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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de las dosis del hongo Glomus
intrarradices (Glomus) en la fitoestabilizacion de plomo (Pb) y su acumulacion en los tejidos
de plantones de cacao (Thebroma cacao L.) en etapa de vivero. La investigacion fue de tipo
aplicado y de nivel experimental. Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con (4)
tratamientos y (4) repeticiones y un total de 16 unidades experimentales, cada unidad
experimental estuvo conformada por 10 plantones dispuestos en bolsas, en total fueron 160
plantones para todo el experimento. Se evaluaron 3 dosis del hongo 1, 3y 5 g en el sustrato
con las plantas de cacao. El Pb disponible en el suelo se determind por el método del
extractante (EDTA 0.05 My pH 7), y la lectura en EAA. El Pb total en los tejidos se
determiné por el Método EPA 3050 por via himeda realizando la lectura en el EAA. Segln
los resultados estadisticamente las dosis del Glomus intrarradices 1y 3 g (T1 y T2) fueron
mayores que el TO para la variable fitoestabilizacion a los 90 dias en el vivero, lo que indica
que el hongo influencio en la inmovilizacion del Pb en el suelo. Asi mismo el analisis
estadistico al 0.05 mostro que ninguna dosis del Glomus intrarradices influencio en la
acumulacién de Pb en los tejidos de los plantones a los 90 dias y las razones pueden ser

justificadas por las condiciones del sustrato y la variable genética del género.

Palabras clave: metal pesado, bioremediacion, interaccién, EAA.



ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effect of the doses of the fungus Glomus
intraradices (Glomus) on the phytostabilization of lead (Pb) and its accumulation in the
tissues of cocoa seedlings (Thebroma cacao L.) in the nursery stage. The research was
applied and experimental level. A Completely Random Design (DCA) was used with (4)
treatments and (4) repetitions and a total of 16 experimental units, each experimental unit
consisted of 10 seedlings arranged in bags, in total there were 160 seedlings for the entire
experiment. 3 doses of the fungus 1, 3 and 5 g were evaluated in the substrate with the
cocoa plants. The available Pb in the soil was determined by the extractant method (EDTA
0.05 M and pH 7), and the reading in EAA. The total Pb in the tissues was determined by the
EPA Method 3050 by means of the wet way, making the reading in the EAA. According to
the statistical results, the doses of Glomus intraradices 1 and 3 g (T1 and T2) were higher
than the TO for the phytostabilization variable at 90 days in the nursery, which indicates that
the fungus influenced the immobilization of Pb in the soil. Likewise, the statistical analysis at
0.05 showed that no dose of Glomus intraradices influenced the accumulation of Pb in the
tissues of the seedlings at 90 days and the reasons can be justified by the conditions of the

substrate and the genetic variable of the genus.

Keywords: heavy metal, bioremediation, interaction, EAA.



l. INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) desde hace varios afios es una de las
actividades agricolas méas importantes en todo el pais, principalmente en la region selva, la
misma que viene siendo desarrollada y promovida con mayor énfasis en la Region de
Ucayali donde actualmente existe mas de 20,000 ha, llegando a tener una produccion anual
de 2,904 t en promedio (Andina 2019).

La contaminacion de los alimentos por metales pesados los cuales sobrepasan los
limites permisibles estipulados en el CODEX ALIMENTARIUS y més grave aun el consumo
de estos son las principales causas para que los paises importadores (Estados Unidos,
Holanda, Bélgica, Reino Unido, Holanda, Alemania, Suecia, Francia, Suiza entre otros) de
grano de cacao y los subproductos precisen que la materia prima y los productos a base de
ella cumplan de forma rigida con los requisitos sanitarios que se imponen para los paises
productores, los que se encuentran establecidos en el reglamento (CE) 1881/2006. En aquel
reglamento se especifica estrictamente el contenido maximo de metales pesados que los
productos alimenticios pueden llegar a contener ya que es considerado como un requisito

esencial para la exportacion (MINAG-Pera 2012).

Los niveles maximos permisibles para el Pb varian de 0.5 a 2 ppm/ Kg de grano seco
o producto derivado, siendo este valor muy pequefio segun la demanda, lo que indica que el
problema de la acumulacién de este elemento en los tejidos de la planta debe ser uno de las
actividades mas importantes a ser resuelta puesto que la especie Thebroma cacao L.
presenta un comportamiento fitoextractor y acumulador (Llatance et al. 2018), que puede

incrementarse dependiendo el contenido de Pb presente en el suelo.

Segun algunos estudios realizados hace unos afios en la regién de Ucayali los
niveles de Pb encontrados en los suelos y granos fueron bastante altos, lo que llevo a los
productores y distintos protagonistas de la cadena productiva del cacao a preocuparse por la
amenaza de no poder exportar sus productos. Huamani et al. (2012) realizé un estudio en
zonas productoras de cacao en las regiones de Huanuco y Ucayali, donde encontré un valor
promedio de 3.02 ppm de Pb en el suelo. De igual forma, Campos y Flores (2016) realizaron
un estudio en 15 parcelas de cacao en las provincias de Padre Abad y Coronel Portillo
donde se encontraron niveles de 3.65 a 6.30 ppm de Pb en granos y en suelos un promedio
de 6.5 ppm. Estos ultimos resultados muestran claramente que los valores sobrepasan los
limites permisibles por lo que es uno de los problemas que no tienen soluciones efectivas,
las mismas que se vienen estudiando utilizando toda clase de insumos y microorganismos

como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Estos microorganismos son
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considerados como agentes que intervienen directamente con los metales pesados y son
utilizados en la remediacién de suelos ya que es una de las alternativas mas viables,
sustentables y econdémicas dentro de las estrategias de solucion para los suelos
contaminados (Gaur y Adholeya 2004).

El hongo Glomus intrarradices demostr6 gran capacidad para desarrollarse y
sobrevivir en un ambiente contaminado con metales pesados (Janouskova et al. 2006) por
lo que puede adaptarse a diferentes tipos de suelo y realizar su efecto fitoestabilizador el
cual se evalu6 en el presente proyecto, siendo de gran importancia puesto que mediante la
investigacion se buscé dar alternativas de solucién a la amenaza impuesta por la Unién
Europea en el afio 2018 y ser de gran ayuda para los productores y las demas personas

involucradas en el cultivo del cacao y su comercializacion.

Por consiguiente, los hongos micorrizicos arbusculares pueden secuestrar o
acumular el Pb en la vacuola de sus células que se desarrollan en las plantas micorrizadas
inmovilizando al elemento mediante las secreciones que producen las raices por accién del
hongo (Muthukumar y Bagyaraj 2010; Janouskova y Pavlikova 2010; Géhre y Paszkowski
2006). Asi mismo, debido a la practicidad y facilidad de manejo de las unidades
experimentales, como de la gran estrategia que significa utilizar el hongo desde la etapa de
vivero para que asi se tenga plantas inoculadas en un futuro en el campo definitivo fueron
las razones que llevaron a realizar el presente trabajo de investigacion planteandose los

siguientes objetivos:

Objetivo general:

Evaluar el efecto de las dosis del hongo Glomus intrarradices en la fitoestabilizacion de
plomo (Pb) y su acumulacién en los tejidos de plantones de cacao (Thebroma cacao L.) en

la etapa de vivero.

