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RESUMEN

La actividad minera del cobre (Cu) en Chile genera grandes
cantidades de desechos téxicos que contaminan los suelos;
una alternativa para recuperar estos suelos es utilizar mi-
corrizas, microorganismos del suelo adaptados a esta con-
dicién para inocular las raices de las plantas. El objetivo
del presente estudio fue determinar la influencia de mi-
corrizas arbusculares (MA) del género Glomus spp. en el
crecimiento y la acumulacién de Cu de girasol (Helianthus
annuus L.). En la cuenca del rio Aconcagua, Chile central,
se recolectaron muestras de suelo contaminados con Cu;
los suelos 1y 2 del Valle de Catemu y el suelo 3 del Valle
de Puchuncavi. En esos suelos, inoculados (M) y no ino-
culados (M) con MA se sembraron semillas de girasol. A
los 50 d se midi6 la biomasa seca, colonizacién micorrizica
y concentracién de Cu en los tejidos de las plantas. Los
suelos presentaron una textura franco-arenosa, 3.5-12.8 %
materia orgdnica, pH 6.7-6.9, Cu total 382-7678 mg kg~ L
y Cu disponible 72-574 mg kg~ '. El mayor crecimiento de
las plantas se presenté en los tratamientos M™ (p=<0.05)
respecto a sus testigos M~ . Hubo una disminucién signifi-
cativa (p<0.05) en la colonizacién (67, 32 y 58 %) al au-
mentar el Cu en el suelo y las plantas M™ presentaron ma-
yor capacidad para acumular Cu (285-697 mg kg™") en los
tres suelos respecto a sus testigos M. La acumulacién de
Cu fue mayor en la raiz que en el tejido aéreo. Se concluye

que las MA (Glomus spp.) contribuyen al crecimiento y la
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ABSTRACT

The copper (Cu) mining activity in Chile generates large
amounts of toxic wastes that pollute soils; an alternative
to recuperate these soils is to use mycorrhizae, soil
microorganisms adapted to this condition, to inoculate
plant roots. The objective of this study was to determine
the influence of arbuscular mycorrhizae (AM) of the
Glomus spp. genus on the growth and accumulation of Cu
in sunflower (Helianthus annuus L.). In the Aconcagua
River basin, central Chile, soil samples polluted by Cu
were collected; soils 1 and 2 of the Catemu Valley and
soil 3 of the Puchuncavi Valley. In these soils, inoculated
(M™) and not inoculated (M~) with AM sunflower seeds
were planted. After 50 d, dry biomass was measured, as
well as mycorrhizal colonization and Cu concentration in
the plant tissues. The soils presented a sandy-loam texture
and were characterized by 3.5 to 12.8 % of organic matter,
pH 6.7 to0 6.9, total Cu 382 to 7678 mg kg ', and Cu
available 72 to 574 mg kg_l. The greatest growth of plants
occurred in M™ treatments (p<0.05) as compared to their
M witnesses. There was a significant decrease (p=<0.05)
in colonization (67, 32 and 58 %) when increasing the
Cu in the soil and M* plants presented a higher capacity
to accumulate Cu (285-697 mg kg™") in the three soils as
compared to their M~ witnesses. The Cu accumulation was
higher in the root than in the aerial tissue. It is concluded
that the AMs (Glomus spp.) contributed to the growth and
accumulation of Cu in sunflower, favoring the processes of

soil recuperation.
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acumulacién de Cu en girasol y favoreciendo los procesos

de recuperacién de suelos.

