos microorganismos, entre ellos los HFMA, son capaces de
concentrar metales (Unz & Shuttleworth, 1996) mediante la
inmovilizacion de los mp y a través de procesos activos y pasivos
(conocidos como bioacumulacién y biosorcién, respectivamente).
La bioacumulacién es “la acumulacion neta, con el paso del tiempo,
de metales (u otras sustancias persistentes) en un organismo a partir
de fuentes tanto bidticas (otros organismos) como abidticas (suelo,
aire y agua)” (Facts on Health and the Environment [GreenFacts],
2023), mientras que la biosorcion es la captacién de metales que
realiza una biomasa viva o muerta por medio de mecanismos
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fisico-quimicos (adsorcion o el intercambio ionico); en el caso de
microorganismos, se retira o inmovilizan los iones metalicos de un
medio (Mejia Sandoval, 2006).

AunquelosHFma pueden proteger alas plantas del estrés por Cd, aun
no es claro el mecanismo de tolerancia de la simbiosis a la toxicidad
por Cd, en especial, a nivel molecular. La adicion de Cd disminuye
la colonizacion por HFMA y en genotipos de soya tolerantes al Cd
aumenta el peso secode laplanta, el crecimiento delaraizylatoma
de P. Bajo condiciones de presencia de Cd, se observad la expresion
de genes transportadores de P, GmPT8,GmPT9,GmPTIO en raices
y se redujo la expresion de genes relacionados con mp ATPase
GmHMAI9. Ademas, se incrementaron los niveles de Mg, Cuy Zny
se redujeron los contenidos de Cu y Zn en raices (Cui et al., 2019).

La expresion de genes asociados a diversos mecanismos de
transporte a nivel celular es uno de los mecanismos de la tolerancia
alosdiferentesmp(Xinetal.,2010)y se puede observar conelmicelio
(intra y extraradical), como respuesta al dafio ocasionado por las
especies reactivas de oxigeno (ros) (Hildebrandt et al., 2007). Los
MP que ingresan a las raices se depositan en el parénquima, en el
cual se encuentran las estructuras de los Hrma (hifas, arbusculos,
vesiculas) (Arriagada et al., 2010).

El Cd es fitotdxico, incluso a niveles muy bajos (0,5 pg Cd g'suelo)
(Aibibu et al., 2010), ya que induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno (rRos), las cuales causan peroxidacién de
lipidos y esto aumenta la permeabilidad de las membranas
celulares (Devi et al., 2007). Los HFMA, ademas de inmovilizar los
MP en las hifas y con la glomalina de forma irreversible, estimulan
la produccién de sustancias antioxidantes por la planta (Gonzalez-
Chavez et al., 2004; Vodnik et al., 2008) a través de expresion de
genes especificos (Azcdn et al., 2009; Hildebrandt et al., 2007).
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Contaminacion de sustratos
con metales pesados

Metodologia para la preparacion de soluciones con
concentraciones conocidas

Para poder evaluar el comportamiento de los mp en suelo y en
plantas, es necesario hacer experimentos de simulacion de las
condiciones del sueloy de las plantas en ambientes que presenten
Mmp. Para esto, se necesitan de dos a tres personas que realicen
la contaminacion de suelos con concentraciones conocidas
de wmp, buscando contaminar la menor cantidad de suelo, bajo
condiciones confinadas para no ocasionar ningun tipo de dafio
al ambiente y las medidas necesarias de proteccion para evitar el
contacto con el contaminante.

Los materiales e instrumentos que se utilizan para la preparacion
de las soluciones se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Instrumentos y materiales requeridos para la preparaciéon de las
soluciones de cadmio

Elementos de

Reactivos Instrumentos Materiales y vidrieria proteccién
+ Balones aforados.
* Pipetasy micropipetas. |
B « Balanza analitica. . Batas.
« Solucién de ) * Espatulas. - Gafas.
clorurodecd  * Cabinade « Probetas.
(CdCl) extraccion de + Caretas.
27" . . o
gases. Hojas y lapiz para - Tapabocas.

anotar la informacion.
* Frasco lavador.

