8 g
Revista de la Facultad de Agronomia UBA !! 42 (2)

UNA HERRAMIENTA PARA LA RESTAURACION DE AMBIENTES RIBERENOS DEGRADADOS
DE LA CUENCA MATANZA-RIACHUELO: LOTUS TENUIS WALDST. & KIT.
EN SIMBIOSIS CON HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES

lleana Garcia'", Cristian Weigandt?, Alicia Fabrizio de lorio? y Laura de Cabo!
! Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia — CONICET, Argentina.
* E-mail: igarcia@macn.gov.ar
2 Universidad de Buenos Aires. Facultad de Agronomia, Argentina.

Recibido: 01/07/2022
Aceptado: 28/09/2022 RESUMEN

La fitorremediacion implica la destruccion, inactivacion o estabilizacién de contaminantes (e.g. metales pesados) por parte de
las plantas -y microorganismos asociados a sus raices—, y permite mejorar la calidad de los suelos. Se estudio6 la capacidad de
Lotus tenuis Waldst. & Kit. para absorber metales y asociarse con hongos micorricicos arbusculares (HMA) y rizobios nativos
de suelos de la Cuenca Matanza-Riachuelo. Plantas de L. tenuis fueron cultivadas en invernaculo en suelos riberefios de Gral.
Las Heras (S1), Marcos Paz (S2) y Avellaneda (S3) durante 50 dias. La fertilidad, los metales totales (ME-T) y la densidad
de esporas (DE) edéaficos se cuantificaron presiembra y a cosecha de las plantas. Se midié biomasa del vastago y radical,
pigmentos fotosintéticos, Cu, Cr, y Zn en vastago y raiz, colonizacion HMA y nodulacion radical. Se calcularon factores de
translocacion (FT) y bioconcentracion (FBC) de metales. El fosforo disponible aumenté de S1 a S3 y disminuyé en S2 y S3 luego
del cultivo. ME-T y ME-DTPA fueron mayores en S3 que en S1y S2; no difirieron al finalizar el cultivo. La DE disminuy6 desde
S1 a S3. La biomasa aument6 y los pigmentos disminuyeron de S1 a S3. La colonizacion HMA no difirié significativamente
entre sitios. El nimero de nddulos g peso fresco radical fue 9,7 en S1, 67,6 en S2'y 41,8 en S3. En general, la concentracion
de metales fue mayor en raiz y el FBC disminuy6 de S1 a S3. Ante contaminacion edafica por Cu, Cry Zn, la estrategia de L.
tenuis consistiria en regular la translocacion de metales hacia vastago. La contaminacién no afectaria la simbiosis con rizobios
y HMA. Asi, el cultivo de L. tenuis permitiria conservar la microbiota nativa, favoreciendo la posterior implantacion de otras
especies en suelos riberenos.
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A TOOL FOR THE RESTORATION OF DEGRADED RIVERSIDE ENVIRONMENTS OF
THE MATANZA-RIACHUELO BASIN: LOTUS TENUIS WALDST. & KIT.
IN SYMBIOSIS WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

SUMMARY

Phytoremediation involves the destruction, inactivation or stabilization of contaminants (e.g. heavy metals) by plants —-and
microorganisms associated with their roots—, and allows to improving soil quality. The ability of Lotus tenuis Waldst. & Kit. to
absorb metals and associate with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and native rhizobia from soils of the Matanza-Riachuelo
Basin was studied. L. tenuis plants were grown in a greenhouse on riparian soils of Gral. Las Heras (S1), Marcos Paz (S2)
and Avellaneda (S3) for 50 days. Fertility, total metals (ME-T) and soil spore density (SD) were quantified pre-sowing and at
plant harvest. Shoot and root biomass, photosynthetic pigments, Cu, Cr, and Zn in shoot and root, AMF colonization, and root
nodulation were measured. Metal translocation (TF) and bioconcentration (BCF) factors were calculated. Available phosphorus
increased from S1 to S3 and decreased in S2 and S3 after harvest. ME-T and ME-DTPA were higher in S3 than in S1 and S2;
they did not differ at harvest time. The SD decreased from S1 to S3. Biomass increased and pigments decreased from S1 to S3.
AMF colonization did not significantly differ among sites. The number of nodules g radical fresh weight was 9.7 in S1, 67.6 in
S2 and 41.8 in S3. In general, the metal concentration was higher in roots than in shoots and the BCF decreased from S1 to
S3. Faced with edaphic contamination by Cu, Cr and Zn, the strategy of L. tenuis would consist of regulating the translocation
of metals towards the shoot. The contamination would not affect the symbiosis with rhizobia and AMF. Thus, the cultivation
of L. tenuis would allow the conservation of the native microbiota, favoring the subsequent implantation of other species in
riparian soils.