Palabras clave: colonizacién micorrizica, fitoestabilizacién y

Helianthus annuus L.
INTRODUCCION

os suelos agricolas cercanos a las actividades

mineras en la cuenca del rio Aconcagua, en

Chile central, se caracterizan por presentar
concentraciones altas de metales entre los que des-
taca el cobre (Avila et 4., 2010), que proviene de las
emisiones de material particulado de la fundicién y
refinerfa Ventana, en concentraciones de 104 a 530
mg Cu kg_1 (De Gregori et al. 2003). El cobre (Cu)
es un nutriente esencial pero en altas concentraciones
puede ser téxico para la biota animal y vegetal aso-
ciada al suelo (Adriano, 2001). Por tanto, hay interés
creciente por manejar estos suelos, reducir el riesgo
ecoldgico y recuperar las zonas impactadas. Entre las
alternativas de manejo de estos suelos destaca la fito-
rremediacién para lo cual se usa un grupo de plantas
metaléfilas (Pollard ez al., 2002), que pueden crecer
en suelos con metales. Estas plantas poseen mecanis-
mos especificos que les permiten acumular més de
1000 mg kg ™" de Cu sin presentar sintomas visibles
de toxicidad (Lasat, 2000), por lo que son una alter-
nativa para recuperar suelos contaminados por activi-
dades mineras (Ginocchio y Baker, 2004).

El efecto acumulador de algunas plantas puede ser
potenciado con el uso de microorganismos del suelo,
como las micorrizas arbusculares (MA), que estdn es-
trechamente relacionados con las raices de las plantas
(Novoa et al., 2010). El efecto en la tolerancia y la
acumulacién de metales que tienen las MA depende
de las propiedades fisicas y quimicas de los suelos y
el tipo de planta hospedera (Chen et al., 2007). El
girasol (Helianthus annuus L.) es un rizofiltrador po-
tencial de cadmio, niquel, cobre, cinc, cromo, plomo
y radioisétopos; ademds es micotréfica del género
Glomus spp. (Davies et al., 2001) y absorbe metales
en mayor cantidad en sus raices que en sus brotes
(Christie et al., 2004). Por tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar la influencia de MA del géne-
ro Glomus spp. sobre el crecimiento y la acumulacién
de Cu en plantas de girasol creciendo en suelos agri-
colas cercanos a la actividad minera en la cuenca del
rio Aconcagua.
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INTRODUCTION

gricultural soils near mining activities in the
Aconcagua River basin, in central Chile, are
haracterized by having high concentrations
of metals, among which copper stands out (Avila ez
al., 2010), which results from emissions of material
in particles from Ventana smelting and refining,
in concentrations of 104 to 530 mg Cu kg~ (De
Gregori e al., 2003). Copper (Cu) is an essential
nutrient, but in high concentrations it can be toxic
to the animal and plant biota associated to the
soil (Adriano, 2001). Therefore, there is a growing
interest for managing these soils, reducing the
ecological risk and recuperating the zones impacted.
Among the management alternatives for these soils,
phytoremediation stands out, for which a group
of metalophile plants is used (Pollard ez /., 2002),
which can grow in soils with metals. These plants
possess specific mechanisms that allow them to
accumulate more than 1000 mg kg_1 of Cu without
presenting visible symptoms of toxicity (Lasat, 2000),
and making them an alternative for recovering soils
contaminated by mining activities (Ginocchio and
Baker, 2004).

The accumulating effect of some plants can be
potentiated with the use of microorganisms in the
soil, such as arbuscular mycorrhizae (AM), which are
closely related to the roots of plants (Novoa ez al.,
2010). The effect on tolerance and the accumulation
of metals that the AMs have depend on the physical
and chemical properties of the soils and the type
of host plant (Chen ez al, 2007). The sunflower
(Helianthus annuus L.) is a potential root filter of
cadmium, nickel, copper, zinc, chromium, lead
and radioisotopes; it is also mycotrophic to the
Glomus spp. genus (Davies ez al., 2001) and absorbs
metals in a higher amount through its roots than
in its shoots (Christie et al., 2004). Therefore, the
objective of this study was to determine the influence
of AM from the genus Glomus spp. on the growth
and Cu accumulation in sunflower plants that grow
in agricultural soils near the mining activity in the
Aconcagua River basin.

