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RESUMEN

La presente investigacion abordd la contaminacién de suelos agricolas por plomo
(Pb)y aluminio (Al), elementos que limitan el crecimiento vegetal y comprometen la
sostenibilidad agropecuaria. Se evalué en invernadero el potencial de consorcios
de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) de los géneros Glomus, Acaulospora
y Gigaspora para mitigar estos efectos en Brachiaria decumbens. Los resultados
mostraron que la inoculacién con HMA mejord el crecimiento. En el tratamiento
12_C3, el didmetro de tallo alcanzé 1,6 cm y la altura superaron los 90 cm a los
75 dias con Acaulospora. El peso himedo foliar fue de 27 g en 12_C3 frente a 22 g
en 11_C3, mientras que el peso seco foliar llegd a 17-18 g, confirmando la eficiencia
de Acaulospora bajo estrés metélico. En raices, 13_C2 alcanzé 50 cm de longitud,
duplicando a 11_C1. Respecto a la acumulaciéon de metales, los tratamientos con
I3 mantuvieron niveles intermedios de Pb (13 y 18 mg kg') en comparacién con
[1_C3 (28 mg kg™"). Para el Al, los valores fueron elevados en todos los tratamientos
contaminados, llegando a 420 mg kg™, aunque sin afectar la biomasa en |1. El andlisis
de componentes principales explicé el 64,28 % de la variabilidad total, evidenciando
correlacién negativa entre metales y variables de crecimiento, confirmando el papel
modulador de la simbiosis micorrizica. La caracterizacién morfolégica validé la
presencia de Glomus, Acaulosporay Gigaspora, resaltando la diversidad funcional de
los consorcios. Estos hallazgos demuestran que la seleccion de HMA, especialmente
Acaulospora, constituye una estrategia biotecnoldgica eficaz para mejorar el
crecimiento de B. decumbens y reducir la acumulacion de metales.

Palabras clave: biomasa vegetal, biorremediacién, hongos benéficos, metal pesado,
suelo.

SUMMARY

The present study addressed the contamination of agricultural soils by lead (Pb)
and aluminum (Al), elements that restrict plant growth and compromise agricultural
sustainability. A greenhouse experiment was conducted to assess the potential of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) consortia from the genera Glomus, Acaulospora,
and Gigaspora to mitigate these effects in Brachiaria decumbens. The results
demonstrated that AMF inoculation enhanced plant growth. In treatment 12_C3,
stem diameter reached 1.6 cm and plant height exceeded 90 cm at 75 days with
Acaulospora. Leaf fresh weight reached 27 g in 12_C3 compared with 22 gin 11_C3,
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while leaf dry weight ranged from 17 to 18 g, confirming the efficiency of Acaulospora
under metal stress. For root development, 13_C2 achieved a length of 50 cm,
doubling that of 11_C1. Regarding metal accumulation, I3 treatments maintained
intermediate Pb levels (13-18 mg kg™*) compared with I1_C3 (28 mg kg™). In the case
of Al, concentrations were high across all contaminated treatments, reaching up to
420 mg kg™, although without compromising biomass in |1. Principal component
analysis explained 64.28% of the total variability, revealing a negative correlation
between metal concentrations and growth variables, thus confirming the modulatory
role of AMF symbiosis. Morphological characterization verified the presence of
Glomus, Acaulospora, and Gigaspora, highlighting the functional diversity of
the consortia. These findings demonstrate that the selection of AMF, particularly
Acaulospora, represents an effective biotechnological strategy to enhance the
growth of B. decumbens and reduce metal accumulation.

Index words: plant biomass, bioremediation, beneficial fungi, heavy metal, soil.

INTRODUCCION

La creciente demanda mundial de recursos forrajeros sostenibles y de alta calidad constituye uno de los
principales retos para los sistemas agropecuarios modernos (Chand, Indu, Singhal y Govindasamy, 2022). En el
contexto actual, marcado por el cambio climético, la intensificacion agricola y la degradacion de los suelos, las
especies forrajeras de alto rendimiento representan un pilar estratégico para garantizar la seguridad alimentaria
y la productividad pecuaria (Valencia, 2025). Entre estas especies, Mutimura y Ghimire (2021) mencionan que
Brachiaria decumbens ha adquirido relevancia global por su capacidad de adaptacion a diversos ambientes
edéficos y por su aporte significativo en la produccion de biomasa destinada a la alimentaciéon ganadera. Sin
embargo, Padhiary y Kumar (2024) indican que la expansién agricola y las actividades extractivas asociadas a
la mineria, el uso intensivo de agroquimicos y la deposicién atmosférica de contaminantes han incrementado
de forma alarmante la presencia de metales pesados en los suelos de regiones tropicales y subtropicales.
Elementos como el plomo (Pb) y el aluminio (Al), aunque naturalmente presentes en algunos suelos, alcanzan
niveles fitotdxicos bajo condiciones de acidificacion y acumulacién antrépica. Esta problematica compromete
directamente la fertilidad de los suelos, limita la absorcién de nutrientes esenciales y, en consecuencia, reduce
drésticamente la productividad de los pastos utilizados en la ganaderia (Guerra-Sierra, Mufioz y Sokolski, 2021).