Key words: legume, metals, soil microorganism, riparian soils.
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INTRODUCCION

El Rio Matanza-Riachuelo es uno de los mas contami-
nados de Latinoamérica (Magni et al., 2021). La Cuenca
del Rio Matanza-Riachuelo (CMR) comprende parte de
la Ciudad Autdnoma de Buenos Aires y 14 partidos de la
provincia de Buenos Aires, con una poblacion de aproxi-
madamente seis millones de habitantes (el 14,6% de la
poblacion total de la Argentina). En la cuenca alta, la
ganaderia es la principal actividad econdmica y se regis-
tran vertidos de efluentes cloacales sin tratar. Las cuen-
cas media y baja estan altamente urbanizadas y pre-
sentan una importante actividad industrial y descargas
de efluentes con alta carga de contaminantes organicos
y metales pesados (Magdaleno et al., 2014; Casares y
de Cabo, 2018).

A diferencia de otros contaminantes, los metales
presentan baja o nula degradacion quimica y microbio-
l6gica. Algunos pueden ser micronutrientes esenciales
para la biota, como el cobre (Cu) y el zinc (Zn), o no
cumplir un rol fisioldgico, como el plomo (Pb) y el cro-
mo (Cr) (Alloway, 2012). Los metales tienden a acu-
mularse en distintos drganos de plantas y animales y
posteriormente puede ocurrir su biomagnificacion
(Zhang et al., 2021). Cuando estos elementos estan
presentes en el ambiente en concentraciones superio-
res a los niveles guia, resultan toxicos para los seres
vivos. Actualmente, en la CMR se registran elevados
niveles de Cr, Pb, Cu y Zn en sus riberas, asi como fds-
foro (P) y nitrdgeno (N) (Mendoza et al., 2015; de Cabo
et al., 2019).

La fitorremediacion puede definirse como la destruc-
cion, inactivacion o estabilizacion de contaminantes por
parte de las plantas y los microorganismos asociados a
sus raices y constituye una alternativa sustentable para
la recuperacién de ambientes deteriorados dado que
permite reducir las concentraciones o efectos tdxicos de
los contaminantes presentes (Shrirangasami et al.,
2020; Jach et al., 2022). Por ello, la presencia de mi-
croorganismos que favorezcan el establecimiento y nu-
tricion de las plantas constituye una alternativa eficiente
para la recuperacion de ambientes. En ese sentido, los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) establecen re-
laciones simbidticas con el 85% de las especies vegeta-
les y permiten a las plantas aumentar la captacion de
agua y nutrientes a través de la conformacion de una
extensa red miceliana en el medio ambiente edafico
(Smith y Read, 2008; Parihar et al., 2020). A su vez, las
plantas colonizadas por HMA son capaces de retener
metales en las raices e hifas, lo cual disminuye su
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translocacion hacia el vastago. Esta inmovilizacion de
metales en las estructuras fingicas, sumado a una ab-
sorcion de nutrientes, principalmente P, es uno de los
mecanismos que contribuye a la tolerancia vegetal al
ambiente edafico contaminado (Miransari, 2017; Bhan-
tana et al., 2021).