MATERIALS AND METHODS

For this experiment, three soil samples were collected in

agricultural areas with copper mining activities in the localities
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MATERIALES Y METODOS

Para este experimento se recolectaron tres muestras de
suelo en zonas agricolas con actividad minera de cobre en las
localidades de Catemu (suelo 1 y suelo 2; Valle Catemu) y
Puchuncavi (suelo 3; Valle Puchuncavi), en la cuenca del rio
Aconcagua, Regién de Valparaiso, Chile. Las muestras de sue-
lo fueron compuestas, se tomaron de suelo superficial (hasta
20 cm de profundidad) 20 kg por muestra, y se transportaron
en bolsas pldsticas al laboratorio de Ecotoxicologia y Medio
Ambiente de la Universidad de Valparaiso. Las muestras se se-
caron en estufa (modelo LDO-150N, Labtech Hebro, Santia-
go, Chile) a 40 °C por 24 h (Sadzawka ¢z al., 20006). Para evi-
tar la presencia de MA nativas u otros microorganismos que
pudieran interferir en el experimento y alterar las mediciones,
los suelos se esterilizaron 20 min, en autoclave, durante 2 d
(Novoa et al; 2010).

Las propiedades fisicas y quimicas de los suelos se determi-
naron en triplicado: 1) textura por el método del hidrémetro
simplificado de acuerdo con Sheldrick y Wang (1993); 2) por-
centaje de materia orgdnica (MO) por el método de calcina-
cién en mufa a 550 °C y dilucién con 4cido clorhidrico (HCI)
(Sadzawka ez al., 2007); 3) concentracién de fésforo (P) dispo-
nible por el método de Olsen mediante una extraccién con una
solucién de bicarbonato de sodio 0.5 N a pH 8.5; 4) P en el
extracto por espectroscopia de absorcién molecular con el mé-
todo de azul de metileno y con dcido ascérbico como reductor
(Sadzawka e al., 20006); 5) pH con un potenciémetro digital
(modelo Q-400m2, QUIMIS, Diadema, Sao Paulo, Brasil) se-
gtin la metodologia de Jackson (1964); 6) concentracién to-
tal y disponible de Cu mediante espectroscopia de emisién
atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP) (modelo
AES OPTIMA 2000 DV, Perkin Elmer®, EE.UU.); 7) diges-
tién de suelos para determinar de Cu total se realizé con una
mezcla de dcidos y oxidantes (HNO;, HCI, H,0, y HCIO )
(Sadzawka er al., 2005), y esta metodologia fue validada con
Material de Referencia Certificado (Montana Soil NIST 2710
y San Joaquin Soil NIST 2709, EE.UU.); 8) Cu disponible se
determiné luego de la extracciéon desde el suelo con 4cido die-
tilentriamin pentacético (0.05M DTPA+0.0IMCaCl,+0.1M
trietanolamina, a pH 7.3) con 2 h de agitacién con movimiento
reciproco (Lindsay y Norvell, 1978).

El experimento se realiz6 entre julio y diciembre del 2010
y en agosto del 2010 se sembraron semillas de girasol desinfec-
tadas (80 % germinacién), marca Vilmorin, e inoculadas con
MA comerciales (MYCOSYM TRI-TON® de MYCOSYM
International Company AG de produccién en Milaga, Espa-
fia, con oficinas comerciales en Basilea, Suiza), un producto

granular compuesto principalmente de arcilla, como material

of Catemu (soil 1 and soil 2; Catemu Valley) and Puchuncavi
(soil 3; Puchuncavi Valley) in the Aconcagua River basin,
Valparaiso Region, Chile. The soil samples were composed and
taken from the superficial soil (down to 20 cm of depth), 20 kg
per sample, and transported in plastic bags to the Ecotoxicology
and Environment laboratory of the Valparaiso University. The
samples were dried in a stove (LDO-150N model, Labtech
Hebro, Santiago, Chile) at 40 °C for 24 h (Sadzawka et al.,
2006). In order to avoid the presence of native AMs or other
microorganisms that could interfere in the experiment and alter
measurements, the soils were sterilized for 20 min, in autoclave,
for 2 d (Novoa ez al., 2010).