Fuente: Elaboracién propia

Las personas que manipulen las soluciones concentradas de mp
deben conocer claramente los riesgos alos cuales se exponeny, por
lo tanto, tienen que usar los elementos de protecciéon mencionados
en latabla 1, con el fin de evitar riesgos en el momento de manejar
estas sustancias toxicas. Preferiblemente se deben trabajar en
camarade extraccion de gasesy seguir las normas de seguridad del
laboratorio relacionadas con el manejo de este tipo de sustancias.

Existen diferentes metodologias parala preparacién de soluciones,
que son utilizadas como patrén en la contaminacion de sustratos
con Mp Y las cuales difieren de acuerdo con el propdésito de la in-
vestigacion y el tipo de experimentacion por desarrollar. También
inciden la especie vegetal objeto de estudio, el tiempo de la investi-
gaciony el tipo de sustrato que se va a emplear.

Para el caso de las investigaciones llevadas a cabo en el cultivo de
arroz, se han usado soluciones a partir de nitrato de Cd (Cd(NO,),),
sulfato de Cd (Cd SO,) y cloruro de Cd (CdCL,) (tabla 2); este
ultimo es el compuesto de mayor utilizacién en la investigacion
relacionada con el cultivo de arroz, por ser una sal higroscdépica de
alta solubilidad y gran capacidad de intercambio idnico.
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EI CdCl, se ha empleado en estudios de la dinamica de absorcion,
translocaciony almacenamiento del Cd en grano bajo la interaccion
de diferentes factores; por ejemplo, regulacién del pH, uso de
reguladores de crecimiento, enmiendas, microorganismos, como
es el caso del uso de los HFmA para la mitigacion del estrés por Cd
y la reduccién del contenido de Cd en grano, que se resaltan en el
presente manual, entre otros.

Tabla 2. Ficha técnica del cloruro de cadmio empleado en
evaluaciones de mp

Ficha técnica de Thermo Scientific™
Nombre comercial: Cloruro de cadmio anhidro (acs)
Formula molecular: CdCl,
Peso atomico de la formula: 183,32
Concentracion comercial: 99,00%

Fuente: Elaboracién propia

Metodologia para el proceso de contaminacion de
suelo con cadmio

Los siguientes son los pasos que se deben tener en cuenta para
realizar el proceso de contaminacién de suelo con Cd:

1. Llenadoy pesado de materas.

2. Determinacion del volumen de saturacion de cada matera
para definir el volumen necesario para una contaminacién
homogenea (V,).

a. Curva de saturacién: agregar agua de forma escalonada
hasta obtener el punto de saturacion, para el volumen
de suelo o el peso de suelo en el cual se vaya a trabajar.
Esta informacion es importante para aplicar las soluciones
en un volumen de agua que no produzca lixiviados que
contaminen el vivero con mp.
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3. Calculo de soluciones. En este punto, es importante tener en
cuenta el nivel del mp con el que se hara la contaminacion, el
disefio experimental y el contenido inicial del Cd de suelo. El agua
empleada debe ser destilada; si no es posible, hay que tener un
analisis quimico de esta, especialmente de mr.

a. Para contaminar un suelo con contenido inicial de Cd de
X ppm con 10 ppm (mg/kg) de CdCl;:

10 ppm = X ppm =Y, ppm (requerido)
b. Y,xV, =Y, (requerido por matera)

c. Y, x materas (#) x repeticion (#) = Y, (cantidad de Cd
requerida para la contaminacién del experimento)
d. Peso atémico Cd

Cd(%)= : _ x100=CdCl, (%)
Peso a’tomico (CdCl,)

(YT x 99% (pureza)
CdCl, (%)

CiCd,= cdcl,

Donde: Xeselcontenidoinicialde Cdenelsueloy Y eslacantidad de
Cd que se debe aplicar para tener una concentracion conocida
de Cd (en el ejemplo se considera 10ppm).

