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RESUMEN
Se ha realizado diversos estudios en los jales de la Sierra de Huautla, Morelos

en relacion con la contaminacion por metales y sus efectos sobre humanos,
animales y plantas que ahi habitan. En dichos estudios se demostr6 que
Prosopis laevigata crece en los jales de Huautla, Morelos y bioacumula Pb, Cu'y
Zn en la raiz y en la parte aérea. No se conoce si la asociacion con hongos
endofitos confiere a la planta la capacidad de bioacumular mayor cantidad de
metales y hacer la fitorremediacion mas eficiente. Con el interés de llevar a cabo
la fitorremediacion de sitios contaminados con metales pesados, se propone
aislar y caracterizar hongos enddfitos de raices de Prosopis laevigata
provenientes de los jales localizados en la sierra de Huautla y determinar si la
presencia de los hongos endofitos puede favorecer o no la capacidad de
acumulacion de metales pesados por la planta. Un total de 20 cepas de hongos
enddfitos se aislaron de raices de Prosopis laevigata en febrero 2019. Se
seleccionaron 10 cepas mediante identificacion morfologica y se calcul6 la
Concentracion Minima Inhibitoria sembrando las cepas en medio PDA con zinc
(ZnSO4¢7H20), plomo (Pb (NOs3)2) y cobre (CuSOas5H20) a diferentes
concentraciones para descartar las menos tolerantes. La cepa C7 presentd una
marcada tolerancia a altas concentraciones de Cu, Zn y Pb, por lo que fue
inoculada a plantas de Prosopis laevigata previamente germinadas en
condiciones de esterilidad, para determinar remocion de metales y promocién de
crecimiento vegetal en condiciones de invernadero por un periodo de 6 meses.
Los caracteres macromorfolégicos de los individuos que crecieron en sustrato
testigo con la cepa C7 formaron un grupo que fue significativamente diferente al
resto de los otros tratamientos, independientemente del tiempo de exposicion. El
cobre fue el Unico metal que se bioacumulé a través del tiempo de exposicion,
en hoja y en raiz en presencia del hongo. El hongo favorece la translocacion de
Cobre de la raiz a la hoja en P. laevigata, lo que puede considerarse para

estrategias de fitorremediacion.
PALABRAS CLAVES

Hongos endofitos, metales pesados, Prosopis laevigata, jales, fitorremediacion,
micorremediacion, bioacumulacion, caracteres macromorfolégios, factor de

translocacion.



SUMMARY
Various studies have been carried out in the tailings of the Sierra de Huautla,

Morelos in relation to metal contamination and its effects on humans, animals
and plants that live there. In these studies, it was demonstrated that Prosopis
laevigata grows in the tailings of Huautla, Morelos and bioaccumulates Pb, Cu
and Zn in the root and in the aerial part. It is not known if the association with
endophytic fungi gives the plant the capacity to bioaccumulate more metals and
make phytoremediation more efficient. With the interest of carrying out the
phytoremediation of sites contaminated with heavy metals, it is proposed to
isolate and characterize endophytic fungi from the roots of Prosopis laevigata
from the tailings located in the Sierra de Huautla and determine if the presence
of endophytic fungi can favor or not the ability to accumulate heavy metals by the
plant. A total of 20 strains of endophytic fungi were isolated from roots of Prosopis
laevigata in February 2019. Ten strains were selected by morphological
identification and a previous Minimum Inhibitory Concentration was done by
seeding the strains in PDA medium with zinc (ZnS04+7H20), lead (Pb (NOs3)2) and
copper (CuSO45H20) at different concentrations to discard the less tolerant.
Strain C7 presented a marked tolerance to high concentrations of Cu, Zn and Pb,
for which it was inoculated to Prosopis laevigata plants previously germinated
under sterile conditions, to determine removal of metals and promotion of plant
growth under greenhouse conditions by a 6-month period. The
macromorphological characters of the individuals who grew in control substrate
with the C7 strain formed a group that was significantly different from the rest of
the other treatments, regardless of the exposure time. Copper was the only metal
that bioaccumulated through exposure time, in leaves and roots, in the presence
of the fungus. The fungus does favor the translocation of Copper from the root to
the leaf in P. laevigata, which can be considered for phytoremediation strategies.

KEY WORDS

Endophytic fungi, heavy metals, Prosopis laevigata, tailings, phytoremediation,
mycorremediation, bioaccumulation, macromorphological characters,

translocation factor.
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INTRODUCCION
ACTIVIDAD MINERA

La mineria es una de las actividades econémicas de mayor tradicion en México,
practicada desde la época prehispanica y fuente de la expansién regional desde
la Colonia. En el desarrollo del pais es un factor importante de modernizacion y
avance, al suministrar insumos a practicamente todas las industrias (Hernandez-
Acosta et al., 2009). Aun hoy tras mas de cuatro siglos de mineria en México,
sigue siendo un reto el desarrollo de nuevas tecnologias para aprovechar los
recursos minerales e incrementar sus reservas. El potencial de México como
pais minero sigue siendo alto. En la actualidad es uno de los paises mas
importantes en cuanto a riqgueza mineral, tanto por calidad como por cantidad de
especies minerales, hasta el momento en México se han descubierto 68
minerales, lo que lo convierte en un pais mineraldgico de importancia mundial
(Canet & Camprubi, 2006).

Sin embargo, esta actividad genera grandes cantidades de desechos que
pueden convertirse en fuentes de metales pesados contribuyendo a la formacién
de “jales”. En los jales, los principales metales contaminantes considerando su
toxicidad y abundancia son: mercurio (Hg), arsénico (As) (cabe destacar que el
arsénico es un metaloide), plomo (Pb) y en algunos lugares el cromo (Cr)
(Bremauntz, 2004); (Sepulveda, 2005); (F. M. Romero & Gutiérrez Ruiz, 2010).

GENERACION DE RESIDUOS MINERQS (JALES)

Los jales, colas o relaves, como se conocen en otros paises de América Latina,
se definen como lodos residuales generados durante el proceso de beneficio del
mineral econdmicamente aprovechable (Gonzélez et al., 2005). Son originados
después de que las rocas que contienen a los metales son molidas y mezcladas
con agua y otras sustancias quimicas que facilitan su obtencién (Marin-Guirao
et al., 2005). El nivel de peligrosidad generado por los jales depende de la
naturaleza toxica del residuo, de la geologia de la mina, las concentraciones de
metales y metaloides (As, Cd, Cr, Cu, Pb, Se, Zn, etc.), y lainfluencia que ejercen
los factores bidticos y abidticos sobre los residuos. Los dafios al ecosistema
derivados de la mineria, son causados por los contaminantes que se generen en

los jales, ademas de los que puedan ser transportados por las erosiones hidricas
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provocando asi un desplazamiento de estos contaminantes a zonas que antes

no estaban afectadas (Corrales-Pérez & Romero, 2013).

Los principales dafios causados por los jales al medio ambiente estan
relacionados con la generacion de drenaje acido y su dispersion a través de la
erosion hidrica. La oxidacion de los sulfuros metalicos genera drenajes acidos,
gue no son mas que soluciones con bajos pH y altas concentraciones de
Elementos Potencialmente Toxicos (EPT) disueltos (Z. Lin, 1997); (Johnson et
al., 2000); (Moncur et al., 2005). Dichas soluciones al ser desplazadas por las
erosiones hidricas, constituyen un problema ambiental de gran magnitud al
contaminar suelos, sedimentos, aguas superficiales y aguas subterraneas (Bain
et al., 2000); (Armienta et al., 2001); (Jung, 2001).

En la actualidad aun no se conoce el nUmero de jales en México que puedan
estar causando contaminaciones al ambiente y en qué condiciones se
encuentren, pero mas de 80 siguen en funcionamiento. Histéricamente, los jales
se han generado cerca de las minas sin tomar en cuenta medidas para evitar el
desarrollo de contaminantes que puedan convertirse en un riesgo tanto para la
salud, humana, animal como ambiental de la region donde estos se encuentren
ubicados (F. M. Romero & Gutiérrez Ruiz, 2010).

CONTAMINACION DE SUELOS POR METALES PESADOS

El término de metal pesado se refiere a cualquier elemento quimico metélico que
tenga una densidad mayor a 5g/cm?®en su forma elemental y sea téxico debido
a que pueden transportarse inespecificamente al interior de la célula
ocasionando dafio a las membranas, inactivacion enziméatica, perturbacion de
funciones celulares, dafio al ADN y estrés oxidativo (Olaniran et al., 2013). Se
encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza terrestre,
en forma de minerales, sales u otros compuestos. Algunos metales tienen un
papel vital para los microorganismos debido a que estan involucrados en
procesos de oxido-reduccion, estabilizaciéon de moléculas y regulacion osmotica
por lo que son considerados esenciales (Ca, Cr, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, K, Nay
Zn). Sin embargo, también hay metales que se consideran como elementos no
esenciales debido a que no tienen una funcion biologica (Ag, Al, Cd, Au, Pby
Hg) (Bruins et al., 2000); (Cafizares-Villanueva, 2000) por lo que no pueden ser

degradados o destruidos facilmente de forma natural o biolégica. Por esta razén
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tienden a bioacumularse en diferentes organismos volviéndose potencialmente

peligrosos (Méndez et al., 2009).

La contaminacién por metales pesados es causada por agentes naturales y
antropogénicos. Las causas naturales pueden ser por actividad volcanica,
procesos de formacion de suelos, meteoros, erosion de rocas, terremotos,
tsunamis. Las causas antropogeénicas pueden ser la combustion de carburantes
fésiles, emisiones vehiculares e industriales (Pachon & Vela, 2008), residuos
(incineracién, deposito), algunos sistemas de produccion agricola suponen la
adicion directa durante largos periodos de tiempo de metales pesados asociados
a diferentes fertilizantes, fundamentalmente Cd por el uso de fosfatos y N por el
uso de nitrato de calcio, adicion de pesticidas ricos en Zn, arseniatos de Cuy Pb
y distintos compuestos érgano-metalicos (McGrath & Zhao, 2003) y la actividad
minera (Navarro-Avifo et al., 2007).

Los suelos que quedan tras una explotacion minera contienen todo tipo de
materiales residuales: acido sulfarico, cal, carbonato de sodio, hidroxido de
sodio, sulfato de cobre, cianuro de sodio, sulfuro de zinc, sulfuro de sodio,
aminas, aceites, diferentes alcoholes, etc. Estos compuestos suelen encontrarse
en los jales y son una fuente importante de EPT como As, Cd, Pb, Cu, Zn, Fe,
(F. M. Romero et al., 2008) lo que representa graves problemas para el desarrollo
de la cubierta vegetal, siendo sus caracteristicas mas notables las siguientes
(Puga et al., 2006):

1-Clase textural desequilibrada: las operaciones mineras generalmente
producen una seleccién en el tamafio de las particulas quedando materiales
homométricos, lo que significa que todos los materiales presentes tendran igual
tamafio y predominaran las fracciones de mas de 2 mm; gruesas, grava y arena
(Morlans, 1852). La estructura del suelo se encuentra dividida en tres tipos de
capas a las que se les llama horizontes y su diferenciacion se debe tanto a la
dinamica interna, ya sea por su composicion y textura, como al transporte vertical
debido a la lixiviacion o la capilaridad. El horizonte B, también llamado subsuelo,
es el mas grande, se compone de materiales provenientes de fragmentos de
rocas como la arena gruesa y liviana, que cumple funciones de filtracion; el limo,
el cual mantiene la homeostasis y la arcilla, que retiene el agua. Por lo que al

solo estar presente una sola de estas fracciones se vera afectadas cada una de
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estas funciones y por consiguiente la fertilidad del suelo (S. E. G. Romero et al.,
2008).

2-Ausencia o baja presencia de la estructura edéfica: Se debe a la escasez de
componentes coloidales, especialmente de los organicos; lo anterior ocasiona
que las particulas quedan sueltas o forman paquetes masivos o estratificados,
en consecuencia se acumulan los contaminantes en el suelo al no poder ser

degradados por los microorganismos (Morlans, 1852).

3-Propiedades quimicas anémalas: Los suelos de las minas son sistemas que
en general han sufrido una oxidacion intensa y acelerada (casi todas las
reacciones de oxidacion son acidificantes), que hacen descender el pH del suelo
(<3) (Morlans, 1852). La presencia de condiciones de acidez crea un ambiente
hiperacido e hiperoxidante, ademéas de la produccién de especies ionicas
caracteristicas de estos ambientes que son altamente tdxicas para los
organismos acuaticos o terrestres (metales pesados como Al, Fe, Mn, Pb, Cu,
Zn). Por lo que el medio no es apto para el desarrollo de los organismos y por

ello muy dificilmente edafizable (S. E. G. Romero et al., 2008).

4-Disminucion o desequilibrio en el contenido de nutrientes fundamentales: Dado
que la actividad biolégica estd fuertemente reducida se presentan fuertes
carencias de los principales elementos biogénicos: C, N y P, derivados del
metabolismo de dichos microorganismos (Morlans, 1852). Para favorecer la
actividad microbiana y metabdlica, los nutrientes juegan un papel esencial por lo
cual se deben encontrar en las cantidades apropiadas para su asimilacion y

sintesis segun su requerimiento.

5-Ruptura de los ciclos biogeoquimicos: Debido a que en los procesos mineros
se suelen eliminar los horizontes superficiales, que son aquellos biol6gicamente
activos (Morlans, 1852).

6-Baja profundidad efectiva: El suelo tiene un espesor muy limitado (Morlans,
1852).

7-Dificultad de enraizamiento: Como consecuencia de la extrema delgadez del
suelo las raices solo pueden desarrollarse en la fina capa superficial (Morlans,
1852).
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8-Baja retencion de agua: Como consecuencia de la ausencia de los materiales

dotados de propiedades coloidales y de estructura del suelo (Morlans, 1852).

9-Presencia de compuestos toxicos: Los cuales impiden o dificultan la rdpida
colonizacion de los depdsitos por los microorganismos. La estructura quimica del
contaminante ya sea por la cantidad de enlaces y grupos funcionales o al
polimeralizarse conlleva a que resulte mas dificil su incorporacion al metabolismo
microbiano, y por tanto se vuelvan potencialmente toxicos (S. E. G. Romero et
al., 2008).

TOXICIDAD DE METALES PESADOS

Actualmente, el término metal pesado es utilizado para referirse de una manera
amplia a aquellos metales o metaloides con potencial de causar toxicidad

(Alloway, 2012). Los principales mecanismos de toxicidad a nivel molecular son:

1. Bloqueo de grupos funcionales esenciales en biomoléculas, debido a la alta
afinidad de los cationes metalicos por los grupos sulfhidrilos de las proteinas,
especificamente a los residuos de cisteina, lo que ocasiona su desnaturalizacién
(Schutzendubel & Polle, 2002); (Peralta-Videa et al., 2009).

2. El desplazamiento de centros cationicos en enzimas importantes, como es el
caso de la ribulosal-5 bisfosfato carboxilasa-oxigenasa (Rubisco), la cual tiene
un centro catiénico de Mg?* que puede ser desplazado en presencia de cationes
divalentes como Co?*, Ni** y Zn?*. Dicho desplazamiento provoca que la enzima

pierda su funcion (Smeets et al., 2005).