Las plantas fitorremediadoras micotréficas son aque-
llas especies vegetales con la capacidad de mantener y
propagar a las comunidades nativas de HMA aun en si-
tios contaminados y/o perturbados a fin de conservar al
inoculo en el suelo. En tal sentido, Lotus tenuis Waldst.
& Kit. es una leguminosa naturalizada, tolerante a di-
versas condiciones de estrés (exceso y déficit hidrico,
salinidad, sodicidad) (Garcia et al., 2008; Garcia, 2021),
que se encuentra presente en la CMR (Melignani, 2017).
Las plantas de L. tenuis establecen relaciéon simbidtica
con HMA vy bacterias fijadoras de nitrdgeno atmosférico
(Garcia et al., 2008; Estrella et al., 2009; Chippano et
al., 2021). Estudios previos reportaron que esta legumi-
nosa es capaz de mantener a las comunidades de HMA
tanto en tejido radical como en el suelo y presentar una
respuesta micorricica positiva inclusive ante el incre-
mento de la disponibilidad de P en el suelo (Garcia et al.,
2008; Chippano et al., 2020; 2021).

Dadas las caracteristicas de las plantas de L. tenuis
y las asociaciones simbioticas que establece, resulta de
interés evaluar su capacidad de retener metales presen-
tes en suelos de la CMR, asi como su rol en el manteni-
miento de las comunidades nativas de HMA tanto en el
sistema radical como en el medio ambiente edafico. Por
ello, los objetivos de este trabajo fueron (i) determinar
la capacidad de L. tenuis para absorber metales y (ii)
caracterizar la asociacion de las plantas de esta especie
con HMA vy rizobios nativos presentes en muestras de
suelos de la CMR ubicados en Gral. Las Heras, Marcos
Paz y Avellaneda. La hipotesis de este trabajo es que L.
tenuis es capaz de retener metales en tejido con la con-
comitante conservacion de la colonizacion de HMA en
sus raices y en el medio ambiente edéfico.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

En invernaculo, se cultivaron plantas de L. tenuis en
macetas de 1,6 | sin drenaje, que contenian muestras
de suelo (850 g por maceta) extraidas de tres sitios de
las riberas de la CMR que representan un gradiente de
disturbio ambiental. Estos sitios se ubican en Gral. Las
Heras (S1; cuenca alta, 34° 54’ 15,40"S; 580 56 26,75"
0), Marcos Paz (S2, cuenca media, 34° 55’ 27, 21" S;
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580 43" 18,97” O) y Avellaneda (S3; cuenca baja, 34°
39" 31,44" S; 580 22’ 52,81" O) (Figura 1) y presentan
un nivel de disturbio ambiental bajo, medio y alto, res-
pectivamente. Para mayores detalles de los sitios selec-
cionados ver Mendoza et al. (2015) (sitios 1, 3y 5).

El disefio experimental fue completamente aleatori-
zado con seis repeticiones por sitio. Las muestras de
suelo en S1, S2 y S3 se tomaron a una profundidad de
10 cm. Luego, se tamizaron con malla de 2 mm, homo-
genizaron e inmediatamente se analizaron y emplearon
para el llenado de las macetas. Para obtener las plantas
de L. tenuis, se sembraron semillas pregerminadas
(ocho por maceta). Para ello, las semillas se esteriliza-
ron con una solucién de EtOH:H,0O, (1:1) por ocho mi-
nutos, se lavaron con agua desionizada estéril y colo-
caron en germinadores estériles durante 24 h. Las
plantas se mantuvieron bajo un régimen de fluctuacio-
nes en la temperatura media entre 304 °C (dia) y
1943 °C (noche), 65+15% humedad relativa, un foto-
periodo de 11 h y la intensidad luminica fue 900-1300
pumol m=2 st (dias soleados) y 400-700 umol m=2 s
(dias nublados).
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Figura 1. Mapa de la Cuenca del Rio Matanza-Riachuelo (CMR), delimi-
tacion de las cuencas alta, media y baja (linea punteada) y detalle de los
sitios de muestreo en Gral. Las Heras, Marcos Paz y Avellaneda (S1, S2 y
S3, respectivamente).
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Las macetas se ubicaron en mesadas moviles lo que
permitid rotarlas diariamente a fin de disminuir efectos
de gradiente luminico dentro del invernaculo. Las plan-
tas fueron regadas diariamente con agua desionizada
para mantener una humedad cercana al 80% de la ca-
pacidad de campo. Cincuenta dias después de la siem-
bra (plantas adultas) se cosecharon el vastago y las
raices en forma separada. Las raices fueron lavadas
con abundante agua de red hasta la eliminacidn de res-
tos de suelo y posteriormente con agua destilada. Ade-
mas, se tomaron muestras de suelo del centro de la
maceta.