Proceso de contaminacidn de suelos

La cantidad de CICd, (calculada en el paso anterior), se diluye en
un volumen de agua necesario para contaminar todo el suelo del
experimento o al menos un bloque experimental. En ese sentido,
se calcula el volumen de agua por matera, que puede variar desde
los 1500 cm? hasta los 3000 cm?3, dependiendo de la textura del
suelo. Cabe resaltar que los suelos de textura franco-arenosa
requieren un volumen de agua que puede estar entre 1000 y 1800
cm3, y los suelos de textura mas pesada como los franco-arcillosos
pueden necesitar un volumen de 2500 a 3000 cm?; esto cuando
se habla de una masa de suelo seco de 7 kg por matera (diametro
superior: 28 cm, diametro inferior: 17,5 cmy altura: 21 cm). Una vez
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cuantificado el volumen de agua, se procede a multiplicar el valor
por el numero de materas de cada unidad experimental del bloque
o repeticion.

Posteriormente, se homogeniza la solucién con una barra de alu-
minio. El proceso debe realizarse lentamente para asegurar una
contaminacién homogénea del sustrato. Luego, se satura la matera
con el volumen indicado, se espera un tiempo adecuado hasta que
se infiltre el agua y se recoge en una bandeja (esta ultima con las
siguientes medidas: largo: 34,2 cm, ancho: 27,2 cmy alto: 12,5 cm).
Este proceso se repite de manera ciclica hasta alcanzar el secado
del suelo y asegurar que el volumen total de agua se evapore.

Por ultimo, se deja en reposo el sustrato durante 30 dias en
condiciones de casa de malla hasta que se hace la siembra del
material vegetal.

Multiplicacion e inoculacion con HFMA

Multiplicacion y escalamiento

La multiplicacion de HFmA Se inicia a partir de esporas, hifas o raices
colonizadas de arroz que estén presentes en muestras de suelo.
Esnecesarioemplearplantastrampas,yaquelosHrmasonsimbiontes
obligados y no pueden terminar su ciclo de vida sin la presencia
de una planta. Para el escalamiento y la obtencion de un inéculo
de HFMA, a partir de una mezcla esterilizada o solarizada (v:v:v) de
suelo, arena de rio o cuarcitica y turba, se inicia la inoculacion,
qgue consiste en aplicar de 60-70 esporas de HFMA por planta, inde-
pendientemente de si es un indculo comercial o de laboratorio, en
bandejas de germinacion. Una vez se completa el ciclo se hace un
trasplante a bolsas o materos, y a medida que las plantas completan
su ciclo vegetativo se someten a un periodo de estrés hidrico, con
el fin de promover la esporulacién del hongo. Se cosechan raices y
sustrato y se escala a un contenedor de mayor capacidad (figura 14).
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Después de que termine cada ciclo se realiza un control de cali-
dad mediante la cuantificacién de esporas, suelo® y porcentaje
de colonizacién de raices, de acuerdo con las metodologias de
Gendemann y Nicolson (1963), y Phillips y Hayman (1970).

b. Inoculacién

a. Preparacién
sustrato

Turba

Suelo Arena cuarcitica

. Inéculo inicial :

(esporas, raices colonizadas, micelio)

c. Escalamiento

Inéculo
HFMA ’

d. Recoleccién inéculo
Homogenizacién sustrato

Inéculo ; by ;
e lncorporacion deraices

HFMA

d

e. Control de calidad

Camas de multiplicacién

Figura 14. Proceso de escalamiento de HFvA. a. Mezcla y esterilizacién de sustrato;

b. Inoculacién de plantas trampa con esporas de HFmaA; ¢. Escalamiento;
d. Recoleccién de inéculo; e. Control de calidad de indculo producido.

Fuente: Elaboracién propia
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Control de calidad de in6culos de HFMmA

Cuantificacion de esporas

LLa metodologia empleada corresponde a la publicada por Gerderman
y Nicolson (1963),

Reactivos (1 litro)

H,0, 50 ml
1. Perdxido de hidrégeno (H,0,)
Agua destilada 950 ml

Tween 80 20 ml

2. Solucidon sacarosa + Tween 80
Azucar comercial 720 g

Aforar con agua destilada

Materiales

+ Balon aforado 1000 ml « Jeringa

* Frasco lavador » Caja petri

* Tubos falcon de 50 ml * Micropipeta

* Tamices de 500y, 250p y 38u Estereoscopio

+ Centrifuga * Microscopio

Procedimiento para la extraccion y cuantificacion
de esporas de HFMmA

Acontinuacidn, sedescribenlos pasos necesarios paralaextraccion
de esporas, y en la figura 15 se puede observar el procedimiento de
forma detallada:
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Tomar 10 g de suelo seco.