3. Por la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) debido a la
autooxidacion de metales como Fe?* o Cu*, lo que resulta en la formacién de
H202y del radical OH" via reaccion de Fenton (Schutzendubel & Polle, 2002). El
radical OH" es uno de los mas reactivos que se conocen, por su capacidad de
iniciar reacciones en cadena de radicales libres que ocasionan modificaciones y
dafio irreversible a biomoléculas como carbohidratos, ADN, proteinas y
particularmente lipidos (Mithofer et al., 2004) que forman la membrana celular,
produciendo peroxidaciones que debilitan la membrana y aumentan su
permeabilidad. Debido a esto, las ERO conducen a alteraciones en la estructura

celular (Hattab et al., 2009). En las plantas, dichos cambios aceleran la
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senescencia o la muerte del organismo (Stobrawa & Lorenc-Plucinska, 2008)

(Figura 1).
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Figura 1. Toxicidad ocasionada por los metales pesados sobre las biomoléculas
(McGrath et al., 2002)

El problema esencial es que debido a la semejanza entre muchos contaminantes
y los elementos trazas esenciales, las células pueden incorporar elementos
toxicos que quedan dentro de ellas o incorporados en su membrana causando
un dafio letal (Navarro-Avifié et al., 2007). En las células vegetales, los MP
pueden unirse a atomos de nitrdgeno, azufre y oxigeno, y sustituir metales
esenciales, alterando asi diversas funciones. Sin embargo, ciertas plantas
poseen mecanismos por los que pueden tolerar la presencia de MP, entre éstos
se encuentran la union del metal a la pared celular, su compartimentalizacion en
la vacuola y la activacion de sistemas enziméaticos y no enzimaticos que eliminan
especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la presencia de MP. Las
plantas pueden generar estrategias para limitar los efectos negativos de la
toxicidad del metal y su respuesta debe ser estrictamente regulada para reducir
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los dafios causados por los metales asegurando la correcta homeostasis de los

minerales esenciales (Y.-F. Lin & Aarts, 2012).
EFECTOS DE LOS METALES PESADOS EN LAS PLANTAS

Las plantas que acumulan metales pesados tienen diferentes respuestas
dependiendo de la disponibilidad de los metales en el suelo, éstas son capaces
de sobrevivir o de reproducirse en ambientes con alto contenido de metales. Sin
embargo, la excesiva concentracién de metales pesados puede causar diversos
efectos sobre la planta. Debido a que los metales sustituyen al ion magnesio
(Mg?*) en la molécula de la clorofila, afectando la captacion de fotones, se
generan afectaciones en la actividad fotosintética y la produccién de clorofila. En
el fotosistema Il (PSll), el transporte electréonico fotosintético y el
desprendimiento de oxigeno quedarian inhibidos, debido a la sustitucién
competitiva del Mg?* por los MP en el sitio de la fotélisis del agua (Van Assche &
Clijsters, 1986); (Ralph & Burchett, 1998). Cuando un metal se encuentra en
exceso dentro de un organismo puede unirse a grupos funcionales que contienen
atomos de azufre, nitrdgeno u oxigeno o puede desplazar a otros metales de
caracteristicas fisicoquimicas similares. Si, ademas, el metal tiene actividad
redox, como el Cu, Fe o Mn, puede intervenir en procesos de transferencia de
electrones y catalizar la formacion de radicales libres (Pernia et al., 2008).

El Cu inhibe el crecimiento de las plantas y dafia los procesos celulares como la
respiracion mitocondrial, metabolismo de la pared celular y la sefalizacién de
hormonas (Raven et al., 1999). El Pb viaja desde las raices hasta el xilema de
las hojas como iones libres, uniéndose preferentemente al Oz, grupos aminos o
sulfihidrilos y ocasiona estrés idnico. Ademas, algunos autores plantean, que la
fitotoxicidad del plomo va a influir en la permeabilidad de la membrana celular,
en las reacciones de grupos sulfihidrilos (-SH) con cationes y en la afinidad para
reaccionar con grupos fosfatos, lo que puede provocar perdida de funciones en

las proteinas de los tejidos (Ortiz et al., 2006); (Raven et al., 1999).

En general, los efectos en plantas que crecen en ambientes contaminados por
metales son: inhibiciébn del crecimiento de la raiz, (Wdjcik et al., 2005);
(Intawongse & Dean, 2006); (DalCorso et al., 2008), alteraciones en la biomasa
radicular, incremento de la defoliacion, aumento en el niumero de pelos radicales

y reduccion en el numero de brotes (Buendia-Gonzélez et al., 2010).
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Dada la alta toxicidad y los diferentes efectos que los MP pueden causar en las
plantas, se han establecido limites maximos permisibles (LMP), los cuales se

muestran en la tabla 1

Tabla 1. Limites méaximos permisibles de metales pesados en suelos (Semarnat, 2007).

Metal | Suelo uso agricola/residencial/comercial | Suelo uso industrial
(mg/kg) (mg/kg)
As 22 260
Hg 23 310
Pb 400 800
Cr (VI) 280 510

Un aspecto que debe recordarse es que los metales pesados pueden contaminar
los suelos por largos periodos de tiempo. Por tanto, representan un riesgo
permanente para la salud ambiental y humana. En consecuencia, surge la
necesidad de tratar, descontaminar, y remediar suelos contaminados por

metales pesados (Navarro-Avifié et al., 2007).

BIORREMEDIACION

Las practicas de biorremediacion usan diferentes organismos (plantas,
microorganismos; ya sean hongos, levaduras o bacterias) para eliminar
elementos contaminantes de los ecosistemas que puedan afectar la salud
humana, animal o vegetal (Rodriguez, 2003). Existen diversos tipos de
biorremediacién, uno de ellos se basa en el empleo de plantas
hiperacumuladoras de metales pesado, las cuales desarrollan mecanismos de
tolerancia, eliminando asi los contaminantes del suelo (Carpena & Bernal, 2007).

El proceso de biorremediacién puede clasificarse de la siguiente manera
(Marivela et al., 2002):

Biorremediacidon microbiana. Uso de microorganismos con la capacidad de

acumular o metabolizar metales pesados, lo cual ha experimentado un gran
desarrollo. Aunque las bacterias son las mas empleadas en el proceso de

biorremediacién, también se han empleado otros microorganismos como
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hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos para la degradacion de

compuestos toxicos en el suelo.

Fitorremediacion. Consiste en el uso de plantas para contener, remover o

neutralizar metales pesados. Es el método mas usado para la biorremediacion

de metales.

FITORREMEDIACION

La fitorremediacion es un conjunto de tecnologias que reducen in situ 0 ex situ
la concentracion de diversos compuestos metalicos a partir de procesos
bioquimicos y microorganismos asociados a ellas. Utiliza las plantas para
remover, reducir, transformar, mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar
contaminantes (Kelley et al.,, 2000). Las fitotecnologias se basan en los
mecanismos fisioldgicos basicos que tienen lugar en las plantas y en los
microorganismos asociados a ellas, tales como: traspiracion, fotosintesis,
metabolismo y nutricion (Ghosh & Singh, 2005). Estas fitotecnologias ofrecen
numerosas ventajas en relacion con los métodos fisicoquimicos que se usan en
la actualidad. Tabla 2 (Delgadillo-Lopez et al., 2011).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion.

Ventajas

Desventajas

Es una tecnologia sustentable.

En especies como los arboles o
arbustos, la fitorremediacion es un
proceso relativamente lento.

Es eficiente tanto para contaminantes
organicos como inorganicos.

Se restringe a sitios de contaminacion
superficial dentro de la rizésfera de la
planta.

Se realiza sin necesidad de
transportar el sustrato contaminado,
con lo que se disminuye la
diseminacion de contaminantes a
través del aire o del agua.

El crecimiento de las plantas esta
limitado por concentraciones toxicas
de contaminantes, por lo tanto, es
aplicable a ambientes con
concentraciones bajas de
contaminantes.

Es de bajo costo.

Los contaminantes acumulados en
maderas pueden liberarse por
procesos de combustion.

No requiere personal especializado
para su manejo.

No todas las plantas son tolerantes o
acumuladoras.

Actla positivamente sobre el suelo,
mejorando sus propiedades fisicas y
guimicas, debido a la formacion de
una cubierta vegetal.

La solubilidad de algunos
contaminantes puede incrementarse,
resultando en un mayor dafo
ambiental o] migracion de
contaminantes.
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Ventajas Desventajas

No requiere consumo de energia. Se requieren areas relativamente
grandes.

Solo requiere de practicas | En sistemas acuaticos se puede

agronomicas convencionales. favorecer la diseminacion de plagas

tales como los mosquitos.

Es poco perjudicial para el ambiente.
Permite el reciclado de recursos
(agua, biomasa, metales).
Tiene una alta probabilidad de ser
aceptada por el publico, ya que es
estéticamente agradable.

La fitorremediacion puede aplicarse eficientemente para tratar suelos
contaminados con compuestos organicos como benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos; solventes clorados; desechos de nitrotolueno; agroquimicos clorados y
organofosforados; ademas de compuestos inorganicos como Cd, Cr (VI), Co, Cu,
Pb, Ni, Se y Zn (Betancur et al., 2005).

Se han identificado una amplia diversidad de especies vegetales que se emplean
para este fin. Algunas de ellas, debido a su gran capacidad para acumular
metales pesados, reciben el nombre de hiperacumuladoras. Por definicion, estas
plantas deben acumular al menos 100 pg/g (0.01 % peso seco) de Cd y As; 1000
pa/g (0.1 % peso seco) de Co, Cu, Cr, Niy Pb; y 10 000 pg/g (1.0 % peso seco)
de Mn (Watanabe, 1997); (Reeves et al., 1999); (McGrath et al., 2001); (Kamal
et al., 2004); (Yang et al., 2004); (Reeves, 2006); (Padmavathiamma & Li, 2007);
(Delgadillo-Lopez et al., 2011).

Esta tecnologia se hace mas efectiva a través de la manipulacion genética, lo
que mejora la capacidad de remediacién de las plantas (Cherian & Oliveira,
2005). Se han disefiado especies vegetales con una mayor capacidad de
degradacion de contaminantes organicos o de acumulacién de metales pesados.
Algunas plantas genéticamente modificadas estan adaptadas especificamente
para la fitorremediacion de Cd, Hg o bifenilos policlorados (Raskin, 1996);
(Meagher, 2000); (Pilon-Smits & Pilon, 2002); (Eapen et al., 2007); (Macek et al.,
2008). (Tabla 3).
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Tabla 3. Mecanismos de fitorremediacion.

Proceso Mecanismo Contaminantes

Fitoestabilizacion | Complejacion o Quelacion Organicos e inorganicos
(Pb, Cd, Hg, Zn, Cu)

Fitoextraccion Hiperacumulacién Inorganicos (As, Cr, Cd,
Pb, Se, Ni)

Fitovolatilizacién Volatilizacion a través de las hojas | Organicos e inorganicos
(Ho)

Fitoinmovilizacion | Acumulacion en la rizosfera Orgénicos e inorgénicos

(Cd, Cu, Zn, As, Pb)

Fitodegradacion Uso de plantas y microorganismos | Organicos
asociados para degradar

Rizofiltracion Uso de raices para absorber y | Organicos e inorganicos
adsorber contaminantes del agua | (As, Cr, B, Cu, Pb, Cd, Zn)

Dependiendo del tipo de contaminante, las condiciones del sitio y el nivel de
limpieza requerido; las tecnologias de fitorremediacion se pueden utilizar como
medio de contencidn (rizofiltracion, fitoestabilizacion y fitoinmovilizacién) o
eliminacion (fitodegradacion, fitoextraccion y fitovolatilizacion) (Thangavel &
Subbhuraam, 2004). En México las investigaciones se han enfocado al proceso
de fitoextraccion partiendo de la utilizacion de plantas nativas acumuladoras de
metales y del conocimiento de la diversidad microbiana de cada zona particular
para obtener aislados que promuevan el crecimiento vegetal y ayuden al proceso
de fitorremediacion al ser inoculados en las plantas (Covarrubias & Cabriales,
2017).

PROSOPIS LAEVIGATA COMO PLANTA HIPERACUMULADORA DE METALES
PESADOS.

El establecimiento de especies vegetales en suelos ricos en metales pesados
depende de la capacidad de las plantas para desarrollar mecanismos de
tolerancia (Y.-F. Lin & Aarts, 2012). Una de las estrategias empleadas por las
plantas para tolerar elevadas concentraciones de metales en el suelo es la
absorcion y acumulacién activa en su biomasa aérea (estrategia acumuladora),
lo que requiere una fisiologia altamente especializada (Lazaro et al., 2002), estas
plantas son llamadas hiperacumuladoras y hace referencia a plantas que tienen
la capacidad de crecer en suelos metaliferos y acumular altas concentraciones
de metales pesados en los 6rganos aéreos por encima de los niveles que se
encuentran en la mayoria de especies, presentando pocos efectos fitotdxicos
(Rascio & Navari-Izzo, 2011).

24



Prosopis laevigata es una leguminosa de la familia Fabaceae considerada una
especie hiperacumuladora, ya que se puede establecer en suelos con altos
contenidos de metales pesados y acumularlos en sus 6rganos aéreos (Haque et
al., 2008); (Mokgalaka-Matlala et al., 2008). Crece principalmente en zonas
aridas y semiaridas, con alto contenido de sal y suelo deficiente en nutrientes
(Garcia-Sanchez et al., 2012). Es de gran importancia ecolégica por el papel que
desempeiia dentro del ecosistema de las zonas aridas, ya que controla la
erosion, debido a su asociacion con bacterias fijadoras de nitrogeno, que fijan el
nitrégeno de la atmésfera mejorando su fertilidad (Carrillo, 2006). Es un recurso
gue puede ser utilizado para la recuperacion de tierras agricolas con problemas
de salinidad en suelo y agua, ademas se considera util para estabilizar y mejorar
el suelo al incrementar el contenido de materia organica, mejora la capacidad de
almacenamiento de agua y la tasa de infiltracion y posee una de las capacidades
fotosintéticas mas altas (Ruiz, 2011). De ahi la importancia de su empleo en

estudios de fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.

MICORREMEDIACION

La micorremediacion es el uso de hongos para degradar o remover
contaminantes del ambiente. Los hongos tienen una gran capacidad para
desarmar y romper largas y complejas cadenas de los contaminantes mas
recalcitrantes, convirtiéndolos en cadenas mas simples y quimicamente menos
toxicas (Stamets, 2005); (Singh, 2006).

La micorremediacion emplea el micelio de especies de hongos seleccionados
para remover o degradar contaminantes del ambiente. Ha sido demostrado, a
escala de laboratorio, que la micorremediacion opera en periodos de tiempo de
semanas a meses y que es efectiva en la remocion de componentes
recalcitrantes y toxicos, con moléculas aromaticas de alta masa molecular de
productos derivados del petroleo (hidrocarburos aromaticos policiclicos con mas
de 4 anillos) que son mas dificimente degradados por otros sistemas

microbiolégicos (Thomas et al., 1998).

Los micelios segregan enzimas extracelulares y acidos capaces de
descomponer la celulosa y la lignina, componentes estructurales de la fibra

vegetal, de esta manera los ecosistemas procesan con mucha mayor rapidez y
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efectividad la materia organica muerte y la convierten en nutrientes para las

plantas, con las que se asocian (Stamets, 2005).
HONGOS ENDOFITOS

Debido a que los suelos contaminados con jales mineros son a menudo pobres
en nutrientes, se busca el uso de microorganismos que puedan aportar los
elementos necesarios para el crecimiento de las plantas y que a su vez tengan
la capacidad de crecer en concentraciones altas de metales pesados
(Covarrubias & Cabriales, 2017).