The physical and chemical properties of the soils were
determined by triplicate: 1) texture through the simplified
hydrometer method, based on Sheldrick and Wang (1993);
2) percentage of organic matter (OM) through calcination
in furnace at 550 °C and dilution with chloride acid (HCI)
(Sadzawka et al., 2007); 3) concentration of phosphorous (P)
available by the Olsen method through an extraction with
a sodium bicarbonate solution of 0.5 N at a pH of 8.5; 4)
P in the extract through molecular absorption spectroscopy
with the methylene blue method and with ascorbic acid
as a reducer (Sadzawka er al., 2006); 5) pH with a digital
potenciometer (Q-400m2 model, QUIMIS, Diadema, Sao
Paulo, Brazil) based on the methodology described by Jackson
(1964); 6) total and available concentration of Cu through
atomic emission spectroscopy with inductively coupled
plasma (ICP) (AES OPTIMA 2000 DV model, Perkin
Elmer®, USA); 7) digestion of soils to determine total Cu
was performed with a mixture of acids and oxidants (HNO3,
HCI, H,0, and HCIO,) (Sadzawka et al., 2005), and this
methodology was validated with Certified Reference Materials
(Montana Soil NIST 2710 and San Joaquin Soil NIST 2709,
USA); 8) Cu available was determined after the extraction
from the soil with dietilentriamin pentacetic acid (0.05M
DTPA+0.0IMCaCl2+0.IM trietanolamine, at pH 7.3)
with 2 h of agitation with reciprocal movement (Lindsay and
Norvell, 1978).

The experiment was performed between July and December
2010, and on August 2010 disinfected sunflower seeds were
planted (80 % germination), Vilmorin brand, and inoculated
with commercial AM (MYCOSYM TRI-TON® from
MYCOSYM International Company AG of production in
Malaga, Spain, with commercial offices in Basel, Switzerland),
which is a granular product composed mainly of clay, as a bearer.
The experimental design was random blocks based on the M™*
and M~ treatments. In each one of the three soils, two treatments
were applied: inoculated (M™) and not inoculated (M ™) with

AM, with four repetitions each. Plastic containers of 1.5 kg were
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portador. El disefio experimental fue de bloques al azar con
base en los tratamientos M* y M ™. En cada uno de los tres
suelos se aplicaron dos tratamientos: inoculados (M™) y no
inoculados (M™) con MA, con cuatro repeticiones cada uno.
Se usaron envases de pldstico de 1.5 kg y en cada uno se agregé
1 kg de suelo y tres semillas de girasol; la unidad experimental
fue las tres plantas germinadas de cada envase de plistico. En
los tratamientos M se agregaron 3 g de inéculo de MA alre-
dedor de las semillas. Las condiciones experimentales fueron de
invernadero: temperatura ambiente (25 °C=*2), 50 % humedad
relativa (2 %) y fotoperiodo 14 h luz y 10 h oscuridad. Los
riegos se hicieron cada 2 d con 22 mL de agua potable para
cada unidad experimental (Ginocchio y Narvéez, 2002). Una
vez por semana en cada planta se midié: altura, didmetro del
tallo y nimero de hojas.

Las plantas de girasol se cosecharon en la etapa fendlogica
principio de floracién (a los 50 d), se lavaron con agua potable,
se sumergieron en una solucién de HCI 0.1 mol L™y se enjua-
garon con agua desionizada (Sadzawka ez al., 2007). Después
fueron secadas 48 h en estufa (modelo LDO-150N, Labtech
Hebro, Santiago de Chile) a 60 °C, se pesaron en una balanza
analitica (modelo AAA SERIES L, Adam Equipment, EE.UU.)
(Ginocchio y Narvdez, 2002) y se determind la biomasa seca aé-
rea (hoja y tallo) y radical. El porcentaje de colonizacién mico-
rrizica se evalué cortando fragmentos de 1 cm de raiz secundaria
de las plantas de girasol M7 (recién cosechadas). Estas raices
se clarificaron en hidréxido de potasio (KOH) al 2.5 % p:v™),
se lavaron con HCI 1 % para eliminar los excesos de KOH y
se tifieron con azul tripano 0.05 % p:v™~" (Phillips y Hayman,
1970). Las raices tenidas se distribuyeron al azar en una placa
petri cuadriculada y el porcentaje de colonizacién micorrizica se
evalué con un microscopio estereoscopico (modelo StemiDV4,
Zeiss, Nueva York, EE.UU.) segtin el método de intercepcién
de linea (Giovanetti y Mosse, 1980). La concentracién de Cu
total en los tejidos aéreos y radicular de las plantas de girasol,
Mt y M, se determiné mediante ICP (modelo AES OPTI-
MA 2000 DV, Perkin Elmer®, EE.UU.). Para la digestién de
los tejidos se usé una mezcla 4cida-oxidante (HNO3/H,O,/
HCIO,) (Sadzawka ez al., 2005). La metodologia para deter-
minar Cu total en muestra vegetal fue validada con Material de
Referencia Certificado (Virginia Tobacco Leaves CTA-VTL-2 y
Spinach Leaves SRM 1570%, EE.UU.).