Determinaciones en muestras de suelo

Las muestras de suelo se separaron en dos porcio-
nes: una se destind para la determinacion de la densi-
dad de esporas (ver Cuantificacion de la densidad de
esporas) y la otra porcion para la medicion de propie-
dades quimicas y concentracion de metales (ver Cuan-
tificacion de metales pesados). Dichas determinacio-
nes se realizaron en las muestras de suelo previo a la
siembra y luego de la cosecha de las plantas. Se deter-
mind pH (1:2,5 suelo:agua), conductividad eléctrica
(CE) (Jackson, 1964), contenido de materia organica
(MO) (Richter y VonWistinghausen, 1981), N total
(Bremmer y Mulvaney, 1982), y P disponible (Kurtz y
Bray, 1945).

Determinaciones en plantas de L. tenuis

La biomasa del vastago se seco en estufa a 70 °C
durante 48 h hasta alcanzar peso constante y luego se
peso para determinar el peso seco. La biomasa radical se
separo6 en dos porciones, una se secd en estufa a 70 °C
durante 48 h hasta alcanzar peso constante para la de-
terminacidn de peso seco y la otra se destino a la carac-
terizacion de la morfologia de colonizacion HMA (ver
Cuantificacién de la colonizacién de HMA y nodulacién
radical). La biomasa seca de vastago y raices se empled
en la determinacion de la concentracion Cu, Cry Zn (ver
Cuantificacién de metales pesados).

Cuantificacion de la densidad de esporas en suelo

Las esporas de HMA se aislaron a través de una mo-
dificacion de la técnica de tamizado himedo seguida por
centrifugacién en gradiente de sacarosa (Daniels y Ski-
pper, 1982). El recuento se llevo a cabo bajo lupa Nikon
SMZ-U (Nikon Corporation, Tokio, Japén) con un au-
mento de 35x. La densidad de esporas se expresd como
numero de esporas por gramo de suelo seco.
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Cuantificacion de la colonizacion de HMA y nodu-
lacion en raices de L. tenuis

Las raices se cortaron en fragmentos de 1,5 cm vy
luego se procedid a su tincion segln una modificacion
de la técnica de Phillips y Hayman (1970). La morfologia
de colonizacion de hongos MA se describié segin McGo-
nigle et al. (1990). Se tomaron 35 fragmentos de raiz
por maceta (seis réplicas) y se observaron en microsco-
pio optico Olympus BX50 (Olympus optical CO., LTD,
Tokio, Japon) bajo un aumento de 200x. Esta metodolo-
gia permiti6 determinar el porcentaje de colonizacion
micorricica total, colonizacion por arbusculos, coloniza-
cion por vesiculas y colonizacion por hifa solamente. La
estimacion del nimero de puntos de entrada (PE) se
midi6 cada 3 mm a lo largo de las raices con un aumen-
to de 200x (Amijee et al., 1989). La medicion se expre-
s6 como numero de PE por mm de raiz colonizada. El
numero de nddulos de rizobios se estimo en la totalidad
del sistema radical empleando una lupa binocular (7,5x).

Cuantificacion de metales totales en suelo y plan-
tas de L. tenuis

Previo a la medicion de los metales totales (ME-T),
Cu, Cry Zn total, se realizd la digestidn de las muestras
de suelo y material vegetal. Cada muestra de suelo
(0,5-1 g) o material vegetal (0,25-1 g) fue molida y
colocada en un recipiente de vidrio o teflén. Luego se le
aplicd una secuencia de acidos concentrados de grado
analitico (HNO,:HCIO,:HF:HCI en proporcién 10:2:5:10
para las muestras de suelo y HNO,:HCIO,:HCl en pro-
porcidn 10:2:5 para las muestras de material vegetal) y
se digirid a 140 °C hasta obtener un volumen minimo.
La suspensidn obtenida se llevd a 50 ml con agua bides-
tilada y se recogio en recipientes de polipropileno pre-
viamente lavados con HNO, al 10% y enjuagados con
agua desionizada (Soltan y Rashed, 2003; Mishra y Tri-
pathi, 2008). Los metales disponibles en suelo (ME-
DTPA) se determinaron por el método de DTPA (Levei et
al., 2010) y se midieron por espectrofotometria de ab-
sorcion atémica Perkin Elmer 1100B (Perkin Elmer, Inc.
Waltham, MA, USA). Para cada metal se calcularon los
factores de translocacion (FT= concentracion de metal
en vastago/concentracion de metal en raiz) y biocon-
centracion (FBC= concentracion de metal en raiz/con-
centracion de metal en suelo) (Mendoza et al., 2015).