El término endofito se conoce desde el siglo XIX y se usé inicialmente para
agrupar aquellos organismos fungicos que viven dentro de las plantas (Léveillé,
1846); (de Bary, 1866), pero el significado de este término ha variado acorde con
el avance del conocimiento en este campo. En la actualidad se conocen como
organismos que viven asintomaticamente dentro de las raices y tejidos aéreos
vegetales vivos (G. C. Carroll, 1986), pero excluyendo los hongos productores
de micorrizas (K Saikkonen et al., 1998), (Kari Saikkonen et al., 2004), ya que
algunas asociaciones micorrizicas deforman la raiz, permitiendo detectar los

sintomas de su colonizacion a simple vista (Wilson, 1995).

Los hongos endéfitos forman con sus hospederos relaciones simbidticas y en la
actualidad se desarrollan diversas investigaciones acerca del funcionamiento de
esta simbiosis (G. Carroll, 1995). Es poco comun gue se encuentre una sola
especie de enddfito en una planta (Selim et al., n.d.); (Sanchez-Fernandez et al.,
2013). Incluso se ha observado la interaccion directa o indirecta de un endofito
con otros enddfitos (hongo-hongo, hongo-bacteria y/o bacteria/bacteria) que se

encuentran asociados en diversos tejidos de la planta (Kusari & Spiteller, 2012).

Los hongos son microorganismos con gran capacidad de influir en el destino y la
disponibilidad de nutrientes en un ecosistema (Lodge & Cantrell, 1995), por lo
gue es viable pensar que su presencia tenga repercusiones fisiolégicas en el
hospedero. En algunos casos, los hongos endofitos confieren beneficios a la
planta que pueden resultar mutuos: utilizan los nutrientes que sintetiza la planta
y ésta se beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen. En Poaceae
se ha demostrado que brindan resistencia a herbivoros mediante la produccion

de metabolitos secundarios que resultan toxicos o reducen la palatabilidad para
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los organismos que las consumen (insectos, mamiferos) (G. Carroll, 1988). En
algunas plantas no gramineas, aunque los hongos endofitos no se han
relacionado con un incremento en la resistencia a la herbivoria, en ocasiones
pueden reducir la incidencia y proteger a las plantas de infecciones causadas
por microorganismos patdgenos (Faeth & Fagan, 2002); (Arnold et al., 2003).

Los hongos enddfitos poseen un gran potencial econébmico en areas como la
agronomia, la medicina y la biorremediacion, ya que pueden realizar
transformaciones biogeoquimicas como la biointemperizacion e interacciones
con metales (Geoffrey M Gadd, 2007). La asociacion entre la planta y los hongos
endofitos juega un papel importante en la proteccion de la planta frente a
infecciones patogenas y estrés ambiental, promocion de crecimiento, (Kunoh,
2002); (Hasegawa et al., 2006), facilita la captacion de fosforo, un nutriente
limitante en la mayoria de los suelos, de metales pesados, entre otros (Guerra-
Sierra, 2008).

Merlin en el afio 1922, observdé hongos pigmentados de color café o negro
asociados a las raices de las plantas, a los cuales denominé como Mycelium
radicus astrovirens (MRA), los cuales coexistian con hongos micorrizicos, por lo
que fueron referidos como hongos “pseudomicorrizicos” (Jumpponen & Trappe,
1998). Actualmente estos hongos reciben el nombre de endofitos septados
obscuros (DSE, por sus siglas en inglés) (Rodriguez et al., 2009). Este grupo de
hongos puede tener varias funciones dentro de las comunidades de plantas,
incluyendo un efecto nutricional, proteccion contra patégenos de raiz,
modificaciones a tolerancias ambientales y participacién en la dinamica de la
comunidad de plantas. Todos estos factores pueden tener gran relevancia para
la funcionalidad del ecosistema (Bonfim et al., 2016).

En México no se han realizado estudios enfocados a generar conocimientos
acerca de DSE, no obstante la gran diversidad de plantas en las que pueden
estar presentes, las funciones que sobre éstas y los ecosistemas puedan estar
ejerciendo, el desarrollo de investigaciones que permitan conocer la riqueza,
abundancia y diversidad de los DSE en las zonas aridas, semiaridas, bosques
templados, bosques tropicales secos y humedos, pastizales y humedales de
México, constituye por si mismo un reto ineludible de abordar para mejorar y

complementar el conocimiento de la biodiversidad del pais. Lo anterior, sumado
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al potencial de aprovechamiento que ofrecen estos recursos, genera lineas de

investigacion muy atractivas para México (Heredia-Acuiia et al., 2014).

Los DSE son un reto para los investigadores, pues esta innovadora linea de
investigacion, de ser bien explorada, puede generar cepas 0 consorcios que
promuevan el crecimiento de especies de interés forestal y agricola; asi como de
biotecnologias dirigidas a aspectos ambientales, por su potencial en procesos
de fitorremediacidn de zonas contaminadas por metales pesados (Heredia-
Acufia et al., 2014).

A la fecha, los estudios enfocados a fitorremediacion con hongos endéfitos son
escasos, pero dada la utilidad de los hongos en la biorremediacion, su potencial
es claro. Los estudios que se centren en la dinamica de estas comunidades
fungicas a lo largo del desarrollo de la planta podrian ayudar a comprender los
factores ambientales o intrinsecos de las plantas hospederas que pueden tener

una influencia sobre ellos y viceversa (Rothen et al., 2017).

CAPACIDAD DE LOS HONGOS ENDOFITOS PARA COADYUVAR EN EL PROCESO DE
FITORREMEDIACION

Los hongos enddfitos asociados a las plantas podrian mejorar la fitoextraccion al
alterar la solubilidad, la disponibilidad y el transporte de metales pesados y
nutrientes a través de la produccion de &cidos organicos, la liberacién de
guelantes o los cambios redox. Se han reportado enddfitos productores de
sideroforos de varias plantas, los cuales pueden formar complejos estables con
metales como Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb y Zn. La unién del sider6foro a un metal
aumenta la concentracién de metal soluble (Rajkumar et al., 2010). Asi mismo,
se ha demostrado que algunos endoéfitos aumentan la movilizacién de metales
pesados a través de la secrecién de acidos organicos de baja masa molecular
(AAC desaminasa). Otros estudios encontraron que el Pb soluble en agua
aumentd y el pH disminuy6é en una solucion con crecimiento de endofitos y
propuso que esto pudiera deberse a los acidos organicos producidos por estos

microorganismos (Sheng et al., 2008).

El P soluble es a menudo el nutriente mineral limitante para la produccion de
biomasa en ecosistemas naturales. Se ha demostrado que algunos aislados

endofiticos solubilizan fosfato mineral. Piriformospora indica es un hongo
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endofitico colonizador de raices de amplio hospedador que permite que las
plantas crezcan bajo un estrés fisico y nutricional extremo. Este hongo contiene
cantidades sustanciales de una fosfatasa acida que tiene el potencial de
solubilizar fosfato en el suelo y lo hace asimilable para la planta hospedera,
También puede mejorar la absorcion de nitrato y regular el metabolismo de
carbono (C) y azufre (S) (Oelmdiller et al., 2009).

Otro ejemplo es la liberaciébn de acido 5-cetogluconico, que disuelve varias
fuentes de Zn como ZnO, ZnCO3 o Zns (POa4)2, lo que hace que el Zn esté
disponible para la absorcion de la planta (Saravanan et al., 2007). También se
encontré que algunos endofitos de podrian liberar metabolitos que movilizan
metales en el suelo contaminado, movilizaron Zn o Cd, y mejoraron la

acumulacion de metales en las hojas de Salix caprea (Kuffner et al., 2010).

Ya sea que aumente o disminuya la presencia de endéfitos, la captacion y
acumulacion de metales va a depender en gran medida de la concentracion de

estos en el suelo (Li et al., 2012).
ANTECEDENTES DEL SITIO DE ESTUDIO

Los principales metales obtenidos por medio de la mineria en el estado de
Morelos son Ag, Pb y Zn. En los siglos XVIIl y XIX fueron explotadas seis minas,
las cuales se encuentran abandonadas en la actualidad (Volke Sepulveda et al.,
2004). En la zona de Huautla so6lo hay en existencia tres jales, con
concentraciones de As (139.2+14.9 mg/kg) y Pb (2297.9+833.2 mg/kg), limites
permisibles superiores a los establecidos por PROFEPA en 2006 y la NOM-127-
SSA1-2004 As (20 mg/kg residencial y 40 mg/kg suelo industrial) y Pb (200
mg/kg residencial y 1500 mg/kg suelo industrial).

Durante la época de lluvia estos residuos pueden ser transportados por erosién
hidrica a otras regiones debido a que se encuentran a campo abierto, lo que va
a facilitar el proceso de lixiviacion de los metales pesados hacia los cuerpos de
agua cercanos. Existen estudios previos en la zona en relacion con la
contaminacion por metales y sus efectos sobre humanos, animales y plantas que
ahi habitan. Los estudios con especies vegetales, se ha reportado que existen

19 especies contenidas en 10 familias, siendo Acacia farnesiana, Pithecellobium
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dulce y Prosopis laevigata las tres especies con mayor abundancia relativa en

los jales de Huautla (Martinez-Becerril, 2009).

Se ha reportado una bioacumulacion de Cu y Pb en tejido foliar de Prosopis
laevigata y una reduccion en la mayoria de los caracteres anatoémicos y
morfolégicos en individuos asociados a sitios contaminados con respecto a
individuos del sitio testigo (Hernandez-Lorenzo, 2015). Se realiz6 un estudio con
Phitecellobium dulce en el que mostré la bioacumulacion de metales pesados
(Cu, Pby Zn) en el tejido foliar y una reduccién en los caracteres morfologicos.
Ademas se registraron mayores niveles de dafio genético en los individuos
expuestos a metales pesados (Castafieda Bautista, 2016). En otra investigacion
se encontrd que individuos de Acacia farnesiana bioacumulan Cu, Pby Zn en el
tejido foliar, lo que provoco elevados niveles de dafio genético y una reduccion
en los caracteres morfolégicos foliares. No obstante, no se encontraron reportes
de biorremediacion relacionados con los hongos enddfitos de esta planta
(Santoyo-Martinez, 2016). En otros estudios se obtuvo que S. procumbens
bioacumulé mayor concentracion de metales en las raices que en las hojas.
Encontré una relacién negativa y significativa entre la bioacumulacién de Cd y
Pb y
la concentracion de clorofila, siendo los individuos provenientes del sitio
expuesto los que presentan menor concentracion de clorofila con respecto a los
individuos provenientes del sitio testigo. Los resultados muestran que no hay un
efecto significativo del origen de la semilla sobre los caracteres morfol6gicos

analizados (Rosas-Ramirez, 2018).

Estudios recientes lograron aislar 22 cepas de hongos endoéfitos provenientes de
las raices de Acacia farnesiana que habita en la zona de jales localizados en la
Sierra de Huautla y determinaron que las cepas eran tolerantes a diferentes
concentraciones de metales y solo dos de ellas (H17 y H21) mostraron una alta
tolerancia a Cu y Pb. Por medio del método Neighbor-joining elaboraron un arbol
filogenético que les permitié determinar que la cepa H17 pertenece a una especie
del género Fusarium, uno de los géneros de hongos enddfitos mas aislados de
plantas hiperacumuladoras de metales pesados y la cepa H21 al género

Aspergillus (Salazar-Ramirez et al., 2020).

30



Las evidencias antes mencionadas demuestran que los recursos naturales del
sitio estan contaminados por diversos metales, lo que ha afectado a la biota

circundante (Mussali-Galante et al., 2013).

JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado que Prosopis laevigata crece en los jales de
Huautla, Morelos y es capaz de bioacumular Plomo, Cobre y Zinc tanto en la raiz
como en la parte aérea. Sin embargo, no se conoce aun si la asociacion con
microorganismos, como los hongos endofitos confiere a la planta mayor
tolerancia y capacidad para bioacumular una mayor cantidad de metales
pesados y por lo tanto de hacer el proceso de fitorremediacion mas eficiente. Es
por eso que, con el interés de llevar a cabo la fitorremediacion de sitios
contaminados con metales pesados se proponen estrategias para aislar y

caracterizar cepas de hongos que crecen asociados a esta planta.

HIPOTESIS

Las cepas de hongos enddfitos aisladas de Prosopis laevigata crecidas en los
jales localizados en la sierra de Huautla, le confieren a P. laevigata una mayor

capacidad de acumulacion de metales pesados.

OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar hongos endofitos de raices de Prosopis laevigata
provenientes de los jales localizados en la sierra de Huautla y determinar si la
presencia de los hongos enddfitos puede favorecer o no la capacidad de
acumulacion de metales pesados por P. laevigata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Aislar hongos enddfitos de la raiz de individuos de Prosopis laevigata

provenientes de los jales de Huautla, Morelos.

2.- Evaluar la capacidad de promocion de crecimiento vegetal y remocion de
metales pesados de los hongos endofitos sobre plantas de Prosopis laevigata en

condiciones de invernadero.
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3.- Analizar la capacidad de translocacion de metales pesados de la planta

Prosopis laevigata en presencia y ausencia de hongos endofitos.
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METODOLOGIA
SITIO DE ESTUDIO

La region oriente de la sierra de Huautla se localiza al sureste del estado Morelos
entre los 18° 12" y 18° 40°N, y los 98° 51" y 99° 08°0O; incluye los municipios de
Tpalcingo, Puente de Ixtla, Amacuzac, Tlaquiltenango, y Ciudad Ayala, y tiene
una extension aproximada de 40 000 ha. Se ubica en la cuenca del alto Balsas,
y la mayor parte de la region esta incluida en la Reserva de la Biosfera Sierra de
Huautla (Albores & Cedillo, 2002).

El clima es céalido subhimedo, con una marcada época seca en el invierno y otra
en el verano; el porcentaje de lluvias invernales es menor al 5% anual (Guizar &
Sanchez, 1991), con régimen de lluvias en verano y canicula, donde el
porcentaje de lluvia invernal es menor de 5 mm. La precipitacion maxima anual
oscila entre 800 y 1000 mm en septiembre y la minima se registra en febrero,
marzo y diciembre con un valor menor de 5 mm. La region es isotermal, con
oscilacion de temperaturas entre 20° y 29°C (Rzedowski & Huerta, 1978), la
temperatura mas alta se registra en mayo y la mas baja en diciembre y enero
(Guizar & Sanchez, 1991).

El tipo de vegetacion predominante es la selva baja caducifolia (o bosque tropical
caducifolio). Su marcada estacionalidad climatica, origina que la mayor parte de
las especies vegetales pierdan sus hojas por periodos de cinco a ocho meses
en la época seca del afio (Rzedowski & Huerta, 1978). En condiciones naturales,
la selva baja caducifolia es una comunidad densa, con arboles de 4 a 10 m de
altura. Crecen algunas especies interesantes por su importancia econémica,
como henequén (Agave fourcroydes), cuachalalate (Amphipterygium
adstringens), y varias especies del género Bursera (B. lancifolia, B. morelensis,
B. aloexylon, B. palmerientre), ocotillo (Salvia sessei), copal jiote
(Pseudosmodingium perniciosum), palo blanco (Conzattia multiflora), amate
amarillo (Ficus petiolaris), Euphorbia fulva, Mimosa sp., entre otras (Rzedowski,
1987).