Para determinar las diferencias significativas entre los trata-
mientos MT y M~ se usé un ANDEVA de una via con la prueba
de Tukey (p=0.05), y para determinar la relacién entre el Cu dis-
ponible y el Cu total se realizé una correlacion lineal de Pearson.
Estos andlisis se realizaron con el programa minitab 15 (Minitab,
State College, Pennsylvania, EE.UU.). Los resultados se mues-

tran como media £ desviacién estindar (DE).

312 VOLUMEN 47, NUMERO 4

used, and in each one 1 kg of soil and three sunflower seeds
were added, with the experimental unit being the three plants
germinated in each plastic container. In the M™ treatments 3 g
of AM inoculum were added around the seeds. The experimental
conditions were greenhouse: environmental temperature
(25 °C=*2), 50 % relative humidity (£2 %) and a photoperiod
of 14 h light and 10 h darkness. Irrigation was applied every 2 d
with 22 mL of fresh water for each experimental unit (Ginocchio
and Narvdez, 2002). Once a week, cach plant was measured:
height, stem diameter and number of leaves.

Sunflower plants were harvested in the phenologic stage of
the beginning of flowering (at 50 d), they were washed with fresh
water, submerged in a solution of HCI 0.1 mol L™ ! and rinsed
with deionized water (Sadzawka ez al., 2007). After, they were
dried for 48 h in a stove (LDO-150N model, Labtech Hebro,
Santiago de Chile) at 60 °C, weighed on an analytical scale (AAA
SERIES L model, Adam Equipment, USA) (Ginocchio and
Narvédez, 2002), and the dry aerial as well as the root biomass
(leaf and stem) was determined. The percentage of mycorrhizal
colonization was evaluated by cutting I cm fragments of secondary
roots from the M sunflower plants (recently harvested). These
roots were clarified in potassium hydroxide (KOH) at 2.5 %
pzv_l, washed with HCL 1 % to eliminate KOH excess and
dyed with tripane blue 0.05 % p:v~" (Phillips and Hayman,
1970). The dyed roots were randomly distributed in a gridded
petri dish and the percentage of mycorrhizal colonization was
evaluated with a stereoscopic microscope (StemiDV4 model,
Zeiss, New York, USA) based on the line interception method
(Giovanetti and Mosse, 1980). The total Cu concentration in
aerial and radicular tissues of the sunflower plants, M7T and
M", was determined by ICP (AES OPTIMA 2000 DV model,
Perkin Elmer®, USA). To digest tissues, an acid-oxidant mixture
was used (HNO3/H,0,/HCIOy) (Sadzawka ez al., 2005). The
methodology for total Cu determination in plant samples was
validated with Certified Reference Material (Virginia Tobacco
Leaves CTA-VTL-2 and Spinach Leaves SRM 15707, USA).

In order to determine the significant differences between M+
and M~ treatments a one-way ANOVA was used with the Tukey
(p=0.05) test, and to determine the relationship between Cu
available and total Cu, a linear Pearson correlation was carried
out. These analyses were performed with the minitab 15 program
(Minitab, State College, Pennsylvania, USA). The results are

shown as mean * standard deviation (SD).
REsuLrs AND DiscussioN
The soils presented a sandy-loam texture (Table 1)

and were classified as Entisols (Soil Survey Staff,
1999). When OM increases, the total and available
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REesuLTaADOS Y DISCUSION