En Ecuador, los sistemas ganaderos de la region litoral y amazdnica se desarrollan en suelos mayoritariamente
4cidos y de baja fertilidad, lo que facilita la biodisponibilidad de Pb y Al. La exposicidon continua de especies
forrajeras a estos elementos provoca alteraciones morfofisioldgicas, afectando la elongacidn radicular, la captacion
de aguay nutrientes, y la acumulacién de biomasa aérea. Esto no solo repercute en la calidad del forraje, sino que
puede implicar riesgos para la salud animal y humana, debido a la transferencia de metales pesados a lo largo de
la cadena tréfica (Rehman et al., 2025). Diversos estudios han documentado que la presencia de metales pesados
en la rizosfera induce estrés oxidativo, disminuye la actividad enziméatica y altera los procesos metabdlicos de las
plantas (Mohantyy Selvaraj, 2025). Frente a estos desafios, se requiere el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas
que permitan atenuar los efectos téxicos de los metales y, al mismo tiempo, promover el crecimiento vegetal en
condiciones adversas. La investigacién en simbiosis suelo-planta-microorganismos se presenta como una via
prometedora para alcanzar este objetivo, con especial énfasis en los hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

SegunZhangetal.(2024), los HMA, ampliamente distribuidos en ecosistemas naturales y agricolas, establecen
relaciones simbidticas mutualistas con las raices de la mayoria de las plantas superiores. Através de esta interaccién,
el hongo recibe compuestos carbonados derivados de la fotosintesis, mientras que la planta obtiene nutrientes
minerales, principalmente fésforo y nitrégeno, asi como una mayor tolerancia a factores de estrés bidtico y
abidtico. Diversas investigaciones han demostrado que los HMA actian como bioestabilizadores de metales
pesados, inmovilizdndolos en las hifas o en la matriz del suelo, reduciendo su translocacién hacia los tejidos
vegetales y favoreciendo asi la supervivencia y productividad de las plantas en ambientes contaminados (Pérez-
Moncada et al., 2019; Zhang et al., 2024). En estudios internacionales, la inoculacién con HMA ha mostrado un
efecto positivo en la biomasa foliar, el desarrollo radiculary la calidad nutricional de especies forrajeras cultivadas
en suelos con Pb y Al (Khanum et al., 2024). Estas evidencias han motivado el interés por explorar y caracterizar
los HMA presentes en agroecosistemas locales, identificando aquellos consorcios con mayor capacidad de
tolerancia y simbiosis efectiva. A pesar de estos avances, en Ecuador alin existe una limitada informacién sobre
la diversidad funcional de los HMA y su papel especifico en la mitigacion de metales pesados en B. decumbens.
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De manera particular, el reto radica en determinar si la inoculacion con HMA puede convertirse en una
herramienta biotecnolégica de manejo de suelos degradados y contaminados, mejorando el rendimiento
de cultivos forrajeros sin recurrir a métodos costosos o ambientalmente riesgosos. La posibilidad de generar
consorcios microbianos adaptados a las condiciones edéficas de la regién abre una oportunidad para fortalecer
sistemas ganaderos sostenibles, reducir el impacto ambiental y aportar a la bioeconomia local (Guzman et al.,
2021). En este contexto, surge la pregunta de investigacion que guia este estudio: ; puede la simbiosis micorrizica
arbuscular atenuar los efectos téxicos del plomo y aluminio sobre el crecimiento y desarrollo de B. decumbens
en condiciones controladas de invernadero?. Esta investigacion pretende responder a dicha pregunta mediante
la caracterizacion de HMA nativos y su evaluacidn en condiciones experimentales, generando conocimiento
aplicable a la gestién de suelos contaminados y al desarrollo de sistemas agropecuarios resilientes en el Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se llevd a cabo en los laboratorios de Quimica y Microbiologia y en el invernadero del
Campus Experimental “La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicado en el km
7.5 de la via Quevedo-El Empalme, cantén Mocache, provincia de Los Rios. El estudio se desarrollé bajo un
disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial A x B en condiciones de invernadero. El factor A
correspondié a los inoculantes micorrizicos Glomus (11), Acaulospora (12) y Gigaspora (13), mientras que el factor
B representd las concentraciones totales afiadidas al sustrato de metales pesados, especificamente plomo (Pb)y
aluminio (Al). Se establecieron los siguientes tratamientos: 20 mg kg’ de Pb + 400 mg kg™' de Al (C1), 30 mg kg™
de Pb + 500 mg kg' de Al (C2), 40 mg kg™ de Pb + 600 mg kg de Al (C3), y un control sin adicién de metales
(CO0). Las concentraciones de Pb y Al fueron aplicadas utilizando nitrato de plomo [Pb(NQO:s).] y sulfato de aluminio
[Al(SQa)s], respectivamente. La combinacion de estos factores generd 12 tratamientos con cuatro repeticiones
cada uno, sumando 48 unidades experimentales. Cada unidad consistié en un vaso de 1 L con sustrato esterilizado
y 20 semillas de B. decumbens, segin lo detallado en el Cuadro 1.

Evaluaciéon Morfolégica de la Diversidad de Esporas de HMA

Durante el anélisis morfoldgico de las esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), se llevé a cabo
dos procesos simultédneos: el recuento de esporas y su clasificacién en morfotipos segln sus caracteristicas, como
tamario, color, ornamentacién de la pared, y otra informacién taxonémica. Para su identificacién, cada morfotipo
se fij6 permanentemente en portaobjetos con polivinil lacto glicerol (PVLG) y una mezcla de PVLG con reactivo
Mezler (1:1 v/v). Estos preparados se examinaron con un microscopio compuesto utilizando un objetivo de 40x.

Cuadro 1: Tratamientos con diferentes inoculantes de HMA y concentraciones de Pb y Al en B. decumbens.
Table 1: Treatments with different AMF inoculants and Pb and Al concentrations in B. decumbens.