Tamizar con abundante agua empleando tres tamices de 500
b, 250 py 38 .

Transferir, con ayuda de un frasco lavador y agua, el sedimento
del tamiz de 38 p (en algunas ocasiones se puede transferir
también por separado el de 250 p) a un tubo Falcon que pueda
ser utilizado en la centrifuga.

Agregar 15 ml de la solucién de sacarosa + tween 80.

Centrifugar a 2.000 rpm durante 5 minutos. Observar la forma-
cion de unainterfase aproximadamente en la zona media del tubo;
en esta interfase, se encuentra el mayor porcentaje de esporas.

Retirar con la ayuda de una jeringa la interfase sin remover el
pelet formado.

Lavar con abundante agua en el tamiz de 38p y recoger las esporas
en una caja petri con agua. Con la ayuda de un estereoscopio
separar por caracteristicas morfoldgicas y cuantificar las esporas
viables presentes en la muestra.

Para la identificacion taxondmica, se toman esporas individua-
les separadas por morfotipo y se llevan a laminas, inicialmente
sin ningun reactivo; luego se tapan con una laminilla y con
una ligera presion se rompe la espora para poder observarla
de manera mas detallada en el microscopio. Para un analisis
mas minucioso, se puede aplicar una soluciéon de pvig (100 ml
de agua destilada +100 ml de acido lactico + 10 ml de glicerol
+ 16,6 g de alcohol polivinilico); luego, si el estudio lo requiere,
se debe iniciar un proceso de clasificacion por morfologia o
por métodos moleculares. Para algunos géneros y algunas es-
pecies, se pueden aplicar ciertos reactivos que permiten ver
reacciones especificas de estos géneros y especies (reactivo
de Meltzer).
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Porcentaje de colonizacion de raices

La metodologia empleada corresponde a la que proponen Phillips
y Hayman (1970).

Reactivos (1 litro):

1. Hidroxido de potasioal 10%  KOH al 85 % 1176 ¢g
(KOH) Llevar a volumen con agua
destilada
2. Peroxido de hidrogeno al 10% H,0, al 85% 333,3ml
(H,0,) Llevar a volumen con agua
destilada
3. Acido clorhidrico IN (HCI) HCl al 30 % 83,9 ml
Llevar a volumen con agua
destilada
Acido lactico (C,H,0,) 25 ml
4. Azul de tripan + lacto glicerol Agua destilada 225 ml
(0,5 litros)
Glicerina (C,H,0,) 250 ml
Azul de tripan 0b5g
Materiales:
« Balén aforado 1.000 ml * Laminas cubreobjetos
* Probetas de 100y 1.000 ml * Pinzas finas
« Tubos para plantulas * Cuchilla/bisturi
(boca ancha, sin tapa)
« Gradillas para tubos plantulas * Balanza
« Cajas de petri * Microscopio

* Laminas portaobjetos « Bafio Maria
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Procedimiento para determinar el porcentaje
de colonizaciéon de raices

En la figura 16, se puede observar el procedimiento para la tincion
diferencial de las estructuras del Hrma dentro de la raiz de la planta,
siguiendo los pasos que se describen a continuacion.

1. Seleccionar una cantidad abundante de raices secundarias y
raicillas de la muestra, y lavar con abundante agua para retirar
residuos de suelo de la muestra.

2. Clareo: agregar KOH hasta cubrir por completo la muestra de
raices. Llevar al bafio Maria precalentado a 80 °C por 15 minu-
tos. Para verificar que la muestra esta lista, las raices deben
tener un color café oscuro o rojizo fuerte; en ese momento, se
retira el reactivo.

3. Blanqueo: agregar una mezcla 1:1 de KOHy H,0, hasta cubrir la
muestray dejar actuar a temperatura ambiente por 10 minutos.
Lavar con abundante agua para retirar los reactivos.