Los suelos presentaron textura franco-arenosa
(Cuadro 1) y fueron clasificados como Entisoles
(Soil Survey Staff, 1999). Al aumentar la MO la
concentracién de Cu total y disponible disminuye
en los suelos, lo cual se debe a la alta afinidad de la
MO por los iones de Cu, disminuyendo su biodis-
ponibilidad (Kabata-Pendias y Pendias, 2000). El
pH fue levemente dcido y al disminuir, el Cu total
y disponible aumenté en el suelo. La concentracién
de P disponible fue mayor en los suelos 2 y 3 (66
y 48 mg kg™") comparados con el suelo 1 (17 mg
kg™"). De acuerdo con estos valores el suelo 1 pre-
sentarfa la mayor limitacién para el crecimiento de
las plantas ya que el P es un factor limitante (Sdn-
chez, 1976), pero segtn la clasificacién de Visquez
(1997) todos los suelos corresponderian a clase alta
(>11 mg kg_l). El Cu total en los suelos varié de
382 a 7678 mg kg™, superando lo reportado por
De Gregori ez al. (2003) en el mismo sector (104-
530 mg kg_l), lo cual sugiere una acumulacién de
Cu en el tiempo. Las concentraciones de Cu dispo-
nible variaron de 72 a 578 mg kg™, correlacion4n-
dose significativamente con el Cu total (r=0.95).

El inéculo de MA colonizé el sistema radicular
de las plantas en los tres suelos (Figura 1). La coloni-
zacién micorrizica disminuyé a medida que aumen-
t6 la concentracién de Cu en los suelos, lo cual po-
dria deberse a un efecto inhibitorio del Cu que pue-
de reducir el nimero de esporas y la colonizacién de

Cu concentration decreases in the soils, which
is due to the high affinity of OM to the Cu ions,
decreasing its bioavailability (Kabata-Pendias and
Pendias, 2000). The pH was slightly acidic and when
decreasing, the total Cu available increased in the soil.
The P available presented a higher concentration in
soils 2 and 3 (66 and 48 mg kg ") compared to soil 1
(17 mg kg_l). According to these values, soil 1 would
present the greater limitation for plant growth, since
P is a limiting factor (Sdnchez, 1976), but according
to classification by Visquez (1997) all soils would
correspond to the high class (>11 mg kg_l). The
total Cu in soils varied from 382 to 7678 mg kg_l,
exceeding the amount reported by De Gregori e al.
(2003) in the same sector (104-30 mg kg_l), which
suggests an accumulation of Cu over time. The
concentrations of Cu available varied from 72 to 578
mg kg_l, correlating significantly with the total Cu
(r=0.95).

The AM inoculum colonized the radicular
system of plants in the three soils (Figure 1). The
mycorrhizal colonization decreased as the Cu
concentration increased in the soils, which could be
due to an inhibiting effect by Cu that can reduce the
number of spores and the colonization of the plant
roots (Leyval er al., 2002). These results indicate
that the AMs are tolerant to concentrations of 382
to 7678 mg kg_l.

Sunflower plants in M* treatments from the
three soils presented greater growth (p=0.05)
compared to their control; these results are similar

Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de Catemu (suelos 1y 2) y Puchuncavi (suelo 3) en Valpa-

raiso, Chile.

Table 1. Physical and chemical properties of the soils in Catemu (soils 1 and 2) and Puchuncavi (soil 3), in Valparaiso,

Chile.
Propiedades Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
Fisicas:
Zona Valle Catemu Valle Catemu Valle Puchuncavi
Coordenadas geograficas 32° 48 S70°57° O 32° 46 S70°59° O 32° 44 S71°28 O
Distancia a la actividad minera, km 1.0 0.5 1.5
Textura Franco-arenosa Franco-arenosa Franco-arenosa
Quimicas:
pH 6.9 6.2 6.7
Materia orgdnica, % 12.8 £ 0.4 3.5x0.1 5.9 0.5
P disponible, mg kg_1 171 66 = 6 48 + 4
Cu total, mg kg ™" 382 + 16 7,678 * 1024 730 + 45
Cu disponible, mg kg™ 724 578 + 29 214+ 6
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las raices de las plantas (Leyval ez al., 2002). Estos
resultados indican que las MA son tolerantes a con-
centraciones de 382 a 7678 mg kg ™.