COLECTA DE LAS SEMILLAS DE Prosopis Laevigata

Las semillas se colectaron de arbustos de Prosopis laevigata con un promedio

de altura de hasta 10 m, en el sitio testigo Quilamula, Tlaquiltenango, Morelos
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(Sitio Testigo). Se realiz6 un muestreo aleatorio de frutos maduros y sanos que
no presentaran dafios mecanicos. La colecta se realiz6 en junio de 2018. Una
vez en el laboratorio las vainas fueron sometidas a diferentes tratamientos:
primeramente, a un secado a 32°C durante 3 dias, después fueron almacenadas
en bolsas de papel estraza y en bolsas de plastico a -3°C+1, previo a su uso se
almacenaron por 24h a 4°C, finalmente se colocaron a temperatura ambiente y

se desenvainaron.

ENSAYO DE GERMINACION

Seleccionamos 90 semillas que mostraron madurez morfoldgica y ausencia de
dafios y realizamos un ensayo de germinacion para determinar el porcentaje de
germinacion de las semillas. Colocamos 30 semillas en recipientes plasticos
sobre algodon humedecido y las cubrimos con bolsas de plastico para evitar
pérdida de humedad. Este procedimiento se realiz6é por triplicado y se llevo a

cabo por 7 dias a 32°C.

ESCARIFICACION, DESINFECCION Y GERMINACION

Las semillas de Prosopis laevigata presentan un estado de dormancia o latencia
que evita su rapida germinacion. El endocarpio del fruto es uno de los principales
factores que favorece la latencia. Con el fin de inducir su germinacién realizamos
escarificacion mecanica mediante abrasiones con una lija para eliminar esta

barrera natural.

Para la desinfeccidn de las semillas realizamos lavados con hiplocorito de sodio
al 10% y agua destilada estéril, por 15 minutos cada uno y se realizé un ensayo
de control de desinfeccion, seleccionando semillas al azar que inoculamos en

una caja Petri con agar-agua e incubamos por 24 horas a 37°C.

Las semillas se sembraron en charolas de plastico en sustrato Peat Moss, se
regaron cada tercer dia hasta la obtencion de la plantula, y se trasplantaron a un

homogenizado de sustrato jal y sustrato testigo.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE RAICES DE Prosopis laevigata

Las muestras se obtuvieron de las raices de plantas de Prosopis laevigata,

crecidas en los jales mineros ubicados cerca del poblado de Huautla. El
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muestreo fue aleatorio; las raices de Prosopis laevigata se almacenaron a 4°C

en tubos coénicos de 25ml hasta su utilizacion.

DESINFECCION DE LOS TEJIDOS (RAIZ)

La desinfeccidon de los tejidos de raiz se realiz6 mediante una adaptacion del
protocolo de desinfeccion segun lo descrito por (Schulz et al., 1993). Durante 10
minutos realizamos un lavado con agua corriente, posteriormente realizamos un
lavado por 5 minutos con agua doble destilada estéril, sumergimos la raiz en una
solucion de etanol al 70% durante 3 minutos y después en una solucion de
NaClO (4% CI disponible + surfactante Tween 80®) durante 5 minutos, se
sumergié nuevamente en una solucién de etanol al 70% durante 5 segundos y
para concluir lavamos con agua doble destilada estéril por 1 minuto la raiz y

secamos en condiciones de esterilidad de 15 a 20 minutos.

AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS DE RAIZ

Cuando la raiz se desinfect6 se hicieron cortes de 4 x 0.5cmo 1.5 x 0.5cmy
se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa (PDA) pH 5.5,
para inhibir el crecimiento de las bacterias endéfitas el medio fue suplementado
con 50 pg/mL de amoxicilina. Las condiciones de incubacién fueron las
siguientes: incubadora fija, temperatura de 28-30°C por 40 dias, oscuridad y las

puntas de hifas emergentes se aislaron cada dos dias.

PRODUCCION DEL MICELIO

Por cada aislamiento realizamos un pre-inéculo tomando un disco de 0.5
diametro x 0.8 cm de grosor y fue inoculado cada uno sobre una caja de Petri
con medio PDA simple pH 5.5, las condiciones de incubacion fueron: oscuridad,
temperatura de 28-30°C, hasta obtener la biomasa necesaria de los hongos

enddfitos.

SIEMBRA EN SUSTRATO JALY TESTIGO ESTERILIZADO DE PLANTAS DE Prosopis
laevigata INOCULADAS CON LA CEPA C7 Y SIN INOCULAR

Las plantulas de P. laevigata se trasplantaron a un homogenizado de sustrato jal
y sustrato testigo previamente esterilizados. Realizamos 50 réplicas, para un
total de 6 mediciones por mes en un periodo de 6 meses para cada sustrato.
Empleamos como control plantas de P. laevigata germinadas en sustrato jal y

sustrato testigo esterilizados sin inocular hongos enddfitos.
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PREPARACION DEL INOCULO

Preparamos una suspension de esporas en 1 mL de solucion salina al 0.9% (6
repeticiones). En una placa de 96 pocillos realizamos diluciones desde 10! hasta
103, colocando 90 pL de agua destilada estéril y 10 pL de la suspension en cada
pocillo. Luego tomamos 10 pL de la dilucién 10? para cada repeticion y lo
colocamos en la camara de Neubauer para realizar el conteo de esporas en cada
cuadrante. Una vez que se tiene el total de esporas por repeticion realizamos el
calculo para determinar los pL necesarios de inoculo (8.8 pL para el sustrato

testigo y 8.5 yL para el sustrato jal).

PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL

La promocion de crecimiento vegetal se determind en ambos sustratos (testigo
y jal). Cada mes tomaremos 6 individuos de cada tratamiento (sustrato testigo
con hongo y sin hongo, sustrato jal con hongo y sin hongo): nimero de hojas (#),
peso fresco y peso seco de raiz (g), peso fresco y peso seco de hojas (g) y altura
de la planta (cm).

REMOCION DE METALES PESADOS EN HOJAS Y RAICES

Tomamos muestras de hojas y raices cada mes de 6 individuos por tratamiento,
y medimos concentracion de Pb, Cuy Zn. Una vez realizado el corte de las hojas
y lavadas las raices, se pusieron en una estufa a 60°C por 24 horas para su
secado hasta peso constante, posteriormente se tomaron 0.25 g de cada una de
las muestras y se le adicionaron 10 mL de acido nitrico (HNO3) suprapuro para
la digestion acida en el digestor de microondas EPA-3051. Una vez realizada la
digestién, cada muestra se dejo enfriar y se filtré6 en matraces aforados de 25
mL, se aforaron con agua destilada y por ultimo se realizé la lectura de las
muestras en el espectrofotometro de absorcion atébmica (GBC-908-AA, Scientific
equipment) en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales del CEIB. Los
limites de deteccioén para los metales analizados son 0.01 para Pb, 0.001 para
Cu y 0.0005 para Zn.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) POR INHIBICION DEL
CRECIMIENTO RADIAL

Para determinar la CMI de las cepas de hongos enddfitos aislados, se cultivaron

en medio PDA con sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20), nitrato de
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plomo (Pb (NOs3)2) y sulfato de zinc heptahidratado (ZnSOa4.7H20), las cuales se
adicionaron en diferentes concentraciones (50, 100 y 200 ppm para Cu; 300, 950
y 1600 ppm para Zn; 600,1800, 3000 y 4000 ppm para Pb) teniendo en cuenta
las concentraciones de biodisponibilidad en el jal (Solis-Miranda, 2016).

Teniendo en cuenta que la CMI es aquella en la cual no se observo crecimiento,
inoculamos en el centro de la caja Petri un disco de agar con el hongo reactivado
donde evaluamos el crecimiento radial. Para el control realizamos el mismo
procedimiento con el medio PDA libre de metales. Las condiciones de incubacion
fueron: temperatura de 30°C, periodo de incubacion de 8 dias y cada dos dias
medimos el crecimiento radial del hongo. Todas las concentraciones se

evaluaron por triplicado incluyendo el control.

Evaluamos el crecimiento de los hongos ante la presencia de los tres metales
(Cu, Zn y Pb) en un mismo medio. Las concentraciones que empleamos fueron
50 ppm de Cu, 300 ppm de Zn y 600 ppm de Pb (Tratamiento 1); 100 ppm de
Cu, 950 ppm de Zn y 1800 ppm de Pb (Tratamiento 2); 200 ppm de Cu, 1600
ppm de Zn y 4000 ppm de Pb (Tratamiento 3). Inoculamos un disco de 0.8 cm
con el micelio del hongo en cada uno de los medios, evaluamos igualmente el

crecimiento radial, teniendo en cuenta el procedimiento antes mencionado.

TASA DE CRECIMIENTO Y PORCENTAJE DE INHIBICION DE LAS CEPAS DE HONGOS
ENDOFITOS EVALUADAS

De cada una de las cepas en cada una de las concentraciones de Cu, Zny Pb
sefaladas en la CMI calculamos la tasa de crecimiento, mediante un promedio
de los valores obtenidos (triplicados) de la medicion del crecimiento radial y a
través de la elaboracion de una gréfica de dispersion de datos calculamos la

pendiente, cuyo valor sera la tasa de crecimiento.
Para el porcentaje de inhibicidon se utilizé la siguiente formula:

100
TCcC

Porcentaje de Inhibicion = 100 — (TCM )

Donde:

TCM: Es la tasa de crecimiento del hongo a analizar en presencia del metal

pesado.
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TCC: Es la tasa de crecimiento del hongo control (sin metales).

ANALISIS ESTADISTICO
Empleando el programa estadistico PAST 4, realizamos un analisis de funcion

discriminante que nos permite explicar la influencia de los tratamientos sobre la
expresion de los caracteres de talla en individuos de P. laevigata en los
diferentes tiempos de exposicion. Los analisis de varianza de una via (ANOVA)
y las regresiones que determinaron la relacion entre el tiempo de exposicion al
tratamiento y los caracteres da talla de individuos de P. laevigata, asi como la
influencia del tiempo de exposicion al tratamiento sobre la capacidad de
bioacumulacion de metales pesados de P. laevigata y la translocacion de los
metales pesados de las raices a las hojas, se realizaron en el programa
STATISTICA 7.

IDENTIFICACION DE CEPAS DE HONGOS ENDOFITOS

El analisis morfolégico se llevo a cabo cultivando las cepas en medio PDA (Agar
Papa Dextrosa) y tiiendo los micelios de siete dias con azul de lactofenol para
observar al microscopio las estructuras asexuales de reproduccion tales como
conidiéforos, células conidiégenas y conidios. La tincion azul de lactofenol es
una tincidn simple que esta basada en la afinidad del colorante por los
componentes celulares, en particular por las estructuras fangicas. El fenol
destruye la microbiota acompafiante en caso de existir contaminantes en la
muestra, el &cido lactico conserva las estructuras fungicas debido a un gradiente
osmatico entre el interior y exterior de la estructura y el azul de algoddn tiene la
capacidad de adherirse a las hifas y conidios, haciendo posible observarlos al
objetivo de 40 y 100X.
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RESULTADOS
DESINFECCION DE LOS TEJIDOS Y AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS DE
RAICES DE Prosopis laevigata

Las diferentes muestras de raices de Prosopis laevigata se cultivaron como se
describe en la metodologia (Figura 2), observandose crecimiento micelial a los

10 dias de incubacion.

Figura 2. Medio de cultivo PDA inoculados con el tejido desinfectado de Prosopis
laevigata.

Figura 3. 10 cepas aislados de raices de Prosopis laevigata en los jales de Huautla,
Morelos.

Se logré aislar un total de 20 organismos de hongos endofitos. Teniendo en

cuenta la morfologia que presentaba el micelio (tamafio, forma, color de las
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colonias, etc.), se decidié reducir la clasificacién de los 20 organismos en 10
distintas cepas (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10) (Figura 3), suponiendo

que son cepas “hermanas” (siblings).

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) POR INHIBICION DEL
CRECIMIENTO RADIAL

Se realiz6 un experimento previo utilizando la menor y la mayor concentracién
para los tres metales a probar (50 y 200 ppm para Cu, 300 y 1600 ppm para Zn,
600 y 4000 ppm para Pb, de acuerdo con resultados previos del laboratorio) con
el fin de observar si las 10 cepas de hongos seleccionadas eran capaces de
tolerar dichas concentraciones. Las cepas C5 y C10 presentaron un crecimiento
de 5-8cm en todas las concentraciones incluido el Zn, a excepcion de las cepas
C1, C2,C7y C8, las cuales presentaron el mismo rango de crecimiento en todas
las concentraciones, aunque no crecieron a 1600 ppm de Zn (Tabla 4). A partir
de estos resultados preliminares seleccionamos las 6 cepas mencionadas
anteriormente para realizar los experimentos de CMI por ser las més tolerantes

a los metales a probar.

Tabla 4. Resultados de la prueba de crecimiento de los hongos endofitos con Cobre (50
y 200 ppm), Zinc (300 y 1600 ppm) y Plomo (600 y 4000 ppm).

Metales (ppm)

Cepa Cu Zn Pb

50 200 300 1600 600 4000
C1 +++ +++ +++ - +++ ++
Cc2 +++ +++ +++ - +++ ++
C3 ++ ++ ++ + ++ ++
C4 ++ ++ ++ - ++ ++
C5 +++ +++ +++ ++ +++ ++
C6 +++ ++ ++ + ++ -
Cc7 +++ +++ +++ - +++ +++
C8 +++ +++ +++ - +++ +++
C9 + + + - ++ -
C10 +++ +++ +++ + +++ +

Leyenda: (-) Sin crecimiento (Ocm); (+) Poco crecimiento (0.1-2cm); (++) Buen
crecimiento (2.1-5cm); (+++) Excelente crecimiento (5.1-8cm).
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C1 EN PRESENCIA DE COBRE,
ZINCY PLOMO

La cepa C1 presentd tolerancia a Cu, mostrando que no habia diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P>0.05) en el crecimiento de la
cepa para ninguna de las concentraciones evaluadas con respecto al control
(medio sin metal). La cepa C1 no fue capaz de crecer a 1600 ppm de Zn
evidenciando diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis,
P<0.05) en el crecimiento de la cepa para esta concentracién en particular con
respecto al control, esto indica la toxicidad del Zn en altas concentraciones. Sin
embargo, tuvo un crecimiento igual al del control a 950 ppm de Zn. En presencia
de Pb la cepa C1 present6 un excelente crecimiento hasta 3000 ppm y poco
crecimiento a la maxima concentracion de Pb (4000 ppm). Se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en el crecimiento de la cepa
para esta concentracion en particular con respecto al control y al 4to dia para
3000 ppm, esto indica la tolerancia moderada al Pb en altas concentraciones
para la cepa C1 (Figura 4).
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Figura 4. CMI de la cepa C1 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millon (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
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con respecto al control para P<0.05; ** diferencias significativas para P<0.01; ***
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C1 en presencia
de Cu, Zny Pb, se determiné la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién
en presencia de cada uno de estos metales (Tabla 5). La cepa mostré una mayor
tolerancia a Pb, posteriormente a Cu y finalmente a Zn, observandose un 100%

de inhibicién a 1600ppm.