Inoculante HMA Pb Al Tratamiento Repeticiones
__________ mgkg' - - - -
0 0 11C0O 4
20 400 11C1 4
Glomus (11)
30 500 11C2 4
40 600 11C3 4
0 0 12C0 4
20 400 12C1 4
Acaulospora (12)
30 500 12C2 4
40 600 12C3 4
0 0 13CO 4
20 400 13C1 4
Gigaspora (13) 30 500 13C2 4
40 600 13C3 4
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Evaluacién de los Efectos Combinados de Pb y Al en la Respuesta Fisiolégica de Brachiaria decumbens

Se empled B. decumbens por su répido crecimiento, su capacidad de formar simbiosis con HMA y su
susceptibilidad a la acumulacién de Pb y Al. Las semillas se esterilizaron con NaClO al 1 % durante tres minutos
y se enjuagaron con agua destilada siguiendo a Lazarotto, Muniz y Santos (2010). El sustrato se preparé con
suelo del horizonte A mezclado con turba y perlita (2:1:1) y esterilizado en autoclave a 130 °C durante dos ciclos.
En vasos de 1000 cc desinfectados se sembraron 20 semillas por unidad experimental, regadas Unicamente
con agua destilada esterilizada. A los 15 dias se aplicaron los consorcios micorrizicos segun los tratamientos,
empleando un producto comercial del cual se aislaron y clasificaron morfotipos pertenecientes a tres géneros de
HMA (Glomus, Acaulospora y Gigaspora) cuyas dosis de inoculacion se presentan en el Cuadro 2. Finalmente, las
plantas fueron sometidas a 15 dias de estrés hidrico al cierre del ciclo de 90 dias para favorecer la esporulacion.

Diametro de Tallo y Altura de la Planta

El didmetro de tallo se midié utilizando un calibrador vernier, tomando registros individuales por cada semilla
germinada y calculando posteriormente el promedio correspondiente a cada tratamiento. La altura de la planta
se determiné midiendo desde la base (cuello) hasta el extremo superior de la hoja méas sobresaliente mediante
una cinta métrica, expresando los resultados en centimetros. Ambas mediciones se realizaron a los 15, 30, 45, 60
y 75 dias después de haber contaminado.

Peso Himedo y Seco de la Parte Aérea y Radicular

Se registré el peso humedo (g) del sistema foliar de plantas de B. decumbens de cada tratamiento.
Posteriormente, la parte foliar y radicular fue colocada en una estufa a 65 °C durante 72 horas vy, finalmente, se
registré el peso seco (g) utilizando una balanza de precisién. Las mediciones se realizaron a los 90 dias, al finalizar
la fase de campo, después de desmontar el experimento.

Longitud Total de Raices por Planta y Longitud de Raiz por Volumen de Suelo

La longitud total de raices por planta (RL) se determiné a partir de la medicion individual de cada una de
las raices que conformaron el sistema radicular, sumando posteriormente sus longitudes para obtener un valor
total por planta, el cual se expresd en centimetros (cm). Este procedimiento permitié una estimacion precisa del
desarrollo radicular y de la capacidad de exploracién del suelo por parte de la planta. El célculo de la longitud
total de raices se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Jungk y Claassen (1997), aplicando la siguiente
expresidon matematica:

Peso fresco raices por maceta

RL x RLs (1

" Ntmero de plantas por maceta

Donde: RL_corresponde a la longitud especifica de la raiz, la cual representa la relacién entre la longitud total
del sistema radicular y la biomasa radicular, siendo un indicador funcional de la eficiencia de exploracién del suelo.

Cuadro 2: Dosis y géneros de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) utilizadas en la inoculacién.

Table 2: Doses and genera of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) spores
used in the inoculation.

Consorcio micorrizico Dosis aplicada

Glomus (11) 10 esporas/vaso
Acaulospora (12) 10 esporas/vaso
Gigaspora (13) 10 esporas/vaso
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Adicionalmente, se estimé la longitud de raiz por volumen de suelo (RL ), pardmetro que permite evaluar
la densidad radicular y la competencia interradicular por agua y nutrientes dentro del sustrato. Este indicador
se expres6 en cm-cm3 y se calculd considerando el volumen total de suelo explorado por el sistema radicular,
mediante la siguiente ecuacion:

RL x (namero de plantas por macetas)

RL, (2)

~ Volumen de suelo + densidad de suelo)
Extraccién y Evaluaciéon de Densidad de Esporas de HMA

Se siguié el método de tamizado en himedo propuesto por Gerdemann y Nicolson (1963), modificado
para adaptarse al contexto de la investigacion. Para la preparacidn de la muestra, se mezclaron 500 mL de agua
esterilizada con 0-05 kg de suelo proveniente del experimento, agitando la solucién durante 10 segundos para
facilitar la disgregacion de los terrones y la decantacién del material; este proceso se repitié tres veces. Luego, se
realizd un tamizado secuencial utilizando mallas de 450, 250, 90y 75 pm, y el material atrapado en el Gltimo tamiz
se vertié en frascos con 40 a 50 mL de agua destilada.

Posteriormente, el material retenido se transfirié a tubos de ensayo para aplicar un proceso de centrifugacion
con gradiente de sacarosa, afiadiendo 3 mL de sacarosa al 20% y posteriormente 3 mL de sacarosa al 60 % en
el fondo para formar el gradiente; a continuacién, se agregaron 4 mL del material del suelo y se centrifugd a
3000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante obtenido se depositd en un tamiz de 75 pm y se lavd con agua
destilada estéril para eliminar el exceso de sacarosa. El contenido del tamiz se recogid en recipientes de vidrio
y se vertid en cajas Petri para proceder al recuento de esporas mediante micropipeta y estereoscopio. En las
48 unidades experimentales se realizé un recuento individual de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA); para ello, se extrajeron esporas a partir de 50 g de suelo mediante centrifugacién y tamizado, permitiendo
obtener informaciéon detallada sobre la densidad de esporas presentes.