Objetivos especificos:
1. Determinar la evaluacion de las diferentes dosis del Glomus intrarradices (Glomus) en la
fitoestabilizacion del Pb en los tejidos de plantones de cacao Thebroma cacao L. (cacao)

en la etapa de vivero.
2. Determinar la evaluacion de las diferentes dosis del Glomus intrarradices (Glomus) en la

acumulacién de Pb en los tejidos de plantones de Thebroma cacao L. cacao en la etapa

de vivero.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes de lainvestigacién

Gaur y Adholeya (2004) realizaron un trabajo de investigacion cuyo objetivo fue
identificar el uso del hongo Glomus intrarradices como una de las principales estrategias de
inmovilizacibn de Pb siendo la inmovilizacion del Pb soluble mediante glicoproteinas
secretadas por el hongo, y la adsorcion del Pb en las paredes celulares las estrategias
utilizadas por las plantas inoculadas con el hongo.

Gonzales et al. (2004) realizaron un trabajo de investigacion cuyo objetivo fue evaluar
la glomalina (glicoproteina secretada por el hongo del genero Glomus), producida por el
hongo del genero Glomus en la adsorcion de Pb. El experimento mostré que la glomalina
extraida de suelos contaminados contenia 1.12 mg de Pb / g. En conclusién, la glomalina
puede ser utilizada para la estabilizacibn que conduce a la remediacion de suelos

contaminados con Pb.

Vodnik et al. (2008) realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar la relacién entre
la glomalina en el suelo secretada por el género Glomus y el contenido de Pb. La glomalina
total relacionada al suelo represent6 5.4 a 21.2% de la materia orgéanica y se correlaciono
positivamente con las concentraciones de Pb y Zn en el suelo, lo que indica que glomalina

del suelo predominantemente se encuentra vinculada a la cantidad de Pb.

Hurtado (2012) realiz6 un trabajo de investigacion cuyo objetivo fue evaluar diferentes
enmiendas organicas para recuperar suelos cacaoteros contaminados con Cd, siendo una
de las enmiendas hongos micorrizicos arbusculares nativos (HMA) de dos fincas (Santa
Elena y Manabi, Ecuador) donde se registraron al final del experimento niveles de 1.05 a
0.91 y de 0.48 a 0.67 ppm de Cd en el suelo con la presencia de los hongos, concluyendo

que los HMA alteran el movimiento del Cd en el suelo.

Janouskova et al. (2006) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la contribucién
de los hongos micorrizicos arbusculares (Glomus sp) en la inmovilizacion del Cd en el suelo.
Se concluy6 que el Glomus sp pueden reducir la toxicidad de Cd en las plantas, reduciendo

la inmovilizacién del metal en el suelo.

Janouskova et al. (2005) realizaron un trabajo de investigacion cuyo objetivo fue
evaluar el efecto del hongo Glomus intraradices en la fitoextraccion de Cd en plantas de
tabaco transgénico insertando la proteina metalothionina. El hongo favorecié el crecimiento

de las plantas de tabaco y disminuyo la extraccion de Cd en brotes y raices.
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Bartra (2019) realiz6 un estudio cuyo objetivo fue determinar el efecto de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) de diferentes procedencias (Caserio Milagros, Universidad
Nacional de Ucayali, Caserio Mar del plata y Caserio Tahuantinsuyo) y niveles de
inoculacion (25, 50 y 75 g/ planta) en el desarrollo de las plantas de cacao (Theobroma
cacao L.) durante la etapa de vivero. El didmetro y crecimiento de los plantones fueron
influenciados positivamente por los HMA.

2.2. Bases tebricas

2.2.1 Generalidad del cacao

a. Clasificacion Taxondmicay descripcién botanica

De acuerdo con The International Plant Name Index (2021), la
descripcion taxondmica mas actualizada de la especie Theobroma cacao L.,

es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Sterculiaceae
Subfamilia: Byttnerioideae
Género:  Theobroma
Especie: Theobroma cacao L.

En cuanto a su descripcion botanica la especie Theobroma cacao L., es
un arbol grande considerado como semicaducifolio de hasta 12 m de altura
(Figura 1 C). El tallo es glabro y pubescente en todos los ejes que son mas
jovenes. En cuanto a las hojas su base es redondeada a ligeramente
cordada, con un peciolo largo de 14 a 27 cm aproximadamente y presentan
el apice apiculado debido a su forma. Las inflorescencias son de tipo
cimosas (son aquéllas cuyo eje principal produce una flor igual que los ejes
secundarios que van naciendo en su costado) en todas ellas. Las flores son
de tipo pentdmera, hermafrodita y actinomorfa (Figura 1 A). El fruto es lleva
por nombre mazorca, es una baya grande (Figura 1 B), polimorfa, esférico a
fusiforme, parpura o amarillo en la madurez es de mas o menos 10 a 35 cm

de largo y 7 cm ancho, con un peso promedio es de 200 a 1000 g. La raiz
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principal es pivotante, es decir la que se origina de una semilla. Las raicillas
son numerosas en los primeros centimetros del suelo, formando un gran
grupo que se llenan en la superficie del suelo (Figura 1 D). Las semillas son
de color café a colores que van desde rojizos marrones, ovadas, ligeramente
comprimidas de 20 a 50 mm de largo (Figura 1 B), 12—16 mm de ancho y
7—12 mm de grosor (Dostert 2011).

Figura 1. Descripcion botanica de la especie Theobroma cacao L. (Dostert,
2011).

b. Distribucion geografica de la especie

La especie Theobroma cacao L., se distribuye a lo largo de la region
Amazonica pasando por el territorio de las Guyanas hasta llegar al sur de
centro Ameérica en México. El cultivo se expandié después de la llegada de
los espafioles en paises del Caribe, en Africa y hasta Asia donde también se
le cultiva sin problemas, debido a su adaptacion a lo largo del tiempo (Figura
2). Costa de Marfil y Ghana en Africa e Indonesia en Asia son considerados
los productores mas importantes de cacao, asi mismo en nuestro pais es

ampliamente cultivado en varias zonas. Actualmente existen como 11
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regiones donde se cultiva el cacao entre ellas estan: Piura, Madre de Dios,
Loreto, Junin, Huanuco, Cuzco, Cajamarca, Ucayali, Ayacucho, Pasco y San
Martin (Dostert 2011). En la regién Ucayali la mayor produccion de cacao se
encuentra en los distritos de San Alejandro e Irazola en los caserios que
estan a lo largo de la carretera Federico Basadre en la provincia de Coronel
Portillo (Campos y Flores 2016).

Figura 2. Distribucion geogréafica del cultivo de la especie Theobroma
cacao L (Dostert 2011).

c. Produccién del cacao en vivero

Segun las investigaciones realizadas por Casallas (2013) es en el vivero
la etapa donde los plantones de cacao empiezan a desarrollarse y crecer,
luego son injertados y sembrados en el campo definitivo. En esta etapa se
tiene el adecuado cuidado de todas las plantas previniendo la aparicion de
plagas (mosca minadora, diabroticas, saltamontes, chinches, etc.) y
enfermedades (chupadera, marchitez, etc.) asi como de deficiencias
nutricionales (Boro (B), Zinc (Zn) y Nitrégeno (N), etc.) para garantizar el
éxito. En la etapa de vivero también se asegura que se produzcan plantas
vigorosas, las cuales seran capaces de otorgar un buen rendimiento cuando
estas produzcan. El sustrato para la produccion de plantones de cacao en el
vivero es una de las actividades que tienen mas importancia, puesto que
representan el 70% del éxito de una plantacién. Lo recomendable es
preparar un sustrato rico en nutrientes (N, P, K, Ca, Mg y Zn) y con buena
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aireacion con una relacion proporcional 1:1:1 o sea una de tierra, una de
arena y una de materia organica es decir 30% de cada insumo. Para

producir plantones de cacao se realizan las siguientes actividades:

= Riego: Esta actividad se realiza teniendo en cuenta la precipitacion del
lugar, ademas es importante mencionar que se debe regar (diario,
preferible a las primeras horas de la mafiana) a condiciones de capacidad
de campo y nunca excesivamente hasta que se produzca un

encharcamiento, ni tampoco que el suelo se reseque (Lopez 2011).