Analisis estadistico
La biomasa, el contenido de pigmentos fotosintéticos
y metales pesados en tejido, la colonizacion HMA vy la
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nodulacion en raices se analizaron a través de ANOVA
de una via a fin de comparar valores medios entre sitios.
Las variables medidas en muestras de suelo (metales
totales y disponibles, propiedades quimicas, densidad
de esporas) se analizaron a través de ANOVA de dos
vias, con sitio y tiempo como primer y segundo factor a
fin de establecer si son afectadas por las plantas de L.
tenuis. Las medias se compararon a través de la prueba
de Tukey con un nivel de significancia de 0,05. La nor-
malidad y homogeneidad de la varianza se verificaron
previamente. Se utilizo el programa Infostat 2018 (Di
Rienzo et al., 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las determinaciones realizadas en muestras de suelo
previo a la siembra mostraron que los suelos evaluados
son moderadamente alcalinos y los sitios S2 y S3 sali-
nos (Cuadros 1 y 2) (Mendoza et al., 2015). Luego del
crecimiento de L. tenuis, se observd una disminucion
del pH y CE. Los valores de MO y N total registrados
fueron mayores en S3 y también superiores a los consi-
derados como referencia en suelos no contaminados
(Mendoza et al., 2015). La disponibilidad de P se consi-
dera como baja en S1 y alta en S2 y S3, segun la clasi-
ficacion para suelos de la region pampeana de Buenos
Aires (Sainz Rozas et al., 2012). La concentracion de
ME-T y ME-DTPA aumenté en S3, y no se registraron
diferencias en ME-T y ME-DTPA luego del crecimiento de
L. tenuis (Cuadros 1y 2). Segun los niveles de contami-
nacion en suelos establecidos por EPA (2008), S1y S2
presentaron un nivel moderado de Cu-T (25-50 ug g1),
y en S3 el nivel de Cu-T es considerado como altamente
contaminante (>50 pg g*) (Cuadros 1y 2). En relacion
al Cr-T y Zn-T, S1 se clasifica como no contaminado, S2
con una contaminacion moderada y S3 como altamente
contaminado (EPA, 2008). La fraccion disponible del Cu
representd un 10% para S1 y S2, y 27% para S3 en
relacidn a la concentracion total cuantificada. En el caso
del Cr fue menor al 1% en todos los sitios. La fraccion
disponible del Zn representd 7%, 11% y 9% para S1 a
S3, respectivamente (Cuadros 1y 2).

Aunque la produccion de biomasa (Figura 2) fue afec-
tada por el tipo de muestra de suelo (S1, S2 y S3), las
plantas de L. tenuis retuvieron metales pesados en el te-
jido y establecieron relaciones simbiéticas con las comu-
nidades nativas de rizobios y HMA. La biomasa del vasta-
go y raiz aumento y la concentracion de clorofila total y
carotenos disminuy6 desde el sitio no contaminado (S1)
hasta los sitios con mayor grado de contaminacion (S2 y
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Cuadro 1. Propiedades quimicas determinadas en muestras de suelo recolectadas en tres sitios (S1, S2 y S3) de la Cuenca Matanza-Riachuelo (CMR)

antes y después del crecimiento de Lotus tenuis.