Tincion y Evaluacion de Micorrizaciéon Radicular

Para evaluar la acumulacién de metales en B. decumbens, se recolectaron muestras de tejido foliar de cada
tratamiento, las cuales fueron lavadas, secadasy molidas para los anélisis fisicoquimicos destinados a determinar la
concentracion de Pb y Al. La micorrizacion radicular se evalué mediante el método de tincién descrito por Phillips
y Hayman (1970). Las raices se cortaron en fragmentos de 2 cm, se lavaron cuidadosamente y se sometieron a
hidrélisis en KOH al 10% en bafio Maria a 90 °C por 15 minutos. En raices con pigmentacién intensa se aplicd
un blanqueo adicional con perdxido de hidrégeno e hidroxido de potasio durante 20 minutos. Posteriormente,
se acidificaron con HCl al 37% por 10 minutos y se tifileron en una solucién de &cido lactico con azul tripano al
0.05% durante 15 minutos. Tras el lavado, las muestras se colocaron en lactoglicerol al 50% durante 12 horas para
eliminar el exceso de colorante. La colonizacion se determind mediante montajes microscépicos con segmentos
de 1 cm, cuantificando la presencia de vesiculas, arbusculos, hifas y pelos radicales conforme a la escala propuesta
por Herrera-Peraza, Furrazola, Ferrer, Valle y Arias (2004), tal como se observa en la Figura 1.

Analisis Estadistico y Determinacion de Metales Pesados

El anélisis estadistico se realizé en el software RStudio (R Core Team, 2025), aplicando un anélisis de varianza
(ANOVA) de dos vias para evaluar los efectos de los inoculantes micorrizicos, las concentraciones de Pb y Al, y su
interaccién. Para lavariable altura se utilizé un modelo multifactorial con sumas de cuadradostipo lll. La normalidad
y homogeneidad de varianzas se verificaron mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente;
cuando estos supuestos no se cumplieron, se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las diferencias
significativas entre tratamientos se determinaron mediante la prueba de comparacién mdltiple de Tukey HSD,
considerando un nivel de significancia de p < 0.05.

Asimismo, se aplicé un anélisis de correlacién de Pearson para evaluar la relacién entre la biomasa
vegetal y la acumulacién de metales pesados, y un Anélisis de Componentes Principales (PCA) para identificar
patrones multivariados entre la colonizacién micorrizica, las variables fisioldgicas y los contenidos de Pb y Al. La
determinacion de las concentraciones de Pb y Al en las muestras de suelo y tejido vegetal se realizé mediante
Espectrofotometria de Absorcién Atémica (AAS), siguiendo los protocolos analiticos estandar, lo que garantizé la
precision y confiabilidad de los datos obtenidos.
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Categoria 0 I 2 3 } 3

Densidad visual 0.0 L. 25 13,5 35,5 17.5

Figura 1: Identificacion de estructuras micorrizicas. Se muestran seis niveles de colonizaciéon micorrizica
arbuscular (categorias de 0 a 5), basados en la cantidad y distribucién de estructuras fungicas observadas bajo el
microscopio. La densidad visual (%) representa una estimacién porcentual de la colonizaciéon, desde ausencia (0%)
hasta una colonizacién alta (47.5%).

Figure 1: Identification of mycorrhizal structures. Six levels of arbuscular mycorrhizal colonization are shown
(categories 0 to 5), based on the quantity and distribution of fungal structures observed under the microscope.
The visual density (%) represents a percentage-based estimate of colonization, ranging from absence (0%) to high
colonization (47.5%).

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion Morfolégica de Esporas de HMA

El anélisis morfoldgico de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) evidencié una diversidad
representativa distribuida en tres familias, Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae, de acuerdo con
los criterios taxondmicos y descriptores morfolégicos de la Coleccién Internacional de Hongos Micorrizicos
Arbusculares (INVAM, 2024). La familia Glomeraceae presentd la mayor diversidad, con la identificacién de
Glomus hoi, G. macrocarpum, G. multicaule, dos morfotipos indeterminados (Glomus sp. 1 y Glomus sp. 2) y
Sclerocystis sinuosum, predominando esporas de formas subglobosas a globosas, con coloraciones que variaron
de marrén claro a naranja. En Acaulosporaceae se registraron tres morfoespecies del género Acaulospora (sp. 1y
sp. 2) y Acaulospora colombiana, con esporas redondeadas o globosas y tonalidades entre anaranjado y amarillo
oscuro. En la familia Gigasporaceae se identificé Gigaspora albida, especie reportada por su tolerancia a metales
pesados y su capacidad para establecer simbiosis eficientes bajo condiciones de estrés ambiental.

Las esporas observadas presentaron formas globosas y subglobosas, con coloracién predominantemente
crema; sinembargo, en algunos casos se registré unatonalidad marrén oscuro, asociada a procesos de parasitismo,
de acuerdo con lo descrito en la literatura especializada para ambientes contaminados. Las esporas que
presentaron signos evidentes de parasitismo fueron evaluadas morfolégicamente, pero no fueron consideradas
en el recuento total de densidad ni utilizadas como indculo viable, a fin de evitar sesgos en la interpretacién de la
efectividad simbidtica. Estos patrones se ilustran en la Figura 2 donde se detallan forma y color por taxén. Estos
hallazgos son consistentes con estudios recientes en agroecosistemas tropicales, donde se reporta que estos
géneros son los mas representativos y se asocian a la capacidad de mejorar la absorcion de fésforo y tolerar
condiciones edéficas adversas (van Der Heijden, Martin, Selosse y Sanders, 2015; Opik et al., 2013).

Diametro de Tallo por Tratamiento

La Figura 3 muestra un diagrama de cajas para el didmetro de tallo en funcién de las dosis de contaminacion
con Pb y Al recibidas, se evidencia la variabilidad de respuesta de B. decumbens a los distintos tratamientos.
En general, los tratamientos control (11_CO0, 12_CO e I13_CO0) presentan medianas de didmetro mayores y una
dispersion relativamente amplia, lo que confirma que la ausencia de contaminacién con Pb y Al permite un
desarrollo radicular y aéreo mas robusto cuando existe inoculacion con HMA. En contraste, el consorcio 12
(Acaulospora) presenté una mayor variabilidad en los valores de crecimiento deltallo, destacandose el tratamiento
I2_C3, el cual alcanzé una mediana superior a 1,6 cm, superando incluso al tratamiento control sin metales.
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Figura 2. Esporas representativas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA). a) Glomus hoi; b) Glomus
macrocarpum; c) Acaulospora colombiana; d) Acaulospora sp.1 e) Acaulospora sp.2; f) Gigaspora Albida.