= Desmalezado: Esta actividad se realiza cada 15 dias, casi siempre se
utiliza la metodologia manual puesto que en las bolsas es muy incémodo

utilizar algun instrumento (Gémez et al. 2014).

= Poda de las raices: Se realiza esta actividad cuando las raices
sobresalen de las bolsas (2 meses), para ello se cortan cada vez que

estas crecen desmesuradamente (Uday 2006).

= Fertilizacion: Esta actividad se realiza para aportar nutrientes (N, P, K,
Ca, Mg y Zn) a la planta por si el sustrato no cubra todos los
requerimientos. Se realiza a los 3 meses de estar en vivero (Aguirre et al.
2013).

= Control Fitosanitario: Esta actividad se realiza constantemente para
evitar la aparicion de (mosca minadora, diabroticas, saltamontes,
chinches, etc.) y enfermedades (chupadera, marchitez, etc.) que puedan
afectar el cultivo (Uday 2006).

d. Metales pesados en el cultivo de cacao

Los metales pesados o también llamados elementos pueden ocasionar
problemas a la salud siempre y cuando estén presentes en concentraciones
elevadas en él organismo pueden afectar los rifiones, el sistema nervioso y
son también responsables de varios tipos de cancer (Rubio et al. 2004). En
cuanto a la especie Thebroma cacao L., se refiere existe una situacion muy
complicada puesto que segun algunas investigaciones en el tema presento
un comportamiento acumulador de metales pesados que se distingue otras

especies (Latlance et al. 2018), por lo que se puede decir que presenta
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bastante susceptibilidad a la absorcion de estos elementos. Existen muchos
estudios alrededor del mundo y también muchos de ellos se han llevado a
cabo en nuestro pais (Huanuco, Ucayali y San Martin) donde se registraron
niveles altos de metales pesados en los granos como el Pb los cuales fueron
mayores que los limites maximos permisibles (<7 ppm) y esto se evidencia
en muchas zonas del Peri (Romero — Estévez et al. 2019; Arévalo-Gardini
et al. 2017). Un punto muy importante al entender la problematica de los
metales pesados en el cultivo es precisar que en los campos de produccion
existe un reciclaje natural que se da a partir de absorcion por parte de la
planta y la caida natural de las hojas, asi mismo por el uso de residuos de

cosechas que contiene estos elementos (Gramlich et al. 2017).

2.2.2 Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

a. Concepto

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) o Illamados también
micorrizas, son microorganismos que realizan una especie de asociacién con
varias especies de plantas donde se benefician del lugar que ocupan para
poder desarrollarse a cambio de varias ventajas que estos proveen a esas

plantas (Cuenca et al. 2007).

A la asociacion que realizan los hongos con las plantas se le conoce
como “asociacion simbidtica mutualista”, la misma que tiene un efecto
benéfico para la planta, puesto que el hongo se desarrolla en la raices de esta
(generalmente en las raices secundarias), incrementando haciendo que la
raiz aumente su didmetro formando las conocidas micorrizas, longevidad y se
desarrolle eficientemente, permitiendo a la planta tener una mayor
disponibilidad para absorber los nutrientes, asi como también se anclarse con
mayor fuerza en el suelo de donde se beneficiara mas que si no estuviera
colonizada por estos organismos (Chapin, 1980). Por otro lado, los HMA
también tienen un efecto positivo para el suelo, lo que permite mejorar sus

propiedades fisicas y su estabilidad (Khan 2006).
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b. Clasificacion de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Segun las investigaciones realizadas por Read 1999, citado por Ruiz et
al. (2011) los HMA se pueden clasificar segun a la estructura que forman, en
tal sentido esos pueden ser: 1) Ectomicorrizas o formadoras de manto; 2)
Ectendomicorrizas, que incluye Arbutoides y Monotropoides; y las 3)
Endomicorrizas, con sus subdivisiones: Ericoides, Orquidoides vy
Arbusculares.

e Ectomicorrizas

Este tipo de hongos son los que desarrollan en la zona cortical
(comprendida entre la rizodermis y el cilindro centraluna de la raiz) capa
espesa de micelio fungico en las raices de las plantas donde suelen
hospedarse, es alli donde sus hifas (filamento fangico que se origina a partir
de las esporas) penetran al interior de las raices que van a colonizar. Estos
organismos pueden observarse a simple vista formando dichas estructuras.
Es comdn que colonicen especies de tallos lefiosos y especies forestales,
siendo bastante frecuente su aparicion en hayas, robles, eucaliptus y pinos.
Generalmente pertenecen a los grupos de Basidiomycota y Ascomycota
(Vacacela 2012).

e Endomicorrizas

Su colonizacion se especifica en el cértex radical, la cual también es su
principal caracteristica a diferencia del anterior tipo estos no pueden ser
vistos a simple vista por la caracteristica antes mencionada. Las hifas forman
en el interior en la raiz estructuras que sirven gque son como vesiculas
alimenticias y arbusculos. Dentro de este puede decir que son considerados
como los comunes entre los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los
cuales realizan las asociaciones simbioticas que son mayoria en el ambiente.
La division Glomeromycota es la que constituye principalmente este tipo de
hongo, predominan en leguminosas. Son abundantes en las selvas tropicales

de todas las partes del mundo (Vacacela 2012).

18



e Orquidoides o micorrizas de ovillo

Son consideradas como orquideas y son importantes para su desarrollo y
vida. Dentro de su asociacion con otras especies transfieren carbonos
organicos y nutrientes a las plantas que colonizan. La planta se independiza
del hongo cuando crece y esta con todas las habilidades para desarrollarse
sola (Camargo-Ricalde et al. 2012).

e FEricoides

Los hongos del grupo de Ascomicetos son los que predominan en este
tipo. Forman ovillos en las raices (generalmente en las raices secundarias) de
las plantas que coloniza, presentando una forma de micorrizas simple. Son
los responsables de la movilidad de los nutrientes (N, P, K, Ca, Mg y Zn)
cuando estos estdn de forma indisponible en suelos pobres. Este tipo de
organismos predominan en zonas con climas frios, en zonas altas (Camargo
et al. 2012).

e Ectendomicorrizas

Presentan algunos rasgos que se parecen a las Ectomicorrizas y las
Endomicorrizas en cuanto a su forma de actuar y estructura, su manto es
como las Ectomicorrizas, y también el interior de sus células, pero no existen
aquellas vesiculas alimentcicias. Los grupos de hongos como Basidiomycota
y Ascomycota son los mas comunes para este tipo, los cuales colonizan mas
a las angiospermas que en gimnospermas, pero presentan una distribucion

que no es tan comun (Vacacela, 2012).

c. Ventajas de los Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los HMA ofrecen numerosas ventajas para las plantas micorrizadas.
Pueden hacer que las plantas absorban con mayor eficiencia los nutrientes
de los suelos (N, P, K etc), asi como anclar mas profunda a las raices para
una mejor estabilizacién en el suelo, por lo que la panta puede desenvolver
su capacidad de captar estos elementos y el agua del suelo. También provee
resistencia a la planta frente a los cambios de clima y a la acidificacion del
debido a la saturacion de Al en el suelo. Los nutrientes desde el suelo

presentan una movilidad constante por la accion de los HMA, sobre todo
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cuando aquellos elementos se encuentran de forma indisponible en el suelo
(Sierverding 1989).