Tabla 5. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C1 y porcentaje de inhibicion a las
diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en partes por millén (ppm).

Cepa Cl
Metal ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicidn
Control 0 0.713 ND
50 0.80 -12.62
Cu 100 0.57 19.86
200 0.85 -18.69
300 0.81 -14.02
Zn 950 0.69 2.80
1600 0 100
600 0.73 -1.87
Pb 1800 0.80 -12.62
3000 0.712 0.23
4000 0.54 24.30

Leyenda: (ND) No determinado. Los valores negativos indican que el hongo crecié mas
en ese porcentaje que el control sin metal.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C2 EN PRESENCIA DE COBRE,
ZINCY PLOMO

En el caso del Cu, la cepa C2 al igual que la cepa C1 mostré una excelente
tolerancia frente a este metal. Se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la cepa a 200 ppm al
2do y 4to dia de mediciones, esto indica la tolerancia moderada al Cu en altas
concentraciones para la cepa C2. Para el caso del Zn la cepa C2 no fue capaz
de tolerar altas concentraciones de este metal (Figura 7), demostrando
diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el
crecimiento de la cepa a 1600 ppm en todos los dias de medicion, y al 4to dia
para 950 ppm. Esto indica la toxicidad del Zn en altas concentraciones sobre la
cepa C2. En cuanto al Pb la cepa C2 toler6 este metal eficientemente a pesar de
presentar poco crecimiento a 4000 ppm (Figura 8), demostrando diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la
cepa a esta concentracion, y al 4to dia para 3000 ppm. Esto indica la tolerancia

de la cepa C2 al Pb en altas concentraciones (Figura 5).
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Figura 5. CMI de la cepa C2 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millon (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
con respecto al control para P<0.05; **, diferencias significativas para P<0.01; ***
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C2 en presencia
de Cu, Zny Pb, se determiné la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién
en presencia de cada uno de estos metales (Tabla 6). La cepa mostré una

excelente tolerancia a Pb, posteriormente a Cu y finalmente a Zn observandose
un 98.18% de inhibicion a 1600 ppm.
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Tabla 6. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C2 y porcentaje de inhibicién a las
diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en partes por millébn (ppm).

Cepa C2
Metal Ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicién

Control 0 0.55 ND
50 0.59 -6.36
Cu 100 0.76 -37.88
200 0.96 -75.15

300 0.54 1.82
Zn 950 0.68 -23.33
1600 0.01 98.18

600 0.58 -6.06

Pb 1800 0.53 455
3000 0.66 -19.09

4000 0.51 6.97

Leyenda: (ND) No determinado. Los valores negativos indican que el hongo crecié mas
en ese porcentaje que el control sin metal.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C5 EN PRESENCIA DE COBRE,
ZINCY PLOMO

En el caso del Cu, la cepa C5 toler6 todas las concentraciones de Cu inclusive
mostré mayor crecimiento que el control a 50 ppm, observandose diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) desde el 2do hasta el 6to
dia de crecimiento indicando la tolerancia moderada al Cu. Para el caso del Zn
la cepa C5 mostré menor tolerancia comparada con la que presentd con Cu,
pudiendo crecer hasta 950 ppm, presentando menor crecimiento con respecto al
control al final del experimento. Se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la cepa a partir 1600
ppm desde el 4to dia de mediciones. Sin embargo, cabe hacer notar que esta
cepa logra un 67.25% de inhibicién de crecimiento con respecto al control en
1600 ppm de Zn cuando se le compara con las cepas anteriormente descritas
que no crecen. En cuanto al Pb la cepa C5 toleré hasta 1800 ppm, conforme se
aumentd la concentracion de Pb la cepa disminuyd su crecimiento con respecto
al control, mostrando diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis,
P<0.05) en el crecimiento de la cepa a 3000 y 4000 ppm desde el 4to dia de
crecimiento. Esto indica la toxicidad del Pb en altas concentraciones sobre la
cepa C5. Este dato también es contrastante con las cepas anteriormente
descritas, pero en sentido opuesto, ya que C1 y C2 toleran 4000 ppm de Pb
(aunque no crecen como el control, C1 logra 24.30% de inhibicién de crecimiento,
mientras que C2 6.97%) (Figura 6).
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Figura 6. CMI de la cepa C5 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millén (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
con respecto al control para P<0.05; **, diferencias significativas para P<0.01; ***
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

A patrtir de los datos de crecimiento de la cepa C5 en presencia de Cu, Zny Pb,
se determind la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién en presencia de
cada uno de estos metales (Tabla 7). La cepa mostré una mayor tolerancia a Cu,
posteriormente de Zn y finalmente a Pb, mostrando un 100% de inhibicion a 4000
ppm.
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Tabla 7. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C5 y porcentaje de inhibicién a las
diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en partes por millébn (ppm).

Cepa C5
Metal ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicién

Control 0 0.77 ND
50 0.65 15.62
Cu 100 0.57 25.38
200 0.59 22.78
300 0.64 17.14
Zn 950 0.40 48.16
1600 0.25 67.25
600 0.58 24.30
Pb 1800 0.50 35.57
3000 0.14 81.56

4000 0 100

Leyenda: (ND) No determinado.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C7 EN PRESENCIA DE COBRE,
ZINCY PLOMO

La cepa C7 toler6 todas las concentraciones de Cu presentando un excelente
crecimiento. Se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
(Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la cepa al 2do y 4to dia para las
concentraciones evaluadas con respecto al control, el cual mostr6 menos
crecimiento que los tratamientos durante todo el experimento. Para el caso del
Zn la cepa C7 mostré su maximo crecimiento a 950 ppm incluso por encima del
control demostrando diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis,
P<0.05). Ademas, fue capaz de tolerar mejor (77.66% de inhibicion de
crecimiento) que C1 y C2 las 1600 ppm, evidenciando igualmente diferencias
estadisticamente significativas que muestran el menor crecimiento a esta
concentracion con respecto al control. En cuanto al Pb la cepa C7 fue capaz de
tolerar todas las concentraciones. Mostro diferencias estadisticamente
significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la cepa a 600, 1800
y 3000ppm en el tiempo 2 y a 600 y 1800 ppm en el tiempo 4, con respecto al

control, demostrando la tolerancia elevada al Pb de la cepa C7 (Figura 7).
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Figura 7. CMI de la cepa C7 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millén (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
con respecto al control para P<0.05; ** diferencias significativas para P<0.01; ***
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C7 en presencia
de Cu, Zny Pb, se determiné la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién
en presencia de cada uno de estos metales (Tabla 8). La cepa mostré una mayor

tolerancia a Pb, posteriormente a Cu y finalmente a Zn.
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Tabla 8. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C7 y porcentaje de inhibicién a las
diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en partes por millébn (ppm).

Cepa C7
Metal ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicién
Control 0 0.63 ND

50 0.08 88.03

Cu 100 0.21 66.76
200 0.09 86.44

300 0.13 80.05

Zn 950 0.06 90.69
1600 0.14 77.66

600 0.13 80.05

Pb 1800 0.11 82.45
3000 0.06 91.22

4000 0.39 37.50

Leyenda: (ND) No determinado.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C8 EN PRESENCIA DE COBRE,
ZINCY PLOMO

Al igual que las cepas C1, C2 y C7, la cepa C8 presentd crecimiento frente a
todas las concentraciones de Cu, ademas, no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) entre las diferentes
concentraciones evaluadas con respecto al control, evidenciando una alta
tolerancia al Cu. En presencia de Zn la cepa C8 mostré su maximo crecimiento
a 950 ppm. Sin embargo, a 1600 ppm se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) en el crecimiento de la
cepa con respecto al control a esta concentraciébn y cabe destacar que su
porcentaje de inhibicién (11.86%) es mucho menor en comparacién con el resto
de las cepas evaluadas. La cepa C8 al igual que la cepa C7 fue capaz de crecer
a altas concentraciones de Pb, presentando diferencias estadisticamente
significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) a 4000 ppm al tiempo 2 y al tiempo 4
(Figura 8).
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Figura 8. CMI de la cepa C8 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millén (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
con respecto al control para P<0.05; **, diferencias significativas para P<0.01; ***,
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C8 en presencia
de Cu, Zny Pb, se determiné la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién
en presencia de cada uno de estos metales (Tabla 9). La cepa mostr6 una mayor

tolerancia a Cu, posteriormente a Pb y finalmente a Zn.
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Tabla 9. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C8 y porcentaje de inhibicion a las
diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en partes por millébn (ppm).

Cepa C8
Metal ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicién
Control 0 0.20 ND

50 0.19 88.03
Cu 100 0.25 66.76
200 0.13 86.44
300 0.16 19.49
Zn 950 0.13 34.75
1600 0.17 11.86
600 0.17 14.41
Pb 1800 0.13 33.05
3000 0.18 8.47

4000 0.68 -244.92

Leyenda: (ND) No determinado. Los valores negativos indican que el hongo crecié mas
en ese porcentaje que el control sin metal.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA CEPA C10 EN PRESENCIA DE
COBRE, ZINCY PLOMO

La cepa C10 toler6é todas las concentraciones de Cu, aunque mostrO mayor
crecimiento en el medio control desde el inicio del experimento. Ademas, mostrd
diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05) a 50 y 200
ppm, al final del experimento, evidenciando una tolerancia moderada al Cu. Por
otro lado, la cepa C10 fue capaz de crecer en presencia de Zn observando un
aumento en el crecimiento proporcional al tiempo, aunque no mayor al control.
Se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis,
P<0.05) con respecto al control en el tiempo 4 para 950 ppm, en el tiempo 6 para
1600 ppm, y el tiempo 8 para 300 y 1600 ppm, con un porcentaje de inhibicién
de crecimiento (56.06% y 29.57%, respectivamente), igualmente superior a las
cepas C1l y C2. La cepa C10 mostré poco crecimiento ante la presencia de Pb
en el medio de cultivo. El analisis estadistico mostré diferencias significativas
(Kruskal-Wallis, P<0.05) desde el tiempo 6, esto indica la toxicidad del Pb altas
concentraciones sobre la cepa C10. Esta cepa se diferencia de las demas en su
tolerancia a este metal, que es muy pobre comparado con las cepas descritas

anteriormente (Figura 9).
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Figura 9. CMI de la cepa C10 en presencia de distintas concentraciones de Cu, Zny Pb
en partes por millén (ppm), los valores representan el promedio del triplicado de cada
condicion correspondiente al crecimiento radial de las cepas (Leyenda: ns, no
diferencias significativas con respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas
con respecto al control para P<0.05; **, diferencias significativas para P<0.01; ***
diferencias significativas con respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C10 en presencia
de Cu, Zny Pb, se determiné la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicién
en presencia de cada uno de estos metales (Tabla 10). La cepa mostré una

mayor tolerancia a Cu, posteriormente de Zn y finalmente a Pb.
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Tabla 10. Tasa de crecimiento diaria (cm) de la cepa C10 y porcentaje de inhibicion a
las diferentes concentraciones de Cu, Zn y Pb en partes por millon (ppm).

Cepa C10
Metal ppm Tasa de Porcentaje de
Crecimiento Inhibicién
Control 0 0.81 ND

50 0.71 12.94

Cu 100 0.82 -1.44
200 0.62 24.23

300 0.36 56.06

Zn 950 1.00 -22.79
1600 0.57 29.57

600 0.17 78.85

Pb 1800 0.23 72.28
3000 0.16 80.90

4000 0.20 74.95

Leyenda: (ND) No determinado. Los valores negativos indican que el hongo crecié mas
en ese porcentaje que el control sin metal.

Después de realizada la CMI en presencia de Cu, Zn y Pb de manera individual
para las cepas C1, C2, C5, C7, C8 y C10, pudimos concluir que la cepa C1y C2
mostraron una elevada tolerancia a Cu, la cepa C7 presentd una marcada
tolerancia a altas concentraciones de Zn desde el 2do dia de crecimiento, y la
cepa C8 mostrd una elevada tolerancia a Pb desde el 4to dia de mediciones. A
partir de estos resultados elegimos las cepas C1, C2, C7 y C8 para realizar la

CMI en presencia de Cu, Zn y Pb dentro del mismo medio.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN PRESENCIA DE LA MEZCLA DE
METALES Cu, Zn Y Pb DE LAS CEPAS C1, C2,C7 Y C8

Para la realizacion de esta prueba se emplearon tres tratamientos a las cepas
C1,C2,C7yC8:

e Tratamiento 1: 50 ppm de Cu, 300 ppm de Zny 600 ppm de Pb.
e Tratamiento 2: 100 ppm de Cu, 950 ppm de Zn y 1800 ppm de Pb.
e Tratamiento 3: 200 ppm de Cu, 1600 ppm de Zn y 4000 ppm de Pb.

La cepa C1 fue capaz de crecer solamente en presencia del Tratamiento 1,
mostrando diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05)
ante todos los tratamientos aplicados con respecto al control, con excepcion del
tratamiento 1 que no mostré diferencias significativas al octavo dia de
crecimiento. La cepa C2 fue capaz de crecer en presencia de tratamiento 1,
aunqgue presento un pequefio crecimiento al octavo dia en el tratamiento 2. Se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05)
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Crecimiento (cm)

ante todos los tratamientos aplicados con respecto al control, con excepcion del
tratamiento 1 que no mostro diferencias significativas a partir del sexto dia. La
cepa C7 fue capaz de tolerar todos los tratamientos aplicados, presentando
diferencias  estadisticamente  significativas  (Kruskal-Wallis, = P<0.05),
exceptuando el tratamiento 1 a partir del sexto dia de crecimiento. La cepa C8
fue capaz de tolerar todos los tratamientos aplicados, aunque a diferencia de la
cepa C7 solo presentd un pequefio crecimiento en el octavo dia a en el
tratamiento 3. El andlisis estadistico mostro diferencias significativas (Kruskal-
Wallis, P<0.05) para el tratamiento 1 al cuarto dia y para el tratamiento 2 y 3
durante todo el experimento (Figura 10).

C1l Cc2
8- i
ns
o— ns ns
6 &
Jedede
4 . 4
2- 2- Fedede
L3
**I** **g** **3:** ****** **:** ****** ****** *****-*
0" o- T T
C7 C8 @@ Control

@@ Tratamiento 1
@l Tratamiento 2
@ Tratamiento 3

Tiempo (dias)

Figura 10. CMI de la cepa C1, C2, C7 y C8 en presencia de diferentes concentraciones
de Cu, Zny Pb en un mismo medio, los valores de crecimiento representan el promedio
del triplicado de cada condicién evaluada (Leyenda: ns, no diferencias significativas con
respecto al control para P>0.05; *, diferencias significativas con respecto al control para
P<0.05; **, diferencias significativas para P<0.01; *** diferencias significativas con
respecto al control para P<0.001).

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de la cepa C1, C2, C7y C8
en presencia de Cu, Zn y Pb, se determind la tasa de crecimiento y el porcentaje
de inhibicién, donde se observé una inhibicion total del crecimiento en presencia
del tratamiento 2 y 3, para la cepa C1y C2 (Tabla 11).

53



Tabla 11. Tasa de crecimiento (T/C) diaria (cm) de la cepa C1, C2, C7y C8, y porcentaje
de inhibicion (P/1) a las diferentes concentraciones de Cu, Zny Pb en el mismo medio.