Figure 2: Representative spores of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). a) Glomus hoi; b) Glomus macrocarpum;
¢) Acaulospora colombiana; d) Acaulospora sp.1 e) Acaulospora sp.2; f) Gigaspora Albida.

Este incremento podria estar asociado a una respuesta adaptativa inducida por niveles moderados de Pb y Al,en la
que la simbiosis con Acaulospora favoreceria mecanismos de tolerancia al estrés, tales como una mayor eficiencia
en la absorcidn de nutrientes y la regulacion del crecimiento vegetal, generando un efecto estimulante sobre el
desarrollo del tallo bajo condiciones de contaminaciéon intermedia Dentro de los tratamientos con contaminacion,
se observa que en el consorcio 11 (Glomus) los didmetros se mantienen en rangos intermedios (1.3-1.5 cm) aun
con incrementos de metales, lo que sugiere una mayor capacidad de este consorcio para mitigar el estrés.
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Figura 3. Diametro de tallo (cm) por tratamientos. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figure 3. Stem diameter (cm) by treatments. Different letters indicate statistically significant
differences according to Tukey's test (p < 0.05).

Por otro lado, el consorcio 13 (Gigaspora) refleja las menores medianas, especialmente en 13_C2 e 13_C3,
donde los didmetros se concentran entre 1.1 y 1.3 cm, indicando que este inoculante no logra compensar
adecuadamente el estrés generado por los mayores niveles de Pb y Al. Ademas, se observan outliers (puntos
fuera de rango) en varios tratamientos, sefialando la existencia de plantas con comportamientos atipicos, ya sea
con mayor tolerancia o sensibilidad. En términos generales, los datos sugieren que el desempefio en didmetro
de tallo se ve afectado negativamente por el aumento de metales pesados, pero el efecto se modula segun
el consorcio micorrizico. 12_C3 se destaca como el tratamiento con mayor mediana de didametro de tallo bajo
contaminacién, mientras que I3_C2 e I3_C3 son los més limitados. Esto respalda que la seleccion del tipo de HMA
es determinante para optimizar la tolerancia de B. decumbens en suelos con Pb y Al.

Altura de planta (interaccion dosis x tiempo)

El anélisis de varianza para la altura de las plantas evidencié diferencias significativas tanto para el factor
dosis (p = 0.0471) como para la temporalidad (p = 0.0000), siendo este Gltimo el de mayor peso sobre la variable
evaluada. En el Cuadro 3 se presentan los resultados del anélisis de varianza (ANOVA) para esta variable. En
contraste, la interaccion dosis x temporalidad no resulté significativa (p = 0.8795), lo que indica que el efecto de
las dosis fue constante a lo largo de las evaluaciones, sin modificar su comportamiento en funcién del tiempo.
Este patrén coincide con lo sefialado por Begum et al. (2019), quienes destacan que una colonizacién micorrizica
eficiente y sostenida es esencial para mantener un crecimiento prolongado bajo condiciones de estrés.

La Figura 4 muestra un incremento progresivo y sostenido en la altura de B. decumbens a lo largo de las
evaluaciones temporales realizadas bajo condiciones controladas. Alos 15 dias las plantas presentan alturas entre
30y 40 cm, evidenciando un crecimiento inicial homogéneo. Para los 30 dias se observa un aumento marcado,
con valores centrales alrededor de 60 cm y una mayor variabilidad entre repeticiones, lo que indica un ritmo de
crecimiento mas activo. Al alcanzar los 45 dias, la altura promedio se sitla cerca de 70-75 cm, manteniendo una
distribucién més estable y confirmando la capacidad de la especie para sostener un desarrollo vertical constante.
En las evaluaciones posteriores, a los 60 y 75 dias, las plantas alcanzan sus mayores dimensiones, con medianas
superiores a 90 cm y valores maximos que se aproximan o superan los 100 cm, reflejando que el crecimiento no
se detuvo durante el periodo estudiado.

La tendencia ascendente en todos los puntos de evaluacién indica que las condiciones del ensayo y la
interaccién con los HMA permitieron a B. decumbens mantener su potencial de crecimiento en altura, incluso
bajo las concentraciones de Pb y Al establecidas, sin presentar signos de estrés que limitaran su desarrollo.
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Cuadro 3. Anilisis de varianza (ANOVA) de la altura de B. decumbens bajo diferentes dosis y temporalidad de evaluaciéon.
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of B. decumbens height under different doses and evaluation times.

Factores Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Dosis 0.088 557 1 11 0.008 050 65 1.86 0.047 1
B: Temporalidad 30.8103 4 7.702 58 1781.06 0.0000
Interaccién A x B 0.140 932 44 0.003 203 01 0.74 0.8795
Residuos 0.778 448 180 0.004 324 71 -
Total 31.8183 239 - -

Estos resultados coinciden con lo reportado por Alotaibi et al. (2021) quienes documentan que consorcios de
Acaulospora pueden promover un crecimiento vegetativo mas robusto en ambientes con estrés por metales
pesados, principalmente mediante una absorcidén maés eficiente de fésforo, la regulacion del estado hidrico y la
activacion de mecanismos antioxidantes que fortalecen la tolerancia de las plantas.