Propiedad quimica Tiempo Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
inicial 8,23 d 7,80 bc 7,88¢
pH (1:2,5)
final 8,14 d 7,52 a 7,74 b
Conductividad eléctrica inicial 331D 6,81c 7,12¢
(CE; dS m) final 1,68 a 4,10 b 3,44 b
inicial 3,37 a 23la 7,39 b
Materia organica (MO; %)
final 3,b3a 2,76 a 9,28 b
inicial 0,29 a 0,30 a 0,58 b
Nitrogeno (N; %)
final 0,30 a 0,30 a 0,50 b
inicial 10,67 a 26,95d 24,63 cd
Fosforo (P; ug g')
final 9,97 a 21,06 be 16,60 b
Metal total (ug g*)
inicial 29,41 a 43,63 a 362,20 b
Cu
final 31,20 a 43,84 a 317,00 b
inicial 16,88 a 24,92 a 707,40 ¢
Cr
final 17,53 a 22,76 a 552,40 b
Zn inicial 86,64 a 142,50 a 1731,00 b
final 113,3a 137,10 a 1713,00 b
Metal disponible (ug g?)
inicial 2,98 a 4,02 a 98,90 ¢
Cu
final 2,54 a 393a 88,97 b
inicial 0,12 a 0,23b 0,37¢c
Cr
final 0,14 a 0,25b 0,39¢
inicial 7,87 a 18,26 b 154,60 c
Zn
final 7,13 a 16,94 b 152,30 ¢

Sitio 1, 2 y 3 refieren a Gral. Las Heras, Marcos Paz y Avellaneda, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias (P<

0,05).

S3) (Figura 2, Cuadro 1). Es necesario destacar que nin-
guna planta denotd clorosis durante todo el ensayo, sin
embargo, la disminucidn significativa de la concentra-
cion de clorofila y carotenos en las plantas crecidas en
el suelo de S3 podria sugerir un efecto inhibitorio sobre
la sintesis de pigmentos fotosintéticos (Chandra y Kang,
2016).

Las concentraciones de Cu y Zn aumentaron en vas-
tago ante el incremento de dichos metales en suelo (Fi-
gura 3a, c y Cuadro 1), a diferencia de la concentracion
de Cr en vastago, la cual se mantuvo constante en los
tres sitios (Figura 3b). En general, las concentraciones
de Cu en tejido entre 20 y 100 ug g resultan toxicas
para la mayoria de las plantas (Burkhead et al., 2009;

Joo &

Cruz et al., 2022). En el presente trabajo, se registraron
concentraciones de Cu en tejido radical comprendidas
en el rango de toxicidad. Con respecto al Zn, en general,
los niveles de Zn en las hojas que superan los 300-600
Mg g se consideran toxicos para las plantas (Long et
al., 2003). Sin embargo, la concentracion de Zn en vas-
tago de L. tenuis en los tres sitios no se encuentra den-
tro del rango de toxicidad. En relacion al Cr, la concen-
tracion en vastago fue 10,3 pg g* en promedio para los
tres sitios. En tejido radical, la concentracion de Cr fue
12,9 ug g* en promedio para S1y S2, y aumento a 44,2
Mg g* en S3. Dada la elevada toxicidad de este metal,
la estrategia de L. tenuis consistiria en acumular en
vastago un nivel de Cr tolerable independientemente
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Cuadro 2. Resultados del ANOVA de dos vias con sitio y tiempo como factores a evaluar sobre diferentes variables.

Sitio (S) Tiempo (T) SxT
Variable
F P F P F P
pH (1:2,5) 174,07 53,89 rk 5,97 ke
Conductividad eléctrica (CE;
ds m) 83,41 165,74 *kk 8,01 **
Materia organica (MO; %) 88,46 2,88 ns 0,74 ns
Nitrégeno (N; %) 60,23 1,16 ns 1,90 ns
Fésforo (P; ug g*) 64,79 22,72 rk 4,45 *
Cu total (ug g?) 536,96 2,72 ns 3,12 ns
Cr total (ug g*) 907,91 14,98 rk 14,55 ek
Zn total (ug g*) 8267,03 1,03 ns 2,68 ns
Cu disponible (ug g*) 21037,91 69,30 rk 60,10 rk
Cr disponible (ug g*) 398,37 6,71 * 0,30 ns
Zn disponible (ug g*) 12102,06 2,82 ns 0,27 ns
Densidad de esporas (n° g*) 361,70 124,09 rk 77,24 rk

Valores de F y diferencias significativas: *, P< 0,05; **, P< 0,01; *** P< 0,001; ns, P> 0,05.