Cepas
C1 Cc2 Cc7 c8
e In r:)ﬁ; idc?é n e In r:)l/(l):) ?c?é n Tic In r:)l/ob idc?é n e In r:){(l)) ?c?é n
Control 0.71 ND 0.55 ND 0.63 ND 0.20 ND
Tratamiento 1 | 1.05 -42.76 1.02 -85 0.31 50 0.27 -36
Tratamiento 2 0 100 0.05 91 0.29 53.46 0.33 -67.80
Tratamiento 3 0 100 0 100 0.04 93.09 0.01 94.92

Leyenda: (ND) No determinado. Los valores negativos indican que el hongo crecié mas
en ese porcentaje que el control sin metal.

Después de realizada la CMI en presencia de Cu, Zn y Pb de manera conjunta
en el mismo medio para las cepas C1, C2, C7 y C8 pudimos concluir que la cepa
C2, C7 y C8 mostraron mayor tolerancia ante los tratamientos aplicados, en

particular la cepa C7.

INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA EXPRESION DE CARACTERES DE

TALLA EN INDIVIDUOS DE Prosopis laevigata
En general, los caracteres morfologicos de talla de individuos de P. laevigata

permiten que éstos se ordenen de acuerdo con el tratamiento a que fueron
sometidos, por tiempo de exposicion. En particular, se pueden observar dos
grupos bien definidos de individuos que se separan del resto de acuerdo a los
caracteres de talla, el perteneciente al sustrato testigo con hongo y el del sustrato
testigo sin hongo, mientras que los individuos del sustrato jal con hongo y sin
hongo se sobrelapan entre ellos. Lo anterior independientemente del tiempo de

exposicion (Figura 11).
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Tiempo de exposicion
mes 1 mes 2
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Figura 11. Grafico de AFD 1 vs AFD 2 de caracteres de talla de individuos de Prosopis
laevigata en seis tiempos de exposicion en cuatro tratamientos, utilizando Andlisis de
Funcion Discriminante (AFD). Cada punto es una representacion bidimensional (eje 1y
eje 2) de la ordenacion de caracteres de talla. Los puntos que estan muy juntos tienen
una mayor similitud en comparacion con los puntos que estan mas separados.

Tratamientos: testigo con hongo (' ), testigo sin hongo (* ), jal con hongo (&), jal sin
hongo ().

El analisis de funcion discriminante explico el 99.66% de la variacion del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el primer mes de exposicién (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
79.88 % de la variacion y la biomasa foliar en peso fresco es la variable que mas

contribuyen a la ordenacion de forma positiva, mientras que la biomasa de raiz
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en peso seco es la que mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la
AFD2 explica el 19.78 % de la variacion y la variable biomasa foliar en peso seco
es la variable que mas contribuye a la ordenacion de forma positiva, mientras
que la biomasa foliar en peso fresco es la que méas contribuyen de manera

negativa.

El andlisis de funcion discriminante explico el 98.47% de la variacion del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el segundo mes de exposicion (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
84.72% de la variacion y la biomasa foliar en peso seco es la variable que mas
contribuyen a la ordenacién de forma positiva, mientras que la biomasa foliar en
peso fresco es la que mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la
AFD2 explica el 13.75 % de la variacion y la variable biomasa foliar en peso seco
es la variable que mas contribuye a la ordenacion de forma positiva, mientras
que la biomasa foliar en peso fresco es la que mas contribuyen de manera

negativa.

El analisis de funcion discriminante explicé el 99.82% de la variacion del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el tercer mes de exposicion (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
94.24 % de la variacion y la biomasa foliar en peso seco es la variable que mas
contribuyen a la ordenacion de forma positiva, mientras que la biomasa foliar en
peso fresco es la que mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la
AFD2 explica el 5.53% de la variacion y la variable biomasa foliar en peso seco
es la variable que mas contribuye a la ordenacion de forma positiva, mientras
qgue la biomasa de raiz en peso seco es la que mas contribuyen de manera

negativa.

El analisis de funcion discriminante explicé el 94.43% de la variacidon del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el cuarto mes de exposicion (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
68.69% de la variacion y la biomasa foliar en peso seco es la variable que mas
contribuyen a la ordenacién de forma positiva, mientras que la altura es la que
mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la AFD2 explica el 25.74%
de la variacion y la variable biomasa foliar en peso seco es la variable que mas
contribuye a la ordenacion de forma positiva, mientras que la biomasa foliar en

peso fresco es la que mas contribuyen de manera negativa.
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El andlisis de funcion discriminante explico el 98.6% de la variacion del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el quinto mes de exposicion (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
93.99% de la variacion y la biomasa foliar en peso fresco es la variable que mas
contribuyen a la ordenacién de forma positiva, mientras que la biomasa foliar en
peso seco es la que mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la AFD2
explica el 4.61% de la variacion y la variable biomasa foliar en peso seco es la
variable que mas contribuye a la ordenacién de forma positiva, mientras que la

biomasa de raiz en peso fresco es la que mas contribuyen de manera negativa.

El analisis de funcién discriminante explicé el 98.84% de la variacion del conjunto
de datos del AFD1 y AFD2 para caracteres de talla de individuos de P. laevigata
durante el sexto mes de exposicion (Tabla 12, Figura 11). La AFD1 explica el
95.17% de la variacion y la biomasa foliar en peso fresco es la variable que mas
contribuyen a la ordenacion de forma positiva, mientras que la biomasa foliar en
peso seco es la que mas contribuyen de manera negativa. Por su parte, la AFD2
explica el 3.67% de la variacion y la variable biomasa foliar en peso fresco es la
variable que mas contribuye a la ordenacion de forma positiva, mientras que la

biomasa foliar en peso seco es la que mas contribuyen de manera negativa.
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Tabla 12. Resultados derivados del Analisis de Funcion Discriminante (AFD) con base
a los caracteres de talla de individuos de Prosopis laevigata bajo condiciones de
invernadero. En negritas se denotan los caracteres que tienen un mayor peso en el
andlisis de funcion discriminante.

Caracter AFD 1 AFD 2 AFD 1 AFD 2
mes 1 mes 2
Biomasa raiz (PS) -53.85 -5.64 20.99 5.04
Biomasa foliar (PS) -28.32 31.37 141.05 154.23
Altura -0.59 0.67 -0.16 -0.75
No. de hojas -0.05 0.01 -0.05 -0.17
Biomasa raiz (PF) 5.47 5.89 -2.78 1.85
Biomasa foliar (PF) 105.24 -36.98 -41.35 -41.90
Eigenvalor 14.87 3.68 4.30 0.70
% variacion 79.88 19.78 84.72 13.75
mes 3 mes 4
Biomasa raiz (PS) -27.29 -13.50 4.80 27.16
Biomasa foliar (PS) 144.34 29.12 17.31 112.04
Altura 0.38 -0.36 -0.25 0.21
No. de hojas 0.06 0.06 0.00 -0.05
Biomasa raiz (PF) 5.94 2.75 2.59 -6.95
Biomasa foliar (PF) -53.54 -10.50 1.18 -35.76
Eigenvalor 8.43 0.49 2.68 1.01
% variacion 94.24 5.53 68.69 25.74
mes 5 mes 6
Biomasa raiz (PS) 4.28 1.73 0.26 5.11
Biomasa foliar (PS) -6.17 23.36 -24.16 -106.77
Altura 0.14 -0.21 -0.14 0.12
No. de hojas 0.01 -0.06 0.02 0.01
Biomasa raiz (PF) -0.06 -0.69 191 -2.06
Biomasa foliar (PF) 6.94 11.98 11.86 57.12
Eigenvalor 5.90 0.29 5.57 0.22
% variacion 93.99 4.61 95.17 3.67

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LOS CARACTERES DE TALLA EN
INDIVIDUQOS DE PROSOPIS LAEVIGATA
En general, el analisis de varianza de una via detectd un efecto significativo de

los tratamientos sobre todos los caracteres de talla evaluados en individuos de
P. laevigata independientemente del tiempo de exposicion. Exceptuando, el
caracter de altura en el mes 4. Asimismo, el analisis post hoc (Tukey) documenté
gue en el tratamiento de sustrato testigo con hongo los individuos expresan de
manera consistente valores significativamente mayores en todos los caracteres

en comparacion con los otros tres tratamientos (Tabla 13).
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Tabla 13. Valores promedio (+ e.e.) y analisis de varianza de una via para detectar el efecto de los tratamientos sobre los caracteres de talla en individuos
de Prosopis laevigata bajo condiciones de invernadero. Letras diferentes denotan diferencias significativas con una P< 0.05 (Tukey).

Caracteres de talla

Tratamiento BRPS BFPS Altura No. de hojas BRPF BFPF
mes 1
Testigo con hongo 0.050+0.000 a 0.075+0.011 a 11.462+0.329 a 18.667+0.615 a 0.375+0.042 a 0.158+0.008 a
Testigo sin hongo 0.042+0.014 a 0.047+0.012 ac 9.167+0.710 b 16.000+1.461 ac 0.283+0.053 a 0.047+0.012 b
Jale con hongo 0.005+0.002 b 0.011+0.002 b 6.000+0.485 c 9.333+0.955 b 0.034+0.011 b 0.033+0.005 b
Jale sin hongo 0.007+0.001 b 0.018+0.002 bc 6.700+0.331 c 12.100£1.915 bc 0.062+0.009 b 0.054+0.006 b
ANOVA F320=11.169*** F3,20=12.279*** F3,20=25.502*** F3,.20=9.697*** F3,20=23.379*** F3,20=48.903***
mes 2
Testigo con hongo 0.199+0.030 a 0.134+0.025 a 15.617+1.685 a 28.833+0.038 a 0.859+0.133 a 0.317+0.070 a
Testigo sin hongo 0.064+0.016 b 0.033+0.007 b 8.000+0.639 b 11.167+1.400 b 0.343+0.092 b 0.065+0.015 b
Jale con hongo 0.045+0.015 b 0.024+0.007 b 8.017+0.670 b 13.833£2.120 b 0.334+0.099 b 0.060+0.021 b
Jale sin hongo 0.036+0.009 b 0.025+0.005 b 7.917+0.559 b 14.500£2.579 b 0.258+0.065 b 0.059+0.013 b
ANOVA F320=15.716*** F3,20=13.350*** F3,20=14.553*** F3,20=8.735*** F3.20=7.579** F320=11.419***
mes 3
Testigo con hongo 0.416+0.059 a 0.119+0.025 a 14.000+0.899 a 35.500+3.030 a 2.159+0.272 a 0.294+0.772 a
Testigo sin hongo 0.152+0.040 b 0.046+0.013 b 7.883+0.558 b 24.000+6.648 ab 0.837+0.170 b 0.109+0.034 b
Jale con hongo 0.094+0.028 b 0.018+0.004 b 7.367+0.801 b 12.167+3.038 b 0.414+0.122 b 0.034+0.009 b
Jale sin hongo 0.092+0.029 b 0.020+0.009 b 8.083+0.961 b 9.667+2.348 b 0.266+0.026 b 0.038+0.022 b
ANOVA F320=14.266*** F3,20=9.847*** F320=14.552*** F320=7.619** F3,20=24.999** F3.20=7.694***
mes 4
Testigo con hongo 0.248+0.033 a 0.087+0.016 a 10.083+1.228 a 38.833+7.507 a 1.381+0.095 a 0.144+0.043 a
Testigo sin hongo 0.145+0.030 ab 0.040+0.005 b 8.317+0.599 a 25.167+3.945 ab 0.943+0.145 ab 0.066+0.009 ab
Jale con hongo 0.139+0.031 ab 0.024+0.008 b 9.267+0.847 a 14.000£3.055 b 0.550+0.136 bc 0.040+0.016 b
Jale sin hongo 0.081+0.016 b 0.020+0.004 b 6.717+0.668 a 18.333+£3.148 b 0.398+0.089 c 0.029+0.006 b
ANOVA F3.20=6.161** F3,20=10.138*** F320=2.760 n.s. F3.20=5.170** F320=13.713** F3.20=4.693*
mes 5
Testigo con hongo 0.610+0.77 a 0.136+0.021 a 16.217+£2.371 a 47.500+7.065 a 3.389+0.431 a 0.287+0.047 a
Testigo sin hongo 0.149+0.023 b 0.034+0.012 b 8.533+1.102 b 24.333+6.922 b 1.015+0.192 b 0.0625+0.227 b
Jale con hongo 0.221+0.141 b 0.019+0.004 b 7.183+0.379 b 15.000+3.225 b 0.412+0.054 b 0.031+0.008 b
Jale sin hongo 0.153+0.041 b 0.026+0.010 b 8.933+£1.438 b 14.000£3.225 b 0.675+0.173 b 0.041+0.015 b
ANOVA F3,20=6.930** F3,20=17.404*** F3,20=7.323** F3,20=8.177*** F3,20=29.255%** F3,20=19.623***
mes 6
Testigo con hongo 0.633+0.105 a 0.195+0.026 a 16.517+1.377 a 98.833+14.827 a 2.625+0.369 a 0.367+0.042 a
Testigo sin hongo 0.237+0.034 b 0.071+0.010 b 10.550+0.617 b 42.667+8.838 b 1.158+0.171 b 0.126+0.025 b
Jale con hongo 0.055+0.003 b 0.032+0.013 b 7.240+0.430 b 14.800+£1.077 b 0.549+0.098 b 0.040+0.006 b
Jale sin hongo 0.037+0.012 b 0.022+0.009 b 6.600+0.678 b 20.500+6.840 b 0.416+0.257 b 0.045+0.019 b

ANOVA

F320=24.882***

F3.20=24.328***

F3,20=28.186***

F320=17.012%**

F3,20=16.948***

F3,20=33.850***

Leyenda: BRPS (Biomasa Raiz Peso Seco), BFPS (Biomasa Foliar Peso Seco), BRPF (Biomasa Raiz Peso Fresco), BFPF (Biomasa Foliar Peso Fresco).
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RELACION ENTRE EL TIEMPO DE EXPOSICION AL TRATAMIENTO Y LOS
CARACTERES DA TALLA DE INDIVIDUQS DE PROSOPIS LAEVIGATA
En general, se puede observar que el porcentaje de relaciones estadisticamente

significativas entre el tiempo de exposicion al tratamiento (seis meses) y los
caracteres de talla en individuos de P. laevigata mostraron el siguiente patron:
sustrato testigo con hongo (100%) > sustrato testigo sin hongo (66.7%) > sustrato
jale con hongo (33.3%) = sustrato jale sin hongo (33.3%). Asimismo, todas las
relaciones estadisticamente significativas fueron positivas, es decir conforme
aumento el tiempo de exposicion se incrementaron los valores de los caracteres
evaluados (Tabla 14).

Tabla 14. Relacion entre el tiempo de exposicién al tratamiento y los caracteres de talla

en individuos de Prosopis laevigata bajo condiciones de invernadero. En negritas se
denotan las relaciones estadisticamente significativas.