4. Acidificacion: agregar HCI (IN) hasta cubrir la muestra, dejar
actuar por 5-7 minutos y retirar la solucién sin agua.

5. Tincién: agregar azul de tripan hasta tapar completamente la
muestra y dejar por 24 horas a temperatura ambiente o por
20-30 minutos al bafio Maria (80 °C).

6. Retirar el colorante y cubrir la muestra con agua destilada,
luego guardar en nevera (aproximadamente a 4°C) hasta el
momento del analisis.

7. Analisis: cortar fragmentos de raiz de aproximadamente 1 cm
de longitud y montarlos en una lamina portaobjetos en dos
grupos de cinco fragmentos cada uno. Aplicar glicerina sobre
los fragmentos de raiz y tapar con un cubreobjetos.

8. Selleva lalamina al microscopio para hacer la lectura y cuanti-
ficacion del porcentaje de raiz colonizada, para lo cual se hace
un barrido por 100 campos a 40X; se considera un campo
positivo donde se observe alguna estructura del hongo (hifa,



Introduccion

espora, vesicula o arbusculo). Una vez terminada la lectura de
la lamina, se suman los campos positivos y el resultado es el
porcentaje de colonizacién de la muestra.

Es importante tener en cuenta para realizar este procedimiento la
seleccidn de raices secundarias, frescas y lavadas. Los tiempos de
exposicion de las raices a cada uno de los reactivos dependen de la
cantidad de taninos y del grosor. Este protocolo muestra tiempos
promedio que deben ser aumentados en caso de raices muy grue-
sas y con taninos, y disminuidos en casos de raices muy delgadas
y blancas. Si se llega a tener raices muy fragiles se puede omitir el
blangueo.

@ © O (5]

Clareo Blanqueo Acidificacion Tincién

5]

Retirar colorante

Muestra de raiz

KOH KOH + H,0,

‘ Bafio maria 90°C

Figura 16. Proceso para la tincion diferencial con azul de tripan para cuantificacién

del porcentaje de micorrizacion.

Fuente: Elaboracién propia
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Inoculacidn con HFMA

La inoculacién con HFMA €s muy sencilla: se debe contar con
un inéculo que tenga una concentracion conocida de esporas
por gramo de sustrato. Se debe realizar en el momento de la
siembra, con una dosis de 70 esporas/gramo (Ramirez Gémez &
Rodriguez, 2012). En el caso de ensayos de invernadero, hay que
aplicar 70 esporas por plantas/semilla. Es importante garantizar
que cuando la semilla germine la raiz pase por el area donde se
aplico el inoculante. En materas con suelo de experimentos con
MP, primero se aplica la solucién con el metal, se homogeniza bien
y después se aplica la micorriza en el momento de la siembra.

Mediciones agrondmicas y de simbiosis
para evaluar respuesta de las plantas al
cadmio y alternativa de biorremediacion

Evaluacion agrondémica y simbiotica

Se consideraron para esta evaluacion dos muestreos agrondmicos
y simbidticos cuando mas del 50 % de los individuos que conforman
la unidad experimental se encuentran en el estado fenoldgico
indicado. El primero en el momento de la floracion (figural7) y el
segundo, de la madurez fisioldgica (figura 18), cuando la humedad
del grano se encuentra por debajo de 24 %. Segun la escala BBcH
arroz (Lancashire et al., 1991).
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Longitud de planta (cm):
Mediciéon desde la base
del tallo hasta la punta de

la panicula. Nimero de macollas

por planta (#):
Cantidad de tallos (hijuelos)
que emite la planta.

Peso fresco de planta (g):
Biomasa total de una planta

en fresco. . .
Contenido relativo

de clorofila (spAD):
Método no destructivo que
permite cuantificar el contenido
de clorofila de acuerdo con el
verdor de la hoja.

Peso fresco de planta (g):
Biomasa seca a partir
de la extraccion de todo el
contenido de agua de la planta
por sometimiento a secado.

Figura 17. Variables durante el periodo de floracién en plantas de arroz bajo
condiciones de estrés por presencia de cadmio.