del grado de contaminacién edéfica. Las plantas de L.
tenuis acumularon en tejido (vastago y raiz) una canti-
dad de Cr relativamente mayor a la concentracion de
5,2 ug gt de Cr en tejido reportada como critica para la
mayoria de las plantas superiores (Shanker et al.,
2005). Ademas, la concentracion de metales en raiz fue
mayor que en vastago en todos los sitios (Figura 3d, e,
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f). El FBC para los tres metales disminuyé ante el incre-
mento de la contaminacion en el suelo (Figura 4 y Cua-
dro 1). El FT de cada metal disminuyd cuando la concen-
tracion en tejido radical aumento en cada suelo analizado
(Cu: r=-0,78, P< 0,0001; Cr: r=-0,73, P< 0,001; Zn:
r=-0,53, P< 0,05). Es necesario destacar que los FT cal-
culados en todos los casos fueron inferiores a uno, lo
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Figura 3. Concentracién de Cu (a, d), Cr (b, e) y Zn (c, f) en plantas de Lotus tenuis Waldst. & Kit que crecieron en suelos de la Cuenca Matanza-Ria-
chuelo (CMR). Sitio 1, 2 y 3 refieren a Gral. Las Heras, Marcos Paz y Avellaneda, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas entre

medias (P< 0,05).
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Figura 4. Factor de translocacion (FT, vastago: raiz) y factor de bioconcentracién (FBC, raiz: suelo) para Cu (a), Cr (b) y Zn (c) en plantas de Lotus tenuis

que crecieron en suelos de la Cuenca Matanza-Riachuelo (CMR). Sitio 1, 2

y 3 refieren a Gral. Las Heras, Marcos Paz y Avellaneda, respectivamente. Dife-

rencias significativas entre medias para los distintos sitios se indican con letras diferentes, mintsculas en el caso de FT y mayUsculas para FBC (P< 0,05).

cual indicaria que, ante el incremento de la contamina-
cion, el mecanismo de tolerancia se centra en el control
de la absorcién de metales por parte del tejido radical
junto con minimizar la posterior translocacion de meta-
les hacia el vastago de forma tal de proteger al tejido
fotosintético (Figuras 3 y 4). Estos hallazgos son coinci-
dentes con los publicados en distintas leguminosas tan-
to herbaceas como lefiosas (Pajuelo et al., 2011; Basili-
co et al., 2018; Jach et al., 2022).

La colonizacidon micorricica total fue de 56%, 66% y
57% para S1, S2 y S3, respectivamente (Figura 5a).
Estos valores son similares a los registrados previamen-
te en las raices de L. tenuis en suelos de sitios no con-
taminados (Garcia y Mendoza, 2008; Castillo et al.,

2013). En cuanto al desarrollo intrarradical de las dife-
rentes estructuras fungicas se destaca una elevada
proporcidon de la colonizaciéon dada por arbusculos y
por hifas independientemente del sitio (Figura 5a). Si
bien no se estimo el porcentaje de arbusculos o hifas
intrarradicales viables, dado que la colonizacién mico-
rricica total esta formada principalmente por ambos ti-
pos de estructuras podemos proponer que se desarrolla
una simbiosis funcionalmente activa entre L. tenuis y
las tres comunidades de HMA nativas de la CMR. Otra
de las estructuras caracteristicas de la colonizacién mi-
corricica son las vesiculas, las cuales constituyen es-
tructuras de reserva que contienen lipidos y una nume-
rosa cantidad de nucleos (Smith y Read, 2008). En este
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Figura 5. Morfologfa de colonizacién por hongos MA (a), nimero de puntos de entrada (PE) por mm de raiz colonizada (b) y densidad de esporas (c)
asociadas a plantas de Lotus tenuis que crecieron en suelos de la Cuenca Matanza-Riachuelo (CMR). Sitio 1, 2 y 3 refieren a Gral. Las Heras, Marcos
Paz y Avellaneda, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias (P< 0,05).