Peso Himedo Foliar

El andlisis muestra una respuesta diferenciada de B. decumbens al tipo de consorcio micorrizico y a los niveles
de Pb y Al. Los tratamientos sin contaminacion (11_CO, 12_C0 e 13_CO0) exhiben los mayores valores de peso foliar
himedo, entre 25y 27 g,lo que evidencia condicionesfavorables paralaacumulacion de biomasa cuandolasimbiosis
no estd sometida a estrés metélico. El comportamiento del consorcio 12 (Acaulospora) destaca por mantener valores
elevados alin bajo las mayores concentraciones de metales, alcanzando en 12_C3 una media cercana a 27-28 g, lo
que sugiere una mayor eficiencia funcional para sostener procesos de asimilacién y translocacién de nutrientes bajo
condiciones adversas. Por su parte, el consorcio 13 (Gigaspora) muestra un patron intermedio, con medias en torno
a 25 gen el control y ligeras reducciones en tratamientos con metales. En contraste, en el consorcio 11 (Glomus), el
incremento de las concentraciones de metales genera un descenso progresivo en la respuesta foliar, observandose
medias que se ubican entre 22y 24 gen 11_C1,11_C2 e I11_C3, lo cual refleja una menor capacidad de atenuacién
frente a la toxicidad. Estos resultados confirman que la respuesta fisioldgica de B. decumbens estd modulada por
el tipo de HMA empleado, siendo el consorcio de Acaulospora el que mejor sostiene la produccién foliar frente al
estrés por Pb y Al (Figura 5). Ademas, Wu et al. (2023) sefialan que la tolerancia al Al puede mantenerse incluso con
altos niveles de acumulacion foliar cuando existen rutas antioxidantes activas y mecanismos eficaces de secuestro,
lo que respalda el comportamiento observado en este estudio.
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Figura 4. Altura de planta (cm) en funcién de la temporalidad.
Figure 4. Plant height (cm) as a function of time.|
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Figura 5. Peso hiimedo foliar (g) y tratamientos (IC 95%, Tukey HSD). Letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figure 5. Leaf fresh weight (g) by treatments (95% ClI, Tukey HSD). Different letters indicate statistically

significant differences according to Tukey's test (p < 0.05).

Peso Seco Foliar (g)

Para esta variable se evidencian diferenciaciones significativas en la acumulacién de biomasa seca foliar
segun el tipo de consorcio micorrizico y el nivel de exposicidn a Pb y Al (Figura é). Los tratamientos control (11_CO,
12_CO0 e I3_CO0) presentan las medias mas elevadas, cercanas a 16-17 g, confirmando que en ausencia de estrés
metélico los HMA favorecen un desarrollo éptimo del tejido foliar. El consorcio 12 (Acaulospora) mantiene y aun
mejora la acumulacion de biomasa seca foliar a medida que se incrementan las dosis de metales, alcanzando en
I2_C3 una media préxima a 17-18 g, lo que demuestra una mayor eficiencia fisiolégica para tolerar y compensar

el estrés por Pb y Al.
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Figura 6. Peso seco foliar (g) y tratamientos (IC 95%, Tukey HSD). Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey (p < 0.05).
Figure 6. Leaf dry weight (g) by treatments (95% CI, Tukey HSD). Different letters indicate
statistically significant differences according to Tukey's test (p < 0.05).
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El consorcio 13 (Gigaspora) muestra un comportamiento intermedio, con valores elevados en el control y una
respuesta estable frente a las dosis crecientes de metales, sin reducciones notables. En el consorcio 11 (Glomus),
el aumento de las concentraciones de metales ocasiona una reduccion progresiva del peso seco, observandose
valores minimos en 11_C2 e |1_C3 alrededor de 13-14 g, lo que refleja una menor capacidad de adaptacion
de este consorcio bajo condiciones adversas. Las letras superindices confirman diferencias estadisticas entre
tratamientos, destacando la superioridad de Acaulospora en la conservacion de biomasa seca foliar bajo
condiciones de contaminacién. En general, los resultados evidencian que la resiliencia en la produccién foliar de
B. decumbens depende del consorcio micorrizico, siendo Acaulospora el més eficaz en ambientes con Pb y Al.

Longitud de Raiz

El comportamiento del largo de raiz muestra diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, tanto
al consorcio micorrizico como al nivel de exposicién a metales (Figura 7). Los consorcios 12 (Acaulospora) e 13
(Gigaspora) muestran un desempefio superior, con medias de largo de raiz que oscilan entre 38 y 50 cm a pesar
de las dosis crecientes de metales, destacando 13_C2 con valores méaximos cercanos a 50 cm. En el consorcio I1
(Glomus), el tratamiento control (I11_CO0) registra valores cercanos a 40 cm, mientras que con el incremento de la
dosis metélica se observa una reduccidon marcada, alcanzando valores minimos en 11_C1 alrededor de 25 cm,
para luego recuperarse parcialmente en 11_C2 e |1_C3. Este patrén sugiere que la respuesta radicular inicial ante
Pb y Al es de sensibilidad, aunque con cierta capacidad

de ajuste en concentraciones intermediasy altas. Esta tendencia indica que ambos consorcios, particularmente
Gigaspora, favorecen un desarrollo radicular més extenso incluso bajo estrés quimico, lo que se traduce en una
mayor exploracion del perfil edéfico y una capacidad de tolerancia superior frente a la presencia de Pb y Al.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Pawlowska y Charvat (2004), quienes sefialan la capacidad de
ciertos HMA para inmovilizar metales en la raiz y reducir su transporte hacia los tejidos aéreos, fortaleciendo asi
la tolerancia general de la planta.