Tratamiento (sustrato)

Testigo Jale

c/hongo s/hongo c/hongo s/ hongo

B T Biomasa raiz (PS)
r=0765 |4 . || r=0e67 |- - ]| r=035 [ r=0436 |-
r’=0573 |5 7 || r?=0429 |5} || =009 [ - r?=0.166 |
P=0.0000 "' =———=——| p=0.0000 |~ P=0034 | :| P=0008 |-

_ Biomasa foliar (PS)
r=0422 |- | re=0226 |-[ | r=0245 | | r=-008 |:[
r?=0153 |1 Al =002 |7 | r?=0032 |i——7 r?=0021 [ .
P=0.01 | p=0186 || ° ~© | P=0149 |zl || P=0617 [ ]

Altura
r=0340 |: = r=-0234 |: ]| r=0227 |t || r=0095
720090 ||| o r?=0027 ||| rP=0023 ||| rP=0020 |
p=0042 || P=0169 || = p=0184 |l " p=os80 [|
No. de hojas _

r=0734 |: ; r=0533 | | r=02s0 | || r=0294 |[: 7
r’=0524 |* S r’=0.263 |- - r’=0035 || - rP=00s9 || -
P=0.0000 | :| "~ P=00008 |- . — | pP=o0141 |[ || p=oos2 | .

Biomasa raiz (PF)

r=0736 |. il r=0.665 |- | re03sa [ r=0425 |-
r=0s58 || || =042 || .|| r*=0100 || | r’=0156|"
P=0.0000 ||~ © P=0.0000 || — P=0.033 P =0.009 |-

Biomasa foliar (PF)
r=03s4 [ | r=0397 | | r=006 [T r=0m1 [
r?=0099 |1 o rf=0as2 [E 0 oA r=002s |H |l PZ=0017 [H
P=0.034 [ - P=00167 |“—=" . || p=0732 | bl P =0.533 \
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BIOACUMULACION DE METALES PESADOS EN INDIVIDUQOS DE PROSOPIS
LAEVIGATA

TIEMPOS DE EXPOSICION
Los individuos de P. laevigata registraron una relacion positiva y significativa

entre la bioacumulacion de cobre y el tiempo de exposicion tanto en raiz y hoja,
Gnicamente con el tratamiento en presencia del hongo. En contraste, no se
detectd ninguna relacion significativa entre el tiempo de exposicion y la
bioacumulacion de Pb y Zn en los cuatro tratamientos (Tabla 15y Tabla 16).

Tabla 15. Valores de bioacumulacion de metales pesados (mg Kg-1) promedio (+

desviacion estandar) en raiz y hoja de individuos de Prosopis laevigata bajo condiciones
de invernadero.

Metal  Tiempo Jal
c/hongo s/hongo
r(nLg.I/:I)_.) (meses) raiz hoja raiz hoja
1 36.35+3.35 150.87+67.05 12.39+3.43 4.05+1.19
2 92.10+33.26 239.48+47.85 180.20+44.46  228.38+61.73
Pb 3 34.58+9.92 281.49+86.28 30.84+9.93 311.40+97.66
(0.01) 4 28.78+13.23 35.15+6.84 15.47+6.13 40.10+12.21
5 17.21+7.09 69.45+11.81 4.35+2.91 30.46+33.63
6 20.95+5.40 111.89+42.01 52.78+8.49 98.61+11.21
1 24.20+7.79 2.61+1.31 7.12+3.85 2.17+0.82
2 3.39+1.29 3.14+0.27 4.47+2.98 5.18+2.57
Cu 3 1.85+0.92 7.32+3.28 0.82+0.28 5.98+2.64
(0.001) 4 5.47+3.21 9.3413.42 6.12+1.08 19.88+5.97
5 1.21+0.29 10.20+3.20 1.72+1.44 14.19+3.75
6 2.02+0.99 34.18+9.04 7.22+2.26 42.91+14.75
1 38857.24+7586.27 240.08+78.11 2457.04+841.54 4.30+0.904
Z 2 21.87+7.28 7.37£3.17 31.64+15.18 15.66+6.51
(. 0805) 3 15.13+3.65 93.84+36.74 12.89+4.04 52.33+7.40
4 10.60+4.94 15.08+5.63 25.59+7.73 85.61+49.18
5 16.70+7.25 43.90+13.96 25.86+11.44  158.78+42.97
6 13.03+5.87 130.02+38.69  76.28+14.96 65.33+£14.74
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Tabla 16. Relacion entre el tiempo de exposicion al tratamiento y los niveles de
bioacumulacion de metales pesados en tejidos de Prosopis laevigata bajo condiciones
de invernadero. En negritas se denotan las relaciones estadisticamente significativas.

Metal Tratamiento
Hoja Raiz
c/hongo s/hongo c/hongo s/ hongo

r=-053 |J - r=-007 | i r=-060 [ r=-0.27

Po r?=0095 |7 || rP=0243 | r?=0.200 |° r?=0.157 |
P=0.284 |- - P=0895 |. — —| P=0207 |- N P=0.601 |*
r=0.826 |[: ] r=-0.690 [ r=0.864 [° : r=-0.030

Cu  r’=0603 | r’=0338 |- r’=0.682 | , r’=0.249 |
P=0.043 || P=0132 || T~ P=0026 |1 P =0.953 |
r=-0320 [~ r=0737 [: - r=-0.650 [ r=-0.640 [~

Zn r’=0.125 | | r’=0.430 |- , r’=0.285 r?=0.267 |
P=0542 | , P=0.094 |: ! P =0.158 | P=0.168 | -

COEFICIENTE DE TRANSLOCACION
En promedio los valores de translocacion de Pb, Cu y Zn registraron el siguiente

patrén: sustrato con hongo (Cu) > sustrato sin hongo (Cu) > sustrato con hongo
(Pb) > sustrato sin hongo (Pb) > sustrato con hongo (Zn) > sustrato sin hongo
(Zn). Los niveles de translocacion en el tratamiento con hongo para el metal
plomo oscilaron de 1.2 a 8.1, mientras que para el sustrato sin hongo fueron de
0.3a10.1. Los niveles de translocacion en el tratamiento con hongo para el metal
cobre oscilaron de 0.1 a 16.9, mientras que para el sustrato sin hongo fueron de
0.3 a 8.3. Los niveles de translocacion en el tratamiento con hongo para el metal
Zinc oscilaron de 0 a 10.0, mientras que para el sustrato sin hongo fueron de 0
a 6.1 (Tabla 17). Se observa una tendencia con todos los metales; conforme
pasa el tiempo de exposicidn, éstos se translocan mas de la raiz a la hoja,
también se observa que el hongo si juega un papel importante en la translocacion
de los metales de la raiz a la hoja, ya que todos los promedios del factor de
translocacioén con hongo fueron mayores que aquellos sin hongo, por lo que se
observa que el hongo si favorece la translocacion de los metales en P. laevigata
(Tabla 17).
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Tabla 17. Coeficiente de translocacion promedio en individuos de Prosopis laevigata a
través del tiempo de exposicion a sustrato jale en condiciones de invernadero. En
negritas se denotan los valores de translocacién superiores a 1.

Time Pb Cu Zn
(meses) c/hongo s/hongo c/hongo s/hongo c/hongo s/hongo
1 4.2 0.3 0.1 0.3 0.0 0.0
2 2.6 13 0.9 1.2 0.3 0.5
3 8.1 10.1 4.0 7.3 6.2 4.1
4 1.2 2.6 1.7 3.3 14 3.6
5 4.0 7.3 8.4 8.3 2.6 6.1
6 5.3 1.9 16.9 5.9 10.0 0.9
Promedio 4.2 3.9 5.3 4.4 3.4 2.5

Ademas, se detectdé una relacion positiva y significativa entre el tiempo de
exposicidn al sustrato jal con hongo y los niveles de translocacién del cobre. En
contraste no se documentd ninguna relacion entre el tiempo de exposicion y los
niveles de translocacion para el resto de los tratamientos. (Tabla 18).

Tabla 18. Relacién entre el tiempo de exposicion al tratamiento y el coeficiente de

translocacion de metales en Prosopis laevigata bajo condiciones de invernadero. En
negritas se denotan las relaciones estadisticamente significativas.

Metal Tratamiento (sustrato)
c/hongo s/hongo
r=0075 | ' r =0.450
Pb r’=0243 |7 r? =0.202
P=0.883 |- - P =0.370
r=0870 |- : r=0.737
Cu r’=0.695 |: r?=0.429
P=0.024 |- ' P =0.09
r =0.710 r =0.455
Zn r’=0340 |° r’=0.008
P=0114 |. ' P =0.365
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IDENTIFICACION MACRO Y MICRO MORFOLOGICA DE LA CEPA C7

La cepa C7 es un hongo filamentoso que presenta caracteristicas macroscopicas
tales como forma y bordes irregulares, elevacibn convexa con textura
algodonosa, y esporas de color negro, en el reverso la colonia tiene una

coloracién cremosa con superficie basal corrugada (Figura 12).

Figura 12. Caracterizacion macroscopica de la cepa C7 en medio de cultivo PDA.

En cuanto a sus caracteristicas microscépicas observados con la tincién azul de
lactofenol y con un objetivo de 10X se aprecia que posee hifas largas y delgadas
con cabezas conidiales radiales, vesiculas esféricas, fiadlides ocupando toda la

superficie de la vesicula y conidios globulares lisos (Figura 13).

Figura 13. Caracterizacion microscoépica de la cepa C7 al objetivo de 10X con tincion
azul de lactofenol. A partir de cultivos de la cepa C7 en medio PDA se extrajo el ADN
gendmico.

A partir de observaciones preliminares de la morfologia del micelio y de las
estructuras conidiales se considera que la cepa C7 podria pertenecer al género

Aspergillus, sin embargo, se requiere hacer el analisis molecular.
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DISCUSION

Las estrategias de remediacion basadas en procesos microbianos
(microremediacion) pueden minimizar la toxicidad y la biodisponibilidad de los
metales pesados. Dentro de estas técnicas se encuentran la bioestimulacion en
donde se activa a la poblacion microbiana nativa; la bioaumentacion que
involucra la introduccion artificial de poblaciones viables, la bioacumulacion
utilizando células vivas y la biosorcion mediante biomasa microbiana muerta.
Estas técnicas se caracterizan por ser tecnologias de remediacion promisorias

desde el punto de vista econémico y de efectividad (Rajendran et al., 2003)

De otro lado, la fitorremediacion es el uso de plantas para remover
contaminantes del ambiente. Existen plantas denominadas hiperacumuladoras
gue pueden absorber grandes cantidades de metales en sus tejidos aéreos como
tallos y hojas, lo cual es una ventaja a la hora del postratamiento de metales
pesados. La asociacion entre hongos enddfitos y plantas hiperacumuladoras de
metales pesados es un punto de investigacibn que se ha comenzado a
desarrollar en los dltimos afos; tanto para determinar la implicacion de estos
organismos en la remocion de los contaminantes del suelo como para determinar
si son capaces de promover el crecimiento de las plantas a las que se encuentran

asociados (Padmavathiamma & Li, 2007).

Los hongos endoéfitos pueden tolerar la presencia de metales pesados debido a
la accion de diversos mecanismos (quelacion, intercambio idnico, cristalizacion,
adsorcion, cambio de valencia, precipitacion intra y extracelular y captacion
activa), que modifican la toxicidad del contaminante y ayudan a tener una mayor

tolerancia a este (Choo et al., 2015).

Concentracion Minima Inhibitoria de las cepas C1, C2, C5, C7, C8, C10 en
presencia de Cu, Zny Pb
Las cepas C1l y C2 presentan comportamientos similares en presencia de los

metales pesados evaluados. Ambas cepas no se ven afectadas en su
crecimiento a ninguna de las concentraciones de Cu evaluadas (50, 100 y 200
ppm). Para el caso del Zn no son capaces de crecer a altas concentraciones
(1600 ppm) de este metal. Con respecto al Pb se observa un retraso en el

crecimiento a 4000 ppm con respecto al control sin metal.
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La cepa C5 presentd un crecimiento mas rapido a 50 ppm Cu, sin embargo a
100y 200 ppm crece mas lento que las cepas C1y C2. El crecimiento de la cepa
C5 se ve afectado negativamente a 1600 ppm de Zn con respecto al control. La
cepa C5 no fue capaz de crecer a 4000 ppm de Pb.

La cepa C10 presenta el mismo comportamiento para todos los metales
evaluados. Tanto para Cu, Zn y Pb se observa un lento crecimiento de la cepa
con respecto al control sin metal, lo cual evidencia que no es una cepa que pueda
ser usada para tratamientos de biorremediacion para los cuales se requiera
obtener resultados eficientes de manera rapida.

Las cepas C7 y C8 se comportan de manera muy similar. En presencia de Cu
las cepas presentan un crecimiento mas acelerado que el control sin metales.
En el caso del Zn las cepas se ven afectadas negativamente en presencia de
1600 ppm de Zn. En presencia de Pb ambas cepas presentan un retraso en el
crecimiento a los 2 dias de comienzo del experimento a 4000 ppm de Pb aunque
a los 8 dias no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control sin metal.

Debido a lo anteriormente expuesto las cepas C7 y C8 podrian considerarse
hongos endofitos metaldéfilos, ya que pueden crecer mejor en presencia de altas
concentraciones de metales pesados que en su ausencia (Ramirez et al., 2006)
y ser empleadas en estudios posteriores en combinacidén con otras estrategias
de biorremediacion para remediar suelos contaminados con altas
concentraciones biodisponibles de Cu, Zny Pb

En el caso de la Sierra de Huautla, Morelos, también se han reportado metales
biodisponibles como el Pb, y en menor medida el Zny Cu en los jales de la region
(Solis-Miranda, 2016), por lo que también podrian aplicarse estas cepas para
programas de biorremediacién de suelos contaminados.

En un estudio previo llevado a cabo en Malasia, lograron aislar de plantas de
Nypa fructicans un total de 8 cepas de hongos endofitos resistentes a 1000 ppm
de Cu, Pb y Zn, mostrando un orden de tolerancia de Cu<Pb<Zn, en medio PDA
(Choo et al., 2015), lo que es congruente con el patron de tolerancia encontrado
en nuestro estudio.

En el presente estudio, también pudimos observar que a medida que la
concentracion de los metales pesados aumenta, disminuye el crecimiento radial
de las cepas, lo que podria estar determinado por el nivel de toxicidad del metal,

el cual actuara de manera diferente sobre cada una de las cepas. Se conoce que
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algunas biomasas microbianas pueden adherirse a los metales de manera
inespecifica, mientras otras lo hacen selectivamente (Gupta et al., 2000),a las
estructuras celulares de unién a metales pesados (pared celular, vacuolas, etc)
(Wang & Chen, 2009).

De manera general han sido sugeridos dos mecanismos que emplean los hongos
para la tolerancia a metales pesados: a) Secuestro extracelular (quelacién y
unién a la pared celular y b) Secuestro fisico intracelular de metal al unirse a
proteinas u otros ligandos para evitar que dafie los objetivos celulares sensibles
a los metales. Los mecanismos extracelulares se basan principalmente en
impedir que los metales entren, mientras que los intracelulares se encargan de
reducir en el citosol la carga de metales (Anahid et al., 2011).

En el primer mecanismo, la célula fangica excreta diferentes moléculas
organicas que no forman parte de la matriz de la pared celular, cuya funcién
principal serd quelar los iones metdlicos. Debido a la presencia de diversas
estructuras aniénicas como el glucano y la quitina (Maghsoudi et al., 2009), la
superficie celular de los hongos se encuentra cargada negativamente, lo que
favorece la unién a cationes metélicos, dicha unién se conoce como biosorcion
(Bellion et al., 2006).

En el segundo mecanismo, en la tolerancia a los metales pueden participar
proteinas transportadoras, las cuales pueden expulsar los iones metélicos
toxicos fuera del citosol o permitir el secuestro en el compartimiento vacuolar de
los metales (Abdul & Maghsoud, 2007; Bellion et al., 2006). Debido a esto, en las

cepas C1, C2, C5y C10 se observa una disminucién del crecimiento radial.