La colonizacibn de la raiz involucra varias etapas en las plantas
colonizadas (Figura 3). Una de ellas es la formacion de hifas intercelulares y
arbusculos dentro de las células del parénquima de todas las pantas donde
actuan. La accion principal de los HMA es el transporte eficiente de
compuestos carbonados y nutrientes del suelo a las plantas (Hernandez et al.
2003).

@ k_._{m § \/Hn‘a

g : 5 Q’:“‘-— Arbusculo
Lebos |

Formacion de arbuasculos
dentro de la célula vegetal

Figura 3. Proceso de infeccion del hongo micorriza. 1. Germinacién del
hongo en el suelo; 2. Desarrollo del hongo en la raiz; 3. Corte
transversal de la raiz y observacion de las estructuras

formadas (Hernandez et al. 2003).

d. El hongo Glomus Intrarradices y la fitorremediacién del Pb

El plomo (Pb) es un elemento quimico que presenta la forma soélida de un
metal gris azulino la cual se le puede encontrar de forma natural de forma
sélida en el suelo. Este elemento en altas concentraciones (< de 2 ppm) en
los organismos vivos es toxico y en lo seres humanos afecta el sistema
nervioso y provoca desordenes endocrinos. Este elemento se encuentra
naturalmente en el suelo en las siguientes formas: Pb° Pb?*y Pb*. Su nivel
maximo permisible en el cuerpo humano es de 10 a 100 ug/dL, es cuando

resulta ser toxico cuando existen contenidos altos.
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Las raices retienen el Pb que se pega a ella por el intercambio cationico
con las paredes celulares de las raices (Gaur y Andholeya 2004). Como el Pb
no se biodegrada se convierte en una grave amenaza para el medio ambiente
en concentraciones altas. Las técnicas convencionales que se utilizan para
remediar los suelos se basan en el lavado de suelos mediante excavaciones
los cuales suelen ser muy costosos y que no son buenos para el medio, a
parte que no se pueden lograr resultados contundentes. Razon por la cual se
han buscado muchos métodos que tengan eficiencia y que sea ecoamigables
asi nace la fitorremediacion una técnica ecolégica, eficiente y de bajo precio
(Peuke y Rennenberg 2005; Kramer 2005).

Los procesos por las cuales actla esta técnica son dos, una de ellas es la
fitoestabilizacién, donde el Pb es inmovilizado por accién de las raices de las
plantas y la otra técnica es la fitoextraccion, en la que los metales pesados
como el Pb son absorbidos en gran cantidad y acumulados en las partes

areas como hojas y frutos (Shu et al. 2002).

Las plantas que presentan la capacidad de absorber y acumular metales
pesados en gran cantidad se les denomina especies hiperacumuladoras (HA).
El proceso de la simbiosis de la planta con los HMA, sirven también para
fitorremediacion puesto que presenta un efecto diferente al que si estuviera la
planta sola. Existen estudios que demuestran que las plantas micorrizadas
muestran una gran capacidad para absorber metales pesados y trasladarlos a
las partes aéreas (hojas y frutos), dependiendo de la especie, asi mismo otras
especies puede tener un efecto de inmovilizacion del metal los cuales quedan
retenidos en las raices sin riesgo a ser absorbidos (Gaur y Andholeya 2004),
también pueden permanecer retenidos en el suelo por acciéon de los HMA

(Gonzalez-Chavez et al. 2004) (fitoestabilizacion) (Figura 4).

Una de las estrategias mas utilizadas es la inmovilizacion de Pb mediante
las glicoproteinas secretadas por el hongo, en donde el Pb se queda retenido
en las paredes celulares, luego se produce la quelacion del Pb que ocurre al
interior de la hifa (Gaur y Andholeya, 2004). La glicoproteina mas comun en
muchas especies de HMA es la glomalina la misma que fue encontrada en el

suelo por accién de muchas especies de hongos (Gaur y Andholeya 2004).

Existen estudios donde se han extraido del suelo hasta 1.12 mg de Pb

por gramo de glomalina encontrado en el suelo, la misma que producida por
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accion de los HMA (Gonzalez-Chavez et al. 2004). Por otro lado, la pared
celular de este micelio contiene quitina y esta sustancia es la responsable de
presentar un efecto adsorbente de metales pesados en la superficie de las
paredes celulares de estos hongos (Gonzélez-Chavez et al. 2004).

b) Inmovilizacion en
larnizésfera

Fitoestabilizacién

Figura 4. Accion de los HMA inoculados en las raices de las plantas
sobre el Pb. (Gonzélez et al., 2004).

Asi mismo, se demostré que la absorcién e inmovilizacién del Pb es
significativa en plantas que fueron colonizadas por los HMA en comparacion
con las raices que no fueron micorrizadas por estos organismos (Gaur y
Andholeya 2004). En tal sentido también se puede mencionar al hongo
Glomus intrarradices el cual demostr6 gran capacidad para desarrollarse y
sobrevivir en un ambiente contaminado con metales pesados como el Pb, Cd,
As, etc (Janouskova et al. 2006), asi mismo es utilizado comercialmente para
muchas especies, entre ellas el cacao, presentando referencias excelentes en
cuanto a su efecto en el crecimiento y desarrollo de los plantones
(Janouskova et al. 2006).
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2.3. Definicién de términos basicos

2.3.1. Metales pesados

Los metales pesados son elementos que estan presentes en forma natural en
el suelo (generalmente de forma soélida) generalmente estan en bajas
concentraciones (> 1 ppm) por eso también se les denominan elementos traza. Estos
elementos son indestructibles, pudiendo ser diluidos y también lixiviados (Al-
Khashman 2004).

2.3.2. Fitoextraccion
Se define como absorcion de metales pesados que las plantas realizan por
medio de las raices, que a su vez los acumulan en las partes como las raices, hojas,
tallos y frutos (Alvarado et al. 2011).
2.3.3. Fitoestabilizacion
Mecanismo que poseen algunas especies de plantas en asociacion con algun
tipo de microorganismo y que inmovilizan metales pesados (Pb, Cd, As, Mo etc) en el
suelo por las raices (Alvarado et al. 2011).
2.3.4. Hiperacumulacidn
Capacidad de ciertas especies de plantas para acumular metales pesados en
hojas, tallos, raices y frutos en cantidades superiores a las de otras plantas
acumuladoras, sin presentar problemas de toxicidad (Alvarado et al. 2011).

2.3.5. Contaminacién

Introduccién de sustancias u otros elementos fisicos en un medio que provocan

gue esto sea inseguro o no apto para su uso (Encinas 2011).

2.3.6. Simbiosis

Asociacion benéfica entre dos organismos distintos, mientras que parasito y
parasitismo se convirtieron casi en sindbnimos con patégeno y patogénesis. (Alvarado
et al. 2011).

23



2.3.7. Micorrizas

Organos de absorcion que son como raicillas pequefias y finas que se forman
cuando los hongos simbiontes viven dentro de los 6rganos de absorcion sanos
(raices, rizomas o tallos) de las plantas terrestres, acuaticas o epifitas” en donde la
planta le proporciona al hongo carbohidratos como azlcares y un micro hébitat
(ambiente pequefio, generalmente para microrganismos) para completar su ciclo de
vida (Alvarado et al. 2011).