Densidad y Conteo de Esporas

El anélisis de las 48 unidades experimentales permitié cuantificar la densidad de esporas de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) recuperadas del sustrato. En general, se observd que los tratamientos control
(11_C0,12_CO0 e I13_C0) presentaron las mayores densidades, con valores superiores a 200 esporas-50 g™ de suelo,
lo que refleja condiciones favorables para la persistencia de propagulos en ausencia de estrés metélico. Amedida
que se incrementaron las concentraciones de Pb y Al en el suelo, la densidad de esporas tendié a disminuir
de forma significativa (p < 0,05), aunque el patrén de reduccién varié segin el consorcio micorrizico evaluado.
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Figura 7. Longitud de raiz (cm) y tratamientos (IC 95%, Tukey HSD). Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas, segin la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figure 7. Root length (cm) by treatments (95% ClI, Tukey HSD). Different letters indicate statistically
significant differences according to Tukey's test (p < 0.05).
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El consorcio 12 (Acaulospora) mostré la mejor capacidad, manteniendo entre 120 y 150 esporas-50 g incluso
bajo la dosis méxima (C3), el consorcio I3 (Gigaspora) exhibié un comportamiento intermedio, con densidades
promedio de 100-110 esporas-50 g bajo las dosis elevadas mientras que el consorcio |1 (Glomus) presenté una
reduccién mas dréstica, con valores cercanos a 80 esporas-50 g en |1_C3 (Cuadro 4). Estos resultados se alinean
con lo sefalado por Mirzaei y Moradi (2017), quienes indican que la biodiversidad del conjunto de HMA influye
directamente en la capacidad total de fitorremediacion, lo que explicaria la mayor estabilidad del consorcio I3
frente al incremento de metales.

Contenido de Plomo en Tejido de B. decumbens

La Figura 8 muestra que la acumulaciéon de Pb en los tejidos de B. decumbens varié significativamente
segun el consorcio micorrizico y la dosis de exposicidn. Las letras de significancia confirman diferencias
estadisticas entre tratamientos, con los controles siempre en el grupo mas bajo (d) y las dosis méas altas de 11 e
12 en el grupo superior (a). En los tratamientos control (I1_CO0, 12_C0 e I3_C0), los niveles se mantuvieron bajos
(3admgkg™), confirmandolaausenciadetranslocacién delmetal en condicionessin contaminacién.En el consorcio
[1 (Glomus), se observd un incremento progresivo con el aumento de la dosis, alcanzando en 11_C3 el valor
maéximo (28 mg kg'), lo que refleja una mayor translocacion de Pb hacia los tejidos aéreos bajo este inoculante.
De manera similar, el consorcio 12 (Acaulospora) también presenté elevadas concentraciones en las dosis més
altas, destacando 12_C3 con valores cercanos a 28 mg kg, aunque con un patrén de acumulaciéon mas gradual.
Por el contrario, el consorcio 13 (Gigaspora) evidencid niveles intermedios, entre 13y 18 mg kg™, mostrando una
menor acumulacién en comparacion con |1 e 12.

Contenido de Aluminio en Tejido de B. decumbens

La Figura 9 muestra que la acumulacion de Al en los tejidos de B. decumbens que difirié significativamente
entre consorcios micorrizicos y niveles de exposicion. A través de las letras se confirma las variaciones entre
tratamientos, con incrementos estadisticamente consistentes desde C1 hasta C3. En los tratamientos controles
(11_CO0, 12_C0 e I3_CO0) se registraron las concentraciones mas bajas, en torno a 40-50 mg kg™, lo que confirma que
en ausencia de aporte externo la planta mantiene niveles basales minimos. Con el incremento de las dosis de Al,
los tres consorcios mostraron un patrén ascendente: en Glomus (1), la acumulaciéon aumentd progresivamente
hasta alcanzar en 11_C3 valores cercanos a 420 mg kg', lo que evidencia una marcada translocacién hacia
los tejidos foliares. En Acaulospora (12) se observd una tendencia similar, con un maximo también en 12_C3
(410 mg kg™), confirmando su capacidad de captary movilizar Al en condiciones de estrés. En contraste, el consorcio
Gigaspora (I3) mostré un comportamiento diferenciado, aunque los niveles aumentaron con C1y C2, en C3 se
mantuvieron en valores intermedios (230 a 250 mg kg™), significativamente menores que |1 e 12 a la misma dosis.

Colonizacién Micorrizica

La colonizacién micorrizica en B. decumbens presenté un comportamiento diferenciado segun el tipo de
hongoinoculadoy las concentraciones de Pb y Al aplicadas (Figura 10). En el caso de Glomus, el mayor porcentaje
de colonizacidn se registrd en el control sin metales (11_C0, 35 %), mientras que a concentraciones crecientes de
Pb y Al se observé una reducciéon progresiva, alcanzando el valor més bajo en 11_C3 (15 %), lo que evidencia su

Cuadro 4. Densidad promedio de esporas de HMA (esporas-50 g-! de suelo) en funcién del consorcio inoculado y los niveles de Pb y Al.
Table 4. Mean AMF spore density (spores-50 g soil) as a function of the inoculated consortium and Pb and Al levels.

Consorcio CO0 (0 Pb-0 Al) C1 (20 Pb-400 Al) C2 (30 Pb-500 Al) C3 (40 Pb-600 Al)
11-Glomus 210+ 15a 160+£12b 120=10c¢ 80+9d
|2-Acaulospora 230+ 18 a 190+ 14b 160+ 11b 140+ 13c¢
13-Gigaspora 220+ 17 a 170+13b 130+£12c 110+10c

"Valores expresados como media = DE. Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas segtn Tukey HSD (p < 0.05).
"Values are expressed as mean = SD. Different letters within the same row indicate significant differences according to Tukey HSD (p < 0.05).
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Figura 8. Contenido de Pb en tejido (g cm~) por tratamientos (IC 95%, Tukey HSD). Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas, segin la prueba de Tukey (p < 0.05).
Figure 8. Pb content in plant tissue (g cm~) by treatments (95% ClI, Tukey HSD). Different
letters indicate statistically significant differences according to Tukey's test (p < 0.05).