trabajo, la colonizacion por vesiculas fue baja en todos
los sitios, sugiriendo que la simbiosis entre las comu-
nidades de HMA y L. tenuis puede tolerar las distintas
caracteristicas de los suelos ensayados. El nimero de
PE registrado en las raices de L. tenuis fue mayor en
S2 y S3 que en S1 (Figura 5b). Ademas, esta variable
se correlaciond positivamente con la colonizacién mi-
corricica total (r= 0,81, P< 0,0001). En los tres sitios
analizados, la colonizacion micorricica total podria
atribuirse a la interaccion entre las tasas de creci-
miento del hongo dentro de la raiz, de las raices den-
tro del suelo y del desarrollo de nuevas unidades de
colonizacién micorricica en el sistema radical de L.
tenuis independientemente del grado de contamina-
cion de cada suelo. Esto concuerda con el patrdn pre-
viamente registrado en pastizales no contaminados
por Garcia y Mendoza (2008). La densidad de esporas
(DE) fue mayor en S1 en comparacion con S2 y S3
tanto antes como después del crecimiento de L. te-
nuis (Figura 5cy Cuadro 2). En este sentido, se regis-
tré un incremento del recuento de esporas en S1 lue-
go del crecimiento de L. tenuis y en S2 y S3 se
observo una tendencia hacia el ascenso de esta varia-
ble pero las diferencias no fueron significativas. La DE
correlaciond negativamente con el nimero de PE (r=
-0,62, P< 0,0079). Ademas, la disminucion de la DE
ante el incremento de la contaminacion se asocié con
valores de PE mayores a los registrados en el sitio no
contaminado (S1). Estos resultados indicarian una alta
eficiencia de la comunidad de HMA nativa de la CMR
para colonizar las raices de una especie micotrdfica
como es L. tenuis. Otro aspecto a tener en cuenta es
que, si bien la acumulacion de biomasa fue mayor con
el incremento de los niveles de P y N en el suelo, la
mayor disponibilidad de P no inhibié la formacién de
nuevas unidades de colonizacion, asi como el desarro-
llo intrarradical de la colonizacidén. Estos resultados
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también destacan la alta adaptacion de la comunidad
nativa de HMA y a L. tenuis como una buena opcidn
para el mantenimiento de dicha comunidad dado que
sus raices son colonizadas con niveles de P en el suelo
considerados como suficientes para el crecimiento ve-
getal e inhibitorios de la colonizacion HMA (Chippano
et al., 2021).

En relacion con la simbiosis con bacterias fijadoras
de N atmosférico, el promedio del nimero de nddulos
por gramo de peso fresco radical registrd diferencias
significas entre sitios (P< 0,001) y fue 9,7 para S1,
67,6 para S2 y 41,8 para S3. El incremento registrado
en S2 y S3 se asociaria con el aumento de la disponi-
bilidad de P en el suelo y concuerda con registros pre-
vios tanto en L. tenuis como en otras leguminosas (Mo-
naghan et al., 2007; Mendoza et al., 2016). La mayor
disponibilidad de P en ambos sitios podria facilitar su
asimilacién por parte del sistema radical de L. tenuis,
pudiendo ser transportado hacia los nddulos y usado,
posteriormente, por los rizobios en procesos metabdli-
cos que consumen altos niveles energéticos como es el
caso de la fijacion de N atmosférico (Sa e Israel, 1991;
Hernandez et al., 2009). Sin embargo, es necesario
destacar que el nivel de N en suelo en el S3 fue mayor
gue en S1 y S2. Este resultado podria indicar una re-
gulacion de la nodulacion en funcion del nivel de N
dado que el nimero de nddulos fue menor en S3 en
comparacion con S2.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la
hipotesis de que L. tenuis es capaz de retener metales
en el tejido y conservar la colonizacién de HMA en sus
raices y el medio ambiente edéfico. Este trabajo indica
que el cultivo de L. tenuis en simbiosis con HMA podria
constituir una herramienta que permitiria la fitorreme-
diacién y restauracion de suelos contaminados de la
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Cuenca Matanza-Riachuelo. Los resultados de este
trabajo constituyen la primera evidencia de la toleran-
cia de esta leguminosa, asi como el desarrollo de la
asociacion con HMA y rizobios, ante contaminacion por
metales y se plantea como una posible alternativa para
el desarrollo de futuros planes de restauracion de sitios
degradados.
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