2.3.8. Inoculacién

Se define como la introduccién de los hongos micorrizicos arbusculares a las
raices de la planta, para que estos microorganismos puedan crecer y desarrollarse
(Alvarado et al. 2011).
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Il. METODOS

3.1. Ubicacién y descripcion del area de estudio

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el vivero de la Universidad Nacional
Intercultural de la Amazonia (UNIA), ubicado en la Carretera a San José km 0.5;
geograficamente ubicado en las coordenadas UTM: 18L 544858, 9077199 y a 146 msnm,
durante los meses de diciembre del 2020 a marzo del 2021. Politicamente el lugar de
estudio pertenece al Distrito de Yarinacocha, Provincia de Coronel Portillo, Departamento de

Ucayali.
Se describen los datos meteorolégicos durante la ejecucion del experimento en el
vivero, el cual indica que ocurrié un clima calido con lluvias constantes. La precipitacion

pluvial, temperara y humedad relativa pueden observarse en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Datos climaticos durante la etapa de vivero del experimento, afio 2020 - 2021

Variables Diciembre Enero Febrero Marzo
Temperatura Maxima (°C) 30.2 30.7 31.3 30.9
Temperatura Promedio (°C) 26.5 26.9 27.2 26.8
Temperatura Minima (°C) 22.7 23.1 23.1 22.7
Humedad Relativa (%) 83.1 85.7 84.4 84.4
Precipitacién (mm) 109.5 112.1 1419 2725

Fuente: Estacion Meteorolédgica de la Universidad Nacional de Ucayali, 2020 - 2021.

3.2. Identificacién y descripciéon del material experimental

El material experimental estuvo conformado por el hongo Glomus intrarradices, y las

semillas de cacao y el suelo contaminado, los cuales se describen a continuacion:

= Hongo Glomus intrarradices

Se compr6é el producto MYCOSYM TRI-TON, que contiene el hongo Glomus
intrarradices a la empresa MYCO Soluciones S.A.C, ubicada en la ciudad de Lima. El
producto fue aplicado en todos los plantones de cacao segun las dosis. El producto
MYCOSYM TRI-TON, es una micorriza natural de venta comercial que tiene la
propiedad de hacer que las plantas inoculadas queden de por vida micorrizadas. Es un

concentrado de presentacion en arcillas volcanicas que contiene el hongo Glomus
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3.3.

intraradices. Presenta una capacidad de abarcar aproximadamente unos 655 kg/m3 de

sustrato, también tiene un contenido promedio de esporas mayor a 150/g de producto.

= Semillas germinadas de cacao

Las semillas germinadas de cacao para el vivero se compraron de la Asociacion
de Cacaoteros Tecnificados de Padre Abad (ACAPTA), que esta ubicada en el distrito
de San Alejandro, Provincia de Padre Abad, Region Ucayali. Se compraron 2.5 kg de
semilla del Clon criollo las cuales estuvieron en su primera etapa de germinacion. Las
semillas tuvieron un peso promedio de 150 g, color marrén oscuro y de forma ovalada.
Las semillas fueron trasladadas al lugar donde se realiz6 el experimento (Vivero de la

Universidad Nacional Intercultural de Amazonia).
= Suelo contaminado con Pb
El suelo contaminado con Pb se colectd de las parcelas de produccién ubicadas
en el Km 72, interior 15 en el Caserio “Mar del Plata” con coordenadas UTM 489733 E
y 9035890 N donde anteriormente se determinaron altos niveles de Pb en sus suelos.
Se colectaron 300 kg de suelo contaminado con Pb de forma manual con la ayuda de
una pala a una profundidad de 30 cm (Anexo 10). Esta cantidad de suelo fue colocado
en sacos para luego trasladarlos al lugar del experimento (Vivero de la Universidad
Nacional Intercultural de Amazonia).
Procedimientos
3.3.1. Etapade vivero
Esta etapa se desarroll6 de la siguiente manera:
a. Preparaciony esterilizacién del sustrato para los plantones de cacao
Para la preparacion del sustrato se realiz6 lo siguiente:
e Se utilizé suelo contaminado con Pb de las zonas cacaoteras (Distrito

de San Alejandro), un 50%, compost un 30%, arena 20 % (Paredes
2003).
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Para el experimento completo se prepardé un promedio 500 kg de

sustrato para utilizar 3 kg para cada bolsa (160 plantones).

Se utilizaron bolsas de polietileno de 3kg de 20 x 30 cm.

Para esterilizar el sustrato se utiliz6 un cilindro grande de aluminio
donde se colocé el sustrato para calentarlo lentamente. Luego en el
laboratorio se comprobd mediante la visualizacion en el microscopio

gue no hubo la presencia de esporas de hongos micorrizicos nativos.

b. Andlisis fisico — quimico del sustrato preparado

Luego de la preparacion del sustrato para los plantones se procedio a

colectar 1 kg de muestra compuesta para su analisis respectivo. Se realiz6 un
andlisis fisico — quimico donde se especifico el contenido de Pb (Anexo 8.3).
El analisis se llevd a cabo en el Laboratorio de Suelos de La Universidad

Nacional Agraria de La Selva en la Ciudad de Tingo Maria.

Preparacion y siembra de las semillas de cacao

Para la preparacion y siembra de las semillas se realiz6 lo siguiente:

Luego de la compra de las semillas pregerminadas estas se colocaron
en un recipiente con un 10% de humedad (Paredes 2003) para

mantenerlas hasta el momento de la siembra.

La siembra de las semillas se realiz6 colocando la radicula hacia
abajo. Después de colocar las semillas en las bolsas se procedi6 a

regar a todas las semillas.

d. Aplicacion del hongo Glomus Intrarradices

Para la aplicacién de las dosis del hongo se realizé lo siguiente:

Antes de la siembra de las semillas se colocaron las diferentes dosis
del hongo Glomus intrarradices (1, 3y 5 g) en las bolas con el sustrato

previamente preparado.
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e Realizando un pequefio hoyo donde seguidamente se aplicaron las

dosis del hongo para después realizar la siembra.

e. Riego de los plantones

El riego se realiz6 de forma diaria y dependiendo de las condiciones del

suelo, es decir si se encuentro en capacidad de campo.

3.3.2. Etapade laboratorio

a. Analisis final de Pb en los plantones y el sustrato

Luego de haber realizado las actividades del proyecto de investigacion
finalmente se colecto 400 g de sustrato de cada bolsa con los plantones y se
las colocaron en bolsas con cierre hermético que luego fueron rotuladas. Se
determinaron parametros fisicos y quimicos (MO, C.I.C, pH, Textura), asi
como el contenido de Pb. De igual manera se realiz6 el analisis para
determinar el contenido de Pb colectando los plantones de cacao de cada
bolsa (160 plantas) para luego rotular las bolsas de plastico con cierre
hermético. El analisis se realiz6 en el Laboratorio de Suelos de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva en la Ciudad de Tingo Maria. El Pb disponible en
el suelo se determiné por el método del extractante (EDTA 0.05 My pH 7), y
la lectura en EAA (Weterman, citado por Huamani et al. 2012). El Pb total en
los plantones se determind por el Método EPA 3050 (Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos 1996), por via hiumeda y realizando la
lectura en el espectrofotdmetro de absorcion atdbmica (EAA) (AOAC, citado

por Huamani et al. 2012).