Fuente: Elaboracién propia

Madurez fisioldgica

Peso grano lleno (g): Porcentaje grano lleno
Peso de grano por planta (%):
que permite calcular el Numero de granos

rendimiento del cultivo
en kilogramos por
hectarea.

llenos por panicula que
permiten determinar
el vaneamiento.

Peso biomasa aérea
: (8): _
Biomasa seca a partir
de la extraccion del

indice de cosecha:
Relacion entre la
biomasa de los érganos
contenido de agua cosechables (grano)
de la planta por y la biomasa total

sometimiento a secado, (rendimiento bioldgico).
excluyendo la raiz.

Figura 18. Variables durante el periodo de madurez fisiolégica en plantas

de arroz bajo condiciones de estrés por presencia de cadmio.

Fuente: Elaboracién propia
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Medicion de la translocaciéon de cadmio
en la planta

La distribucion del Cd en la parte aérea y en la parte subterranea
de la planta esta afectada por procesos de absorcion, transporte,
qguelacion y compartimentalizacién del Cd (Wei et al., 2012).

El conocimiento del tipo de planta con la cual se trabaja es funda-
mental para poder plantear la estrategia para la remediacion o
biorremediacion del problema. Para ello, se puede calcular el factor
de bioacumulacién o bioconcentracion (BCFs/BAFs), que también se
conoce como factor de enriquecimiento (). Lo que se mide con este
factor eslarelacion de los niveles del mp en la planta, considerando los
niveles que existen en el suelo. Mas especificamente, es la capacidad
que tiene la planta de tomar el mp del suelo y asimilarlo en sus
diversos dérganos. Para calcularlo, se debe dividir la concentracion
del mp en el érgano de la planta (raiz, parte aérea, fruto, grano) con su
concentracion en el suelo.

El factor de translocacion (rT), el cual permite conocer la capacidad
de la planta para movilizar a través de sus érganos el mp, consiste
en dividir la concentracion del mp presente en la raiz, con la
concentracion encontrada en la o las partes de la planta de interés
(hojas, grano, fruto, ramas) (Kumar et al., 1995). Las plantas con
BCF>1 y FT>1 se consideran acumuladoras o hiperacumuladoras
(silas concentraciones exceden el 0,1 %), las que presentan valores
entre 0,1 y 1, respectivamente, se estiman como tolerantes y las
qgue presentan valores <0,1, como exclusoras (Mendieta & Tasigle,
2014).

Los factores de enriquecimiento (er) (Chen, Liu et al., 2004; Zhi et al.,
2014) se calculan a partir de la férmula que permite evaluar la habili-
dad de las plantas de tomar mp del suelo.

Cdparte aérea/
EF= Cdsue/o
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Donde Cd es el promedio de la concentracion de Cd de la

parte aérea

planta (peso seco)y C_, es laconcentracion total de Cd en el suelo.
El factor de translocacion (7F) es la relacion entre la concentracion
del metal en la parte aérea (peso seco) y la concentracion en laraiz
(Bose & Bhattacharyya, 2008). Para calcular este valor, segin Zhi
et al. (2014), se evalla el potencial de Cd transferido de laraiz a la
parte aérea, de acuerdo con la siguiente formula:

FT: Cd parte aérea/ Cd raiz

Donde [Cd parte Lsea] €S la concentracion promedia de Cd en la
planta (peso seco) y [Cd ,_ ] es la concentracion promedia de Cd
en la raiz (peso seco) para cada planta.

Zhietal. (2014), con base en multiples estudios, consideran cuatro
criterios que pueden ser aplicados paraevaluar plantas medicinales
con baja acumulaciéon de Cd, de acuerdo con la Green Standards of
Medicinal Plants and Preparations for Foreign Trade and Economy
(WM/T2-2004):

La concentracion de Cd debe ser <0,3 mg/kg del peso seco.
eF <1,0.
TF <1,0.

TF Cd tolerancia, medida por la biomasa de la parte aéreay la
altura de la planta cuando crece en un suelo contaminado.