sensibilidad al estrés metélico. Por su parte, Acaulospora mostré un patrén contrastante: los tratamientos con
concentraciones bajas y medias (I12_C1 e 12_C2) presentaron los mayores porcentajes de colonizacién (25 %),
mientras que el control (I12_C0) y la mayor concentracién (12_C3) registraron valores menores (15-20 %). Este
comportamiento sugiere que niveles moderados de metales podrian inducir una activacion de la simbiosis
micorrizica como mecanismo de respuesta al estrés por parte de la planta, o bien que el género Acaulospora
presenta una mayor eficiencia colonizadora bajo condiciones de estrés moderado, como ha sido reportado para
suelos contaminados con metales pesados (Leyval, Turnau y Haselwandter, 1997; Hildebrandt, Regvar y Bothe,
2007). En contraste, Gigaspora alcanzé la mayor colonizaciéon en el control (13_CO0, 35 %), pero evidencié un
descenso marcado conforme aumentaron las concentraciones metalicas, con reducciones hasta 10 % en 13_C3,
lo que indica una relacién inversa entre el grado de contaminacién y la intensidad de la simbiosis.
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Figura 9. Contenido de Al en tejido (g cm3) por tratamientos (IC 95%, Tukey HSD). Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas, segin la prueba de Tukey (p < 0.05).
Figure 9. Al content in plant tissue (g cm3) by treatments (95% CI, Tukey HSD). Different
letters indicate statistically significant differences according to Tukey's test (p < 0.05).
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Figura 10. Porcentaje de colonizacién micorrizica de Glomus, Acaulospora, Gigaspora
en raices de B. decumbens bajo los diferentes tratamientos de Pb y Al.
Figure 10. Percentage of mycorrhizal colonization by Glomus, Acaulospora, and
Gigaspora in B. decumbens roots under different Pb and Al treatments.

Analisis de Componentes Principales (PCA)

El Componente 1, que explica la mayor proporcién de varianza, esté fuertemente asociado con las variables
Pb, Al, PHR (g) y LR (cm) en el lado positivo del eje. Esto sugiere que estas variables covarian positivamente
y contribuyen significativamente a la primera dimensién de variabilidad. Especificamente, una mayor
concentracion de Plomo (Pb) y Aluminio (Al) tiende a estar correlacionada con un mayor Peso Himedo de Raiz
(PHR)y Largo de Raiz (LR). Esta observacion es particularmente interesante, ya que podria indicar una respuesta
fisiolégica o de adaptacién de la planta a la presencia de metales pesados, donde un mayor desarrollo
radicular podria ser una estrategia para la exploraciéon de nutrientes o la mitigacién del estrés (Figura 11).
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Figura 11. Biplot del PCA integrando colonizacién, biomasa y metales. Distribucién
de variables y tratamientos; vectores indican contribuciones y sentido de asociacién.
Figure 11. PCA biplot integrating colonization, biomass, and metals. Distribution of
variables and treatments; vectors.
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Enellado negativo del Componente 1, se observan variables como Ab.(HMA), Didmetro (cm)y CM (%). Esto implica
una correlacién inversa con las variables del lado positivo. Es decir, a medida que aumentan la abundancia de
HMA, el didmetro del tallo y el porcentaje de colonizacién micorrizica, tienden a disminuir las concentraciones de
Pby Al, asi como el PHR y LR. Esta relacién es crucial en el contexto de estudios de micorrizas y metales pesados.
Sugiere que la presencia y actividad de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), reflejada en la abundancia
y la colonizacién, se asocia con una menor acumulacién de metales pesados o con un mejor desempefo de la
planta bajo estas condiciones de estrés, posiblemente a través de mecanismos de exclusién, inmovilizacién o
fitorremediacién asistida por micorrizas.

El anélisis de componentes principales integré todas las observaciones y evidencié una relacidén negativa
entre la acumulacién de metales y las variables de biomasa y colonizacién, en concordancia con lo reportado por
Hernédndez-Ortega et al. (2012). El Componente 2, aunque explicd una menor proporcion de la varianza, aportd
informacién relevante sobre las interacciones funcionales entre las variables: la biomasa foliar (PHF) y la altura
de la planta mostraron fuertes cargas positivas, indicando una variacion conjunta y coherente con patrones de
crecimiento aéreo, mientras que la colonizacién micorrizica (CM %) se ubicé en el eje negativo, con una carga
menor, lo que sugiere una relacion mas compleja y multidimensional en esta segunda dimension. Esta disposicion
es consistente con la interpretacion de Freschet, Swart y Cornelissen (2015), quienes sefalan que la biomasa
foliar y la longitud radicular pueden agruparse como respuestas sinérgicas en contextos de simbiosis funcional.
Asimismo, el didmetro presentd una ligera carga negativa, reflejando tendencias similares a CM %, lo que indica
que, en este eje, la colonizacidn y algunos atributos estructurales podrian no estar directamente alineados con los
incrementos en biomasa aérea, sino modulados por otros factores fisiolégicos y edéficos.

CONCLUSIONES

La caracterizaciéon morfoldgica permitié una identificacién confiable de los hongos micorrizicos arbusculares
presentes en los aislamientos. La exposicion combinada a Pb y Al mostré que el consorcio micorrizico 12
(Acaulospora) mantuvo la biomasa y el didmetro foliar de B. decumbens cerca de los niveles de control,
evidenciando que su capacidad de sostener colonizacién funcional permite una simbiosis efectiva y contribuye
a la tolerancia de la planta frente a la toxicidad metélica. La simbiosis con HMA modulé la respuesta al estrés
metélico, Acaulospora mostré mayor tolerancia, Glomus incrementd la translocacién de metales y Gigaspora
redujo la acumulacion foliar, aunque con menor persistencia.
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