3.4. Variables

A continuacion, en el cuadro 2 se muestran las variables en estudio y su descripcion:
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Cuadro 2. Variables en estudio

Instrumentos de

Variables Definicion Dimension Indicadores
medicion
Independiente
Dosis de Cantidades del e O Cantidades: ¢ Balanza analitica
Glomus hongo Glomus e 1g Gramos/plantén de de precisién
intrarradices.  intrarradices e 3¢ cacao. Merkel AP 200.
gue fueron e 59g e Experimentacion
evaluadas en la
estabilizacion
del Pb en el
suelo.
Dependiente
Niveles de Pb e Pb Concentraciones: Espectrofotometria
Fitoestabiliza que estuvieron disponibl mg/kg? de Absorcion
cion de Pb.  presente en el e. Atémica (EAA)
suelo antes y e Pb total.
después de la
aplicacién del
hongo Glomus
intrarradices.
Acumulacion  Niveles de Pb Concentraciones: Espectrofotometria
de Pbenlos que fueron e Pbenlos mg/kg? de Absorcion
plantones. acumulados en plantones Atémica (EAA)

los tejidos de los de cacao.
plantones de
cacao durante el

experimento.

Fuente: Elaboracién propia.
3.5. Poblacion y muestra
La poblaciéon son todas las semillas que se utilizan en la produccién de plantones de
cacao en el distrito de San Alejandro (Romero 2017). El tipo de muestreo que se utilizé fue
el no probabilistico intencional, para lo cual se tomé una muestra 160 plantones para realizar

el experimento de acuerdo al disefio estadistico planteado.

3.6. Tratamientos

Los tratamientos en estudio fueron los siguientes:
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e Tratamiento (TO) = Suelo contaminado con Pb sin Glomus intrarradices.

e Tratamiento (T1) = Suelo contaminado con Pb + 1 g de Glomus intrarradices/
planta.

e Tratamiento (T2) = Suelo contaminado con Pb + 3 g de Glomus intrarradices/
planta.

e Tratamiento (T3) = Suelo contaminado + 5 g de Glomus intrarradices/ planta.

Se utilizd un Disefilo Completamente al Azar (DCA) con (4) tratamientos y (4)
repeticiones y un total de 16 unidades experimentales. Cada unidad experimental estuvo
conformada por 10 plantones dispuestos en bolsas, en total fueron 160 plantones para todo

el experimento.

El modelo matematico utilizado para el analisis fue:

Yij=u + Ti + Ej

Donde:

Yij = Cualquier observacion en estudio.
u = Media general.
T; = Efecto de i — esimo tratamiento en estudio.

E;; = Efecto de la j — esima observacién en el i — tratamiento en estudio.

Cuadro 3. Esquema del analisis de Varianza de los tratamientos (ANOVA)

FV GL
Tratamientos 3
Repeticiones
Error
Total 15

Fuente: Salinas 2009

Doénde:

FV= Fuente de variacion;
Gl= Grado de libertad.
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3.7. Recoleccién de datos

3.7.1. Fuentes de informacion

La fuente de informaciones consultadas fue:

a. Fuente primaria:

Se obtuvo datos de campo midiendo las variables de crecimiento y

cantidad de Pb por efecto de los HMA en plantones de cacao a nivel de

vivero.

b. Fuente secundaria:

Se utilizé bibliogréfica digital en la web como articulos cientificos, tesis,

blogs, proyectos de investigacion, libros y otros.

3.7.2. Unidad experimental y de medicion

La unidad experimental fueron los plantones de cacao y la unidad de
medicion fue un plantén de cacao. La variedad de cacao a utilizarse serd el cacao

criollo o comun.

3.7.3. Técnicas de recoleccién de datos

Las técnicas que se utilizaron en el proceso de investigacion fueron las

siguientes:

a. Observacion experimental: cuando se aplicaron los diferentes tratamientos
de Glomus intrarradices, serd necesario observar el comportamiento de los

plantones de cacao.

b. Analisis documental: revision bibliografica de estudios previos con el cual se

determind las dosis de Glomus intrarradices, asi como las dosis de Pb.

c. Analisis de metales pesados en laboratorio: este proceso se realizé por
medio de espectrofotometria de absorcién atomica para el analisis de Pb en

suelos y tejidos.
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3.8. Procesamiento de los datos.

Los datos fueron procesados mediante el Andlisis de Varianza (p<0.05), para
determinar el efecto de los factores y tratamientos, cuando hubo diferencias significativas se
utilizé la prueba Tukey, con el 95 % de confianza para la comparacion de medias, mediante
el paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS version 19.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacién fisicoquimica del sustrato y efecto de la aplicacion de Glomus

intrarradices en la fitoestabilizacion de Pb.

En el cuadro 4 se observa la caracterizacion fisica y quimica del sustrato preparado
para el experimento donde podemos notar que existe un pH neutro (7), de textura Franca
(Fr) pero que es un sustrato con un valor medio de materia organica (Bot y Benitez 2005).
Para los resultados de fitoestabilizacion es necesario mencionar que la sustancia encargada
de dicho efecto es la proteina glomalina secretada por el hongo del genero Glomus y esta
puede ser producida en mayor o menor grado dependiendo de muchos factores, como la
colonizacién del hongo en las raices de la planta, la interaccién con la planta, la eficiencia en
la reproduccion y también esta ligada a factores edaficos como las propiedades del suelo
como el Ph, C.I.C y M.O (Gonzales et al. 2004). En tal sentido en el suelo se determiné un
valor medio de materia organica (2.13 %) por lo que esto pudo influir en la accién de la
glomalina sobre el Pb manifestada en el porcentaje de Pb retenido en el suelo, puesto que
esta proteina generalmente se localiza o se fija en la materia organica (Vodnik et al. 2008).
Asi mismo es necesario también mencionar que el Pb contenido en el sustrato (16.3 mg/kg
1) seglin la Unién Europea no sobrepasaron los limites maximos de Pb en el suelo que van
desde 3 a 300 mg/kg? (Huamani et al. 2012), por lo que esto también pudo a ver
influenciado en los resultados sabiendo que no era un sustrato sumamente contaminado.
Por otro lado, en el cuadro 5 se puede observar contenido inicial y final de Pb total de todos
los tratamientos estudiados con las dosis del hongo Glomus intrarradices de donde se

calcul6 en porcentaje de Pb retenido en el suelo (fitoestabilizacion).

Cuadro 4. Parametros fisico - quimicos del sustrato preparado

Disponible
o M.O P K
Descripcion  pH Textura Pb
%  mg/kg? mg/kg? Ca Mg Na
total
Sustrato
7.67 2.13 7.05 0.13 *Fr 20.80 1.56 0.08 16.30
preparado

Fuente: Elaboracion Propia.

33



Cuadro 5. Contenido inicial y final de Pb total en el suelo (mg/kg™)

Contenido de Pb total (mg/kg™)

Tratamientos  Repeticiones ConFe.mdo Con.temdo
Inicial final
To I 16.3 8.08
To Il 16.3 8.96
To 1 16.3 9.08
To v 16.3 9.52
T1 I 16.3 14.12
T1 Il 16.3 13.24
T1 1 16.3 13.08
T1 v 16.3 10.96
T2 I 16.3 9.92
T2 Il 16.3 10.32
T2 1 16.3 9.96
T2 v 16.3 10.84
Ts I 16.3 6.48
Ts Il 16.3 6.6
Ts 1] 16.3 5.96
T3 A 16.3 6.44
Fuente: Elaboracion propia.
Cuadro 6. Porcentaje (%) de Pb total retenido en el suelo
Repeticiones Tratamientos
To T1 T2 Ts
I 49.5 86.6 60.85 39.7
Il 54.9 81.2 63.31 40.4
1] 55.7 80.24 61.1 36.5
v 58.4 67.23 66.5 39.5
Promedio 54.60 b 78.81 a 62.94 b 39.02c

Fuente: Elaboracion Propia.

*Valores promedio en una misma columna seguida por diferente letra indican diferencias significativas

con la prueba de Tukey (p<0,05).