> w b=
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Disposicion de residuos contaminados
y reduccion de riesgos en el manejo de
metales pesados

Disposicion de residuos contaminados
con metales pesados

La disposicion de los residuos contaminados con mp se basa
en la gestion para minimizar su disponibilidad, su adecuado
aprovechamiento, separacion y disposicion final, acorde con
politicas ambientales y sanitarias; esto con el fin de que se reduzcan
los costos en el tratamiento de los residuos peligrosos.

Los mp son considerados residuos contaminados quimicos y
peligrosos, por ser objetos, elementos o restos que contienen mp
como: plomo, cromo, cadmio, antimonio, bario, niquel, estafio,
vanadio, zinc y mercurio, y se deben disponer en recipientes rojos y
rotular “metales pesados” (Mora Valencia & Berbeo Rodriguez, 2010)
hasta el momento de su disposicion final, que esta a cargo de la
entidad recolectora de desechos pertinente (figura 19).

Rotular con:
Metales pesados
(nombre del metal)
Riesgo quimico

Metal pesado
Riesgo quimico

Figura 19. Disposicién de metales pesados.

Fuente: Elaboracién propia
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Manejo de soluciones acuosas con presencia de
metales pesados

Unade las estrategias es precipitar el mp presente en sales o lodos y
disminuir el volumen de residuos que se deben tratar en recipientes
adecuados para este proceso, tanto por su capacidad de manejo,
como por la capacidad de almacenamiento, hasta que termine su
proceso de manejo (Mora Valencia & Berbeo Rodriguez, 2010).

Manejo de suelos con presencia de metales pesados
en experimentos de laboratorio e invernadero

A continuacién, se nombran algunas estrategias utilizadas como
manejo para la disminucién de mp téxicos, como Cd y cromo:

1. Incorporacién de materia organica, por su capacidad para
formar quelatos estables.

2. Incrementar el pH mediante cales, 6xidos e hidréxido de calcio,
hasta pH de 6-7, con el fin de que los mp estén insolubles y las
plantas pierdan la capacidad de absorberlos.

3. Incorporacion de fosfatos, debido a la formacion de sales inso-
lubles con los mp.

4. Incorporacion de materiales silicatados, tanto por la formacién
de complejos como por el efecto indirecto sobre el pH, puesto
que el anion SiO, = en disociacion en el agua del suelo funciona
como una base Bronsted-Lowry, capturantes de iones H+.



|Conclusiones

El Cd es un metal pesado altamente téxico para las plantas y para
el ser humano, razén por la cual se deben tener precauciones
en su manejo, tanto en el establecimiento de los ensayos, como
en la evaluacion de las variables agrondémicas y de cosecha.
Este manual contiene no solo unas bases tedricas relacionadas
con el sistema de produccién, el Cd y los hongos formadores
de micorrizas, sino ademas las principales metodologias vy
precauciones para el manejo adecuado de este elemento toxico.
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El presente manual esta constituido por cinco capftulos que tienen el propdsito
de orientar a los investigadores, al gremio arrocero y demas interesados en las
metodologias para el diagnéstico y la remediacién de suelos arroceros
contaminados con cadmio (Cd) y la evaluacidn del efecto en la inmovilizacidn de
este metal pesado en plantas de arroz, mediante el uso de hongos formadores
de micorrizas arbusculares. En el primer capitulo, se presentan las generalidades
del cultivo de arroz y de la presencia de Cd en suelos arroceros, que incluyen la
descripcion botanica y taxondmica, y origen del arroz, las posibles fuentes, la
dinamica y los efectos de la contaminacion por Cd en el sistema productivo
(suelo-planta), ademas de mecanismos de toxicidad y tolerancia al estrés
generado por la absorcion de Cd. En el segundo capitulo, se presenta una
orientacion sobre las metodologias para la toma de muestras de suelo, tejidos
vegetales y granos de arroz para analisis de contenidos de Cd en laboratorio. En
el tercer capitulo, se muestran algunas de las diferentes alternativas propuestas
para la mitigacion de la presencia de Cd en plantay suelo. En el cuarto capitulo,
se aborda detalladamente el uso de hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA) como inmovilizadores de metales pesados en el cultivo del arroz. El
quinto capitulo evidencia los pasos para el establecimiento y el manejo de
experimentos y evaluacion de efectos del Cd.
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