Las plantas de girasol de los tratamientos M ™
de los tres suelos presentaron mayor crecimiento
(p=<0.05) comparado con sus testigos; estos resul-
tados son similares a los observados por Davies ez
al. (2001), quienes reportan mayores alturas, did-
metros de tallos y nimero de hojas en plantas de
girasol M. Las alturas y los didmetros de los tallos
fueron menores en los suelos 2 y 3, lo cual se podria
deber a que estos suelos presentaron las mayores
concentraciones de Cu (Cuadro 2), ya que segin
Peralta et al. (2004), el Cu afecta el metabolismo
de las plantas causando menor crecimiento. La bio-
masa seca aérea y radical fue mayor (p=<0.05) en los
tratamientos M* (Cuadro 2), lo cual es similar a lo
encontrado por Novoa ez al. (2010) quienes indican
que la biomasa seca aérea y radical fue mayor en al-
falfa con MA del género Glomus spp. Las plantas de
girasol del suelo 1 presentaron el crecimiento ma-
yor y la concentracién menor de P (17.1 mg kg™
(Cuadro 1), lo que pudo ayudar al crecimiento por-
que la adicién de cantidades bajas de P es compa-
tible e incluso complementaria con las MA en la
estimulacién del crecimiento de las plantas (Saggin
y Siqueria, 1996).
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Figura 1. Porcentaje de colonizacién micorrizica (media =+
DE) en raices de girasol Mt con concentraciones
distintas de Cu en el suelo. Las letras diferentes
indican diferencias significativas entre los suelos
(p=<0.05).

Figure 1. Percentage of nycorrhizal colonization (mean * SD)
in M " sunflower roots at different concentrations of
Cu in the soil. Different letters indicate significant
differences between soils (p=<0.05).

to those observed by Davies er al. (2001), who
report greater heights, stem diameters and number
of leaves in M* sunflower plants. The heights and
stem diameters were smaller in soils 2 and 3, which

Cuadro 2. Comparacién del efecto de los tratamientos M* y M~ en las variables de crecimiento en girasol.
Table 2. Comparison of effects by M™ and M~ treatments on the growth variables in sunflower.

Cu total en suelos, mg kg_I

314

Tratamientos
Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
(382) (7678) (730)
Altura planta, cm
Inoculado 32 £ 6* + 4* 28 £ 5%
No inoculado 20+ 8 +1 205
Didmetro tallo, mm
Inoculado 3.8 £0.5* 2.6 £0.2* 2.7 = 0.2%
No inoculado 25+0.2 2.0 = 0.04 2.1 £0.1
Nuamero de hojas
Inoculado 10 £ 1* 9+ 1* 10 £ 1*
No inoculado 6*1 51 51
Biomasa seca aérea, g
Inoculado 1.3 = 0.2* 0.86 = 0.09* 0.94 = 0.09*
No inoculado 0.58 = 0.05 0.5 % 0.1 0.5*0.2
Biomasa seca radicular, g
Inoculado 0.12 = 0.01 0.10 = 0.03 0.12 = 0.02
No inoculado 0.09 = 0.04 0.06 = 0.04 0.05 = 0.01

*p=0.05 diferencias significativas entre tratamientos M y M~ (ANDEVA). Media = DE « *p=<0.05 significant
differences between Mt and M~ treatments (ANOVA). Mean = SD.
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Las concentraciones de Cu total en los tejidos
de girasol variaron de 174 a 697 mg kg™' (Cuadro
3), lo que corresponde a concentraciones excesivas y
téxicas para cultivos agricolas porque los intervalos
permitidos de Cu en tejido vegetal para su normal
crecimiento y desarrollo son 5 a 20 mg kg ™" (Adria-
no, 2001). Las plantas de girasol M™ presentaron
la acumulacién mayor de Cu y es similar a lo re-
portado por Novoa ez al. (2010), quienes indican
absorciones mayores de Cu en plantas de alfalfa ino-
culadas con MA del género Glomus spp. El andlisis
de los resultados sugiere que las MA favorecen la
absorcién de Cu por el girasol y ademds disminuyen
su paso al tejido aéreo fitoestabilizando el metal.
Esta respuesta se puede atribuir a la funcién de la
simbiosis micorrizica, porque las MA tienen como
primera barrera dos mecanismos para hacer frente a
las concentraciones altas de Cu: 1) su exudado deno-
minado glomalina (proteina producida por las MA)
relacionada directamente con la concentracién de
Cu en el suelo porque esta proteina se acumula en
mayor cantidad en ambientes con concentraciones
de Cu altas y, ademds, ayudaria a atrapar los metales
en la raiz en 28 %; y 2) su pared celular (quitina)
cargada negativamente, la cual adsorbe los metales
en su superficie por diferencia de carga, restringien-
do el movimiento del metal al tejido aéreo (Cornejo
et al., 2008).