Como se puede observar en el cuadro 6 los tratamientos T: y T» son los que
presentaron el mayor porcentaje de retencion o fitoestabilizacion de Pb en el suelo con
78.81 y 62.94%, los cuales fueron mayores al To con 54.60% y al T3 con 39.02%. Segun el

andlisis de varianza (ANOVA) para la variable fitoestabilizacion de Pb, los tratamientos To, T
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y T presentaron diferencias significativas al 0.05 de nivel de significancia frente al
tratamiento Tz (Anexo 8.2), asi mismo, el tratamiento T: estadisticamente muestra la mayor
cantidad de Pb retenido en el suelo, lo que indica que la dosis de 1 g del hongo Glomus
intrarradices muestra buenos resultados en la fitoestabilizacion de Pb. Por otro lado, también

se observa que a mayores dosis (3 a 5 g) la cantidad de Pb retenido es menor, incluso que
el tratamiento Ty (testigo).

Los resultados antes mencionados indican que el hongo Glomus intrarradices en
asociacion con las raices de las plantas de cacao presentaron un efecto fitoestabilizador,
reteniendo al Pb en el suelo mediante la accién de los exudados del micelio que secreta una
sustancia llamada glomalina que es la responsable de dicho efecto, tal como lo menciona
Vodnik et al., (2008), quien determiné la relacion entre la glomalina en el suelo secretada por
el género Glomus y el contenido de Pb. La glomalina total relacionada al suelo representd
5.4 a 21.2% de la materia organica y se correlacion6 positivamente con las concentraciones
de Pb y Zn en el suelo, lo que indica que esta sustancia influye en el contenido de Pb que
esta retenido por su accién inmovilizadora. En la figura 5 se puede observar claramente el
porcentaje de Pb retenido en el suelo.

90

78.81 a
80

70 62.94 b
60 546 b
50
39.02C
40
30

20

Porcentaje de Pb retenido (%)

10

Tratamiento

® % Pb retenido en el suelo

Fuente: Elaboracién Propia.

Figura 5. Porcentaje de Pb retenido en el suelo.

Asi mismo Gonzales et al. (2004), también realizaron un trabajo de investigacion cuyo
objetivo fue evaluar el efecto que presenta la glucoproteina llamada glomalina, producida
por el hongo del genero Glomus en la adsorcion de Pb. El experimento mostré que la
glomalina extraida de suelos contaminados contenia 1.12 mg de Pb/g, por lo que se llego a
la conclusién que la glomalina puede ser utilizada para la estabilizacion que conduce a la
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remediacién de suelos contaminados con Pb. Otro autores como Gaur y Adholeya (2004);
Janouskova et al. (2006) y Hurtado (2012), realizaron trabajos de investigacién donde
determinaron la influencia de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) como el Glomus
en la inmovilizacion de metales pesados, lo que concuerda con los resultados obtenidos en
el presente proyecto puesto que al menos una de las dosis (1 g/planta) se logré observar
que se encontrd cantidades de Pb retenido en el suelo, sobre todo en los tratamientos Ty y
T, que fueron estadisticamente mayores al tratamiento testigo (To).

4.2. Efecto de la aplicacién de Glomus intrarradices en la acumulacion de Pb en los

plantones de cacao (Theobroma cacao L.) en la etapa de vivero

Como se puede observar en el cuadro 7 los tratamientos T1, T2 y T3 presentaron menor
acumulacién de Pb en los plantones de cacao con 2.79, 2.61 y 2.60 mg/kg? frente al
tratamiento testigo To que fue el que acumulo mayor cantidad de Pb con 2.86 mg/kg™.
Segun el analisis de varianza (ANOVA) para la variable acumulacién de Pb muestra que
entre todos los tratamientos estudiados no presentaron diferencias significativas al 0.05 de
nivel de significancia (Anexo 8.2), por lo tanto, no se realizé la prueba de promedios de
Tukey. Este andlisis estadistico indica que las dosis del hongo no influenciaron en la
acumulacién de Pb en los plantones de cacao. Este resultado se contradice con el estudio
de Pérez et al. (2019), quien evalud la absorcién y acumulacion de Cd en un patron de
cacao (IMC 67) con la presencia de los hongos micorrizicos arbusculares para determinar

cémo inmovilizadores de Cd.

Cuadro 7. Acumulacién de Pb promedio en los plantones de cacao (mg/kg™)

Repeticiones Tratamientos
To T1 T2 Ts
I 2.97 2.77 2.62 2.51
Il 3.06 2.67 2.37 2.69
1] 2.86 2.65 2.88 2.48
v 2.56 3.1 2.58 2.72
Total 2.86 a 2.79 a 2.61a 26a

Fuente: Elaboracion propia.
*Valores promedio en una misma columna seguida por diferente letra indican diferencias significativas

con la prueba de Tukey (p<0,05).

Los resultados del estudio mostraron que las plantas de cacao acumulan normalmente
el Cd pudiendo crecer y desarrollarse bajo estas condiciones tal como lo describe Llatance

et al. (2018), pero las plantas que micorrizadas disminuyeron significativamente la
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acumulacion de Cd en todos los 6rganos de los plantones, por lo que se observa que los
resultados en el presente proyecto estén influenciados por un factor del suelo como el pH o
la materia organica (Gonzales et al. 2004).

Asi mismo cabe resaltar que las plantas colonizadas por lo hongos micorrizicos
arbusculares aumentan el area superficial de exploracion del suelo por la gran cantidad de
raices que se producen en asociacion con el hongo lo que permite una mayor absorcion y
acumulacion de nutrientes por parte de las plantas entre los que también se absorben y
acumulan metales pesados (Smith et al. 2010). Por lo tanto, cabe resaltar que segun los
resultados el tratamiento testigo (To) acumulo mas Pb en los tejidos que los plantones que
fueron inoculados porque hubo otros factores que estuvieron involucrados en su normal

funcionamiento (Figura 6).
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2.75
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2.45
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Tratamientos

Fuente: Elaboracion Propia

Figura 6. Acumulaciéon de Pb en los plantones de cacao.

Por otro lado, dentro del género Glomus existen muchas especies que pueden tolerar y
tener un mejor efecto en cuanto a la inmovilizacion de los metales pesados en el suelo lo
que, lo que indica que la variable genética también un papel importante en este proceso, asi
mismo cabe mencionar que la acumulacién de metales pesados se da mayormente en las
raices y tallos de las plantas de cacao y una minima acumulacién en las partes aéreas
(Bano y Ashfaqg 2013; Campos y Flores 2016).
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V. CONCLUSIONES

Por todo lo expuesto anteriormente en el presente trabajo de investigacion se

concluye lo siguiente:

> Para la variable fitoestabilizacién las dosis del hongo Glomus intrarradices 1y 3 g
pertenecientes a los tratamientos T: y T. fueron los que mayor cantidad de plomo

retenieron (fitoestabilizaron) a comparacion del tratamiento testigo To.
> Para la variable acumulacion de Pb ninguna dosis (1, 3 y 5 g) del hongo Glomus

intrarradices influencio en la acumulacion de Pb en los plantones de cacao a los 90

dias.
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VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a las evaluaciones y datos obtenidos se recomienda lo siguiente:

>

Realizar trabajos de investigacion utilizando otras variedades de hongos micorrizicos

arbusculares.

Realizar trabajos de investigacion sobre la influencia de los sustratos en el desarrollo y

accion de los hongos micorrizicos arbusculares.

Realizar estudios sobre los componentes que secretan los micelios de varias especies

de hongos micorrizicos arbusculares.

Realizar trabajos de investigacién con suelos mas contaminados y con valores altos de

materia organica.

Realizar esta investigacion en épocas de verano.
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8.1.

8.1.2.

VIIl.  ANEXOS

Operacionalizacion de variables

8.1.1. Variable dependiente

v Fitoestabilizaciéon de Pb

La fitoestabilizacion es el mecanismo que emplea la planta de cacao en
asociacion con el hongo para retener o estabilizar el Pb en el suelo y evitar su
absorcion y acumulacion en los plantones de cacao. Se determiné al inicio antes del
trasplante de los plantones en las macetas con el analisis del sustrato y al final del
experimento. Se calculd utilizando los datos del contenido de Pb en el sustrato inicial
y luego se comparé con el analisis final del mismo luego de retirar los plantones y
llevarlos al laboratorio (Hurtado, 2012). Se utilizd el siguiente célculo mediante una

regla de tres simples para determinar el porcentaje de Pb retenido en el suelo:

CF (100)/CI

Cl: contenido inicial

CF: contenido final del sustrato

Variable Independiente

v Dosis del hongo Glomus intrarradices

La acumulacion de Pb en los tejidos de los plantones de cacao se
determiné mediante la cuantificacion del contenido de Pb en todos los plantones de
cacao que fueron micorrizados al final del experimento a los 45 dias después de
haberlas inoculado (Hurtado, 2012).
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

Analisis estadistico

Fitoestabilizacion.

ANOVA
Porcentaje de Pb retenido (%)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3305,242 3 1101,747 48,288 ,000
Intra-grupos 273,796 12 22,816
Total 3579,038 15
Fuente: SPSS version 19.
Porcentaje de Pb retenido (%)
HSD de Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3
Ts 4 39,0250
To 4 54,6250
T2 4 62,9400
T1 4 78,8175
Sig. 1,000 ,118 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000.
Fuente: SPSS version 19.
Acumulacion de Pb en los tejidos
ANOVA
Acumulacién de Pb en los tejidos
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,209 3 ,070 1,863 ,190
Intra-grupos ,449 12 ,037
Total ,658 15

Fuente: SPSS version 19.
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Analisis de suelos

analisisdesuelosunas@hotmall.com

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA

Carretera Central Km 1.21 - Tingo Maria - CELULAR 944407531
Facultad de Agronomia - Laboratorio de Andlisis de Suelos, Agua y Ecotoxicologia

SOLICITANTE: LEANDRO GOMEZ RIOS PROCEDENCIA: UCAYALI
CULTIVO: CACAO (SUELO)
"ANALISIS MECANICO
DATOS Lot pH|MO.[ N | P ! Pb & %

wmm*“*hmnlziiﬁ cc Bas. et

DEL LAB. pPm | ppm | ppm Camb. Al
1 |so114 To 59 | 20 | 21 ;":':; 7.67| 213 |01/ 7.08 | 1.2¢4 | 163 7.3 100.00

MUESTREADO POR EL SOLICITANTE

TINGO MARIA, 16 DE MARZO 2021

AD MACTONAL ATRANLA OF LA SE1Lws

LAR asAusM) Ok WELDS

> -
v
—~— - -
i/
€

Ing* kuis - Mapgilla Minove
N JEFF

Cuadro 8. Andlisis inicial de sustrato.
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8 UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA -
: Carrotera Central Km 1.21 - Tingo Maria - CELULAR 944407531 g
Facultad de Apronoma - Leboratorio de Andiisis de Sueios, Ague y Ecotoricaiogis {‘

analisisdesuvelosunas@hotmail.com

ANALISIS DE SUELOS

SOLICITANTE: LEANDRO GOMEZ RIOS PROCEDENCIA: UCAYAL)
MUESTRA: SUELOS
DATOS PLOMO TOTAL
» OO0 G LAR NEFERENCIA »
1 0118 torl 8.08
2 0118 tor2 8.96
3 0147 tor3 9.08
. 2118 tord 9.52
5 2118 tirl 14.12 | o S-Sy
. 50120 un 13.24 bl —
' s 1 13.08 L€ S
: SN tird 10.96 e M A PN
’ o3 2 9.92 Ing* E£Gls G- Mapdilla Minove
| sem w2 10.32 JEEE
1" 018 123 9.96
12 S0 t2r4 10.84
" 80127 31 6.48
“" S0128 3r2 6.60
" 80129 t3r3 5.96
" 50130 t3rd 6.44
MUESTREADO POR EL SOLICITANTE

Tingo Maria, 16 de marzo 2021

Cuadro 9. Andlisis final del sustrato.
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;8 UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA ,4!
J T vt e unmvm.- Labvratorns de Anddings ok Swedn Qevar y Sosonsikogie @
S —— Carnn ( ovval Aw o Narss - & v N
ANALISIS ESPECIAL
SOLICITANTE: LEANDRO GOMEZ RIOS
PROCIDENCIA R vcavay
MUESTRA TENDO FOUAR DE CACAO
DATOS PLOMO
Codigo Tipo (ppm)
/| ME_0651 | torl 297
ME_0652 | tor2 306
)| ME_0653 | tor3 286
o ME_0854 | tord 296
o meoess | et | 277 GPEND VDS neCBIL AR 28 LA S0
o ME_0656 | t1r2 267 — ‘
A ME06ST | tes | 268 A4
] ME 0658 fixd §10 Ing* L_‘.WC’ MaocTﬁc M”"OV-&
o ME_0659 | r2r1 262 5 JEEE
w| ME_0660 | t2r2 237
u| ME 0661 | t2r8 288
2| ME_0862 | t2n4 238
| ME_0663 8¢l 251
| ME_o664 | t8r2 269
| ME_0665 | tSe8 248
w| ME_0G66 | tare 272
MUESTREADO POR EL SOLICTTANTE
TINGO MARIA, 16 DE MARZO 2021
|
L 4

Cuadro 10. Analisis de Pb total en los tejidos.
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8.4. Iconografia.

Medidas:

e Areatotal: 10 m x 40 m: 40 m2.

e Areade la Unidad Experimental: 1m x 1m: 1m 2.

10 m

4m
T0 1! T2 T3
-0m-] T it T2 T0 - 10 cm~
T0 T m T
T0 1t T2 s

Figura 7. Disefio Experimental aplicado en campo.
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MYCOSYM TRI-TON

rrhiza Vitalizer for Plants
Mykorrhila Vitalisator fur Pflanzen
corhize Vitaliseur pour Plants
mizia Vitalizzatore per Piante
Riza Vitalizadr para Plantas

Figura 8. Producto comercial MYCOSYM TRI-TON (Frontal).
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Figura 9. Producto comercial MYCOSYM TRI-TON (Reverso).
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Figura 10. Preparacion de las semillas (con aserrin).

Figura 11. Semillas de San Alejandro para el pre germinado.
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Figura 13. Parcela contaminada con Pb (Caserio Mar de Plata)
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Figura 14. Coleccion de suelo contaminado con Pb.

Figura 15. Llenado de suelo contaminado con Pb. en sacos.
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Figura 16. Colocado del sustrato para la esterilizacion.

Figura 17. Esterilizacion del sustrato a bafio Maria.
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Figura 18. Preparacion de muestra de sustrato para observar en el Estereoscopio.

Figura 19. Colocacion de la muestra en el estereoscopio.
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Figura 20. Presencia de micorrizas nativas.

Figura 21. Pesado de las arcillas volcanicas que contiene el Glomus intrarradices.
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Figura 23. Instalacién de todo el experimento
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Figura 25. Raiz micorrizado por Glomus intrarradices.
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