could be due to the fact that these soils presented
the highest concentrations of Cu (Table 2), since
according to Peralta ez al. (2004) Cu affects the
metabolism of plants causing lower growth. The dry
aerial and root biomass was higher (p=<0.05) in Mt
treatments (Table 2), which is similar to what was
found by Novoa ez al. (2010) who indicate that the
dry aerial and root biomass was higher in alfalfa with
AM from the Glomus spp. genus. Sunflower plants
in soil 1 presented the greatest growth and the lowest
concentration of P (17.1 mg kg_l) (Table 1), which
could help in the growth because the addition of low
quantities of P is compatible and even complementary
with the AMs in stimulating the growth of plants
(Saggin and Siqueria, 1996).

The total Cu concentrations in sunflower tissues
varied from 174 to 697 mg kg™' (Table 3), which
corresponds to excessive and toxic concentrations
for agricultural crops, because the Cu intervals
allowed in plant tissues for their normal growth
and development are 5 to 20 mg kg™ (Adriano,
2001). Sunflower plants with M™ presented the
highest accumulation of Cu, which is similar to that
reported by Novoa ez al. (2010), who indicate higher
absorptions of Cu in alfalfa plants inoculated with
AM from the Glomus spp. genus. The analysis of
results suggests that the AMs favor the absorption of
Cu by the sunflower and in addition decrease their

Cuadro 3. Comparacién de la concentracién de Cu en tejidos de girasol con tratamientos M y M~ en los

suelos.
Table 3. Comparison of Cu concentration in sunflower tissues with M* and M~ treatments in the
soils.
Cu total en suelos, mg kg_1
Tratamientos
Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
(382) (7678) (730)
Cu en girasol
Aéreo
Inoculado 44 + 6* 24 + 6* 56 = 9*
No inoculado 9+8 6*3 53+ 6
Radicular
Inoculado 241 * 31* 270 =9 641 = 138*
No inoculado 165 = 21 230 * 81 513 = 60
Total
Inoculado 285 *+ 21* 294 + 16* 697 = 68*
No inoculado 174 = 15 236 * 48 566 * 39

*p=0.05 diferencias significativas entre tratamientos M y M~ (ANDEVA). Media = DE < *p=<0.05 significant
differences between M+ and M~ treatments (ANOVA). Mean *+ SD.
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CONCLUSIONES

El crecimiento mayor, en términos de altura y
biomasa, y la acumulacién de cobre hacen al girasol,
en asociacién con MA del género Glomus spp., una
especie potencial para la recuperacion de suelos con-
taminados con Cu.
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passage to the aerial tissue, phytostabilizing the metal.
This response can be attributed to the function of
the mycorrhizal symbiosis, because the AMs have
as the first barrier two mechanisms to face the high
concentrations of Cu: 1) their exudate called glomalin
(protein produced by the AMs) directly related to
the Cu concentration in the soil because this protein
accumulates in higher quantities in environments
with high Cu concentrations and, in addition, it
would help trap the metals in the roots in 28 %; and
2) their negatively charged cell wall (chitin), which
adsorbs metals on its surface, because of difference
in charge, restricting the movement of metal to the
aerial tissue (Cornejo ez al., 2008).

CONCLUSIONS

The greatest growth, in terms of height and
biomass, and the accumulation of copper make
sunflower, in association with AM from the Glomus
spp. genus, a potential species for the recuperation of
soils contaminated with Cu.
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