Influencia de la bioacumulacién de metales pesados y la presencia de hongos
enddfitos sobre la expresion de caracteres de talla en individuos de Prosopis
laevigata

El analisis de funcion discriminante es una prueba estadistica que selecciona

gue variables ya sean independientes o predictivas nos permiten diferenciar
grupos, es considerada una prueba de clasificacién y dependencia (Torrado &
Berlanga, 2012). Dicho analisis fue usado en nuestro estudio para seleccionar
los caracteres de talla que contribuyeron en mayor medida a explicar las
diferencias entre los tratamientos, asi como determinar la influencia que
ejercieron los distintos tratamientos aplicados (testigo con hongo, testigo sin
hongo, jal con hongo y jal sin hongo) sobre la expresion de los diferentes
caracteres de talla de individuos de Prosopis laevigata. De manera general
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observamos un patrén que se repite durante todo el tiempo del experimento (6
meses), donde el sustrato testigo con hongo presenta una diferenciacion con
respecto a los demas tratamientos. Los caracteres morfolégicos que mas
contribuyen a la ordenacion son la biomasa foliar de peso fresco y la biomasa
foliar de peso seco.

La bioacumulacién de metales pesados en la biomasa foliar activa el mecanismo
de quelacién, no es mas que la unién o secuestro de los metales pesados por
ligandos (grupos fosfatos, hidroxilo, carboxilo o sulfhidrilo), lo cual va a disminuir
la toxicidad de los metales pesados. Esto puede provocar cambios en la
morfologia de los tejidos foliares de las plantas expuestas a estos contaminantes
(Santoyo-Martinez et al., 2020).

Se pueden observar dos grupos bien definidos de individuos que se separan del
resto de acuerdo a los caracteres de talla, el perteneciente al sustrato testigo con
hongo y el del sustrato testigo sin hongo, mientras que los individuos del sustrato
jal con hongo y sin hongo se sobrelapan entre ellos Lo anterior
independientemente del tiempo de exposicion. Como podemos comprobar el
hongo no esta ejerciendo ninguna influencia en esta diferenciacién entre los
grupos, mas bien la contaminacion con los metales y el efecto que esta ejerce

sobre los caracteres de talla son los causantes de la separacion.

Por su parte, el andlisis de varianza de una via evidencié un efecto significativo
de los tratamientos sobre todos los caracteres de talla en individuos de P.
laevigata, exceptuando, el caracter de altura en el mes 4, independientemente
del tiempo de exposicion. Por su parte la prueba estadistica de Tukey mostré
que en el tratamiento sustrato testigo con hongo los caracteres morfol6gicos
presentan valores consistentes significativamente mayores con respecto al resto

de los tratamientos evaluados.

En estudios realizados en la Sierra de Huautla, Morelos se han encontrado una
reduccion de los caracteres macromorfologicos de individuos de Prosopis
laevigata crecidos en sustrato jal en condiciones de invernadero, en comparacion
con el sustrato testigo. Ellos sugieren que esto se debe a la presencia de metales
pesados en particular al Zn que afecta la altura de las plantas debido a que unos
de sus efectos toxicos es inhibir el crecimiento de las raices y por consiguiente

se ve afectada la toma de nutrientes, agua y el soporte de las plantas (Muro-
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Gonzélez et al., 2020). En otra investigacion realizada en el mismo sitio de
estudio observaron una disminucién en los caracteres morfolégicos de individuos
de V. campechiana crecidos en sustrato jal en comparacion con las plantas
crecidas en sustrato testigo (Santoyo-Martinez et al., 2020). La toxicidad de los
metales pesados va a depender en gran medida de su concentracién en el
sustrato, de su forma quimica y su persistencia en el ambiente. Otro aspecto
importante es la mezcla de metales pesados en el suelo, ya que pueden tener
efectos antagonicos o sinérgicos, lo que dificulta conocer el efecto real del metal
(Navarro-Aviio et al., 2007).

Por su parte es importante destacar el efecto de los hongos endofitos sobre los
caracteres morfologicos de Prosopis laevigata, lo cual favorecié positivamente
todos los caracteres morfologicos evaluados exceptuando la altura, en las
plantas crecidas en sustrato testigo inoculadas con la cepa C7. La interaccion
planta- enddfito provee a la planta capacidad adaptativa frente a condiciones de
estrés tanto bioticos (insectos, acaros) como abidticos (sequia, estrés oxidativo
y metales pesados) (Abello & Kelemu, 2006).

En otra investigacion evaluaron el efecto de la inoculacion dual de hongos
ectomicorriticos y las bacterias Micrococcus luteus y Sphingomonas sp. sobre el
crecimiento de plantas de sauce (Salix sp.) en suelos contaminados con metales
encontrando que estas asociaciones tienen gran potencial biorremediador
(Zimmer et al., 2009).

La asociacion planta-microorganismo confiere diversas ventajas adaptativas a
ambos simbiontes. Un ejemplo de ellos son los hongos micorrizicos
arbusculares, los cuales toman de la planta hidratos de carbono y a su vez ellos
le facilitan a la planta la captacion de nutrientes esenciales (N, P Fe, Zn, Cu, Ca
y Agua (Bago et al., 2000; Troeh & Loynachan, 2003). Por su parte las bacterias
estimulan la produccion de hormonas reguladoras del crecimiento, fijacién del
nitrogeno y produccion de siderdforos (Vejan et al.,, 2016). Por su parte otros
autores reportan que la inoculacion de hongos en las raices de las plantas
promueve la produccion de aminoacidos, proteinas, clorofila y contenido de
azucares comparada con plantas no inoculadas (Mathur & Vyas, 2000), ademas,
favorece la captacion de nutrientes, lo que tiene un efecto positivo en el

desarrollo de las plantas (Avis et al., 2008).
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Aunque es de vital importancia establecer que la mayoria de los estudios con
hongos endofitos se basan en la identificacion molecular y menos en el estudio
de sus efectos sobre los procesos adaptativos a factores de estrés (Ordoez et
al., 2012).

Relacion entre el tiempo de exposicion al tratamiento y los caracteres de talla de
individuos de Prosopis laevigata
Como se ha ido describiendo a la largo del trabajo, el tratamiento

correspondiente al sustrato testigo con hongo se ha diferenciado
estadisticamente del resto de los tratamientos evaluados. Con este analisis
estadistico demostramos que al igual que los tratamientos ejercen un efecto
sobre los caracteres morfolégicos, el tiempo de exposicion (6 meses) tiene una
relacion estadisticamente significativa con dichos caracteres, mostrando el
siguiente patron: sustrato testigo con hongo (100%) > sustrato testigo sin hongo
(66.7%) > sustrato jale con hongo (33.3%) = sustrato jale sin hongo (33.3%).
Ademas, todas las relaciones significativas fueron positivas, es decir, a medida
gue aumentd el tiempo de exposicidbn se incrementaron los valores de los
caracteres evaluados, sobre todo en el sustrato testigo. Lo que indica que la
presencia de metales pesados enmascara el efecto positivo de los hongos, ya
que en el tratamiento jal con y sin hongo, en general no se observan estas

relaciones.

Como ya hemos discutido con anterioridad los hongos endoéfitos pueden
contribuir a la proteccion la planta contra factores bidticos (patdgenos y
herbivoros) y abiéticos (estrés salino, térmico, presencia de metales, etc.), lo cual
pueden llevar a cabo mediante tres mecanismos (Sanchez-Fernandez et al.,
2013):

1. Directos: por medio de enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad
anti-patdégeno, producidos directamente por el hongo endofito.

2. Indirectos: consisten en la induccion o incremento de la expresion de
mecanismos de defensa quimicos o fisioldgicos intrinsecos a su planta
hospedera.

3. Ecologicos: se llevan a cabo por ocupaciéon del nicho ecologico,

hiperparasitismo y predacion.

Los mecanismos de proteccion hacia las plantas pueden actuar de manera

simultanea bajo diversas condiciones de estrés. Otro factor importante es el
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tiempo de colonizacion o tiempo de exposicion al hongo enddfito, el cual va a
favorecer la activacion con mayor eficiencia de los mecanismos de adaptacion
de la planta al medio contaminado debido a la presencia del endofito en su
interior (Varma, 2008).

El papel que juegan los microorganismos y en particular los hongos endofitos en
los procesos de fitorremediacion alun no se encuentran totalmente dilucidados.
Por lo cual son de vital interés los estudios donde se genere informacion acerca
de la interaccion planta hiperacumuladora y hongo endofito, para conocer qué
mecanismos pudieran estar involucrados tanto en la bioacumulacién de los
metales como en la promocion de crecimiento de las plantas. Se conoce que los
microorganismos son capaces de modificar los mecanismos involucrados en la
tolerancia, exclusion, acumulacién y movilizacién de los metales, ya que algunos
pueden provocar variaciones en la biodisponibilidad de los metales pesados en
el suelo cambiando el pH del mismo y liberando agentes quelantes (GEOFFREY
M Gadd, 2001; Wenzel et al., 2003).

Se han desarrollado diversas investigaciones empleando hongos endoéfitos de
diferentes géneros (Trichoderma, Fusarium) donde se ha observado que son
capaces de estimular el crecimiento vegetal, mejorar la acumulacion de los
metales pesados en las raices y aumentar la translocacion de los mismos a la
parte aérea de las plantas (Adams et al., 2007; Arriagada et al., 2007; Santoyo-
Martinez, 2016).

Bioacumulacion de metales pesados en individuos de Prosopis laevigata
Tiempos de exposicion

Coeficiente de translocacion

Los resultados obtenidos muestran una mayor bioacumulacién durante el tiempo
de exposicion del Cu tanto en raiz y hoja, Unicamente con el tratamiento en
presencia del hongo, no evidenciandose asi una relacion significativa para Pb y
Zn. Asi como una relacion positiva entre el tiempo de exposicion y los niveles de

translocacion de Cu.

Estos resultados no presentan una relacion directa con el coeficiente de
translocacién que sigue un patrén: sustrato con hongo (Cu) > sustrato sin hongo
(Cu) > sustrato con hongo (Pb) > sustrato sin hongo (Pb) > sustrato con hongo
(Zn) > sustrato sin hongo (Zn)
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En estudios anteriores se reporté una mayor bioacumulacion de Cu en plantas
de Acacia farnesiana, Pithecellobium dulce y Prosopis laevigata (Castafieda
Bautista, 2016; Santoyo-Martinez, 2016). Debido a la alta capacidad de
translocar y bioacumular en tejidos foliar metales pesados, P. laevigata es
considerada una especie hiperacumuladora de metales. Esto hace posible su
empleo en estrategias de fitorremediacion de suelos contaminados con metales

pesados (Hernandez-Acosta et al., 2020).

El Cu es un metal esencial que forma parte de la estructura de proteinas
reguladoras, lo que hace posible su translocacion a los tejidos foliares de las
plantas. Participa en una amplia variedad de procesos metabdlicos como son la
respuesta ante estrés, o la sefalizacion hormonal. Ademas, es un importante
cofactor de la enzima citocromo oxidasa en la cadena transportadora de
electrones en mitocondrias y cloroplastos de células foliares (DalCorso et al.,
2013)

A su vez evidenciamos con este trabajo que el uso de hongos enddfitos
asociados a esta planta puede ser una estrategia para potenciar, acelerar y hacer
mas eficiente el proceso de fitorremediacion, ya que se observa una tendencia
con todos los metales; conforme pasa el tiempo de exposicion, éstos se
translocan mas de la raiz a la hoja, también se observa que el hongo si juega un
papel importante en la translocacién de los metales de la raiz a la hoja, ya que
todos los promedios del factor de translocacién con hongo fueron mayores que
aguellos sin hongo, por lo que el hongo si favorece la translocacién de los
metales en P. laevigata . Este es un resultado muy interesante y de interés en
estrategias de fitorremediacion empleando hongos. Esto se puede deber a lo
antes mencionado acerca de los mecanismos de proteccion bibticos y abibticos
de los hongos hacia la planta, pero también, puede deberse a que las hifas de
los hongos endéfitos son capaces de pegarse a los metales pesados que se
encuentran tanto en la rizosfera de la planta como en sus raices. Esto podria

favorecer la tolerancia de las plantas a los metales pesados (Vivas et al., 2006).

Otros mecanismos que podian estar involucrados tanto en la bioacumulacion
como en la translocacién de los metales a los tejidos foliares de Prosopis
laevigata pueden ser que los metales se unen a la superficie celular a través de

interacciones electrostaticas (fuerzas de Van de Waals, interacciones redox,
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uniones covalentes, etc.) o a los grupos cargados de la pared celular que son
capaces de absorber y retener los metales pesados (Rajendran et al., 2003). La
bioacumulacién es un proceso celular llevado a cabo por un sistema de
transporte de membrana que mediante un gasto energético realizado por la H*-
ATPasa, internaliza los metales pesados al citoplasma donde son secuestrados
por proteinas llamadas metalotioneinas y fitoquelatinas (Marrero-Coto et al.,
2010).

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas en
cisteina, que se dividen en tres clases de acuerdo al contenido de cisteina y a
su estructura; Clase | las que tienen dominios Cis-Cis, Clase Il las que tienen
dominios Cis-X-Cis y Clase lll las que tienen dominios Cis-X-X-Cis en donde X
corresponde a cualquier aminoacido. Tienen un papel importante en la
interaccion planta-microorganismo ya que la union con el metal facilita su
absorcion y transformacién (Wu et al., 2010).Por su parte las fitoquelatinas son
metalotioneinas clase Il que secuestran los metales, brindando proteccion a las

enzimas sensibles a ellos (Kavamura & Esposito, 2010).

Diversos factores externos van a ejercer una influencia sobre este proceso de
bioacumulacién y translocacion de los metales. La presion osmoética de la raiz
favorecera un mayor desplazamiento hacia el interior celular si existe una gran
concentracion de metales en el exterior. Las altas temperaturas provocan un
aumento en la evapotranspiracién lo que ocasiona un mayor movimiento de agua
de la raiz a la parte aérea y por consiguiente un aumento en la translocacion de

metales pesados a los tejidos foliares de la planta (Baghour et al., 2001).

En primer lugar, para poder mejorar la bioacumulacion se debe garantizar que
los metales pesados no producen efectos tdxicos en la planta durante su
transporte, lo cual puede evitarse si el metal fluye de manera rapida de la raiz a
la parte aérea. Para garantizar esta disminucién de la toxicidad del metal debe
ocurrir el proceso de quelacion de manera eficiente, que se garantice la suficiente
cantidad de ligando en el citoplasma para amortiguar el efecto del metal. En
segundo lugar, el metal debe ser depositado en la vacuola donde se
compartimentaliza. Y en tercer lugar aumentar los mecanismos de transporte
para garantizar que el metal llegue a su destino causando el menor dafio posible

a la planta (Beltran & Goémezz, 2016)
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Aunque los mecanismos de accion a través de los cuales la cepa C7 interactia
con Prosopis laevigata para brindarle tolerancia a los metales pesados se
desconocen, debido a que aun no conocemos su identificacion molecular, esta
interaccién favorece la bioacumulacién y translocacion de los metales a los
tejidos foliares de la planta. Por lo que seria beneficioso el empleo de dicha
interaccion hongo enddfito C7 y planta Prosopis laevigata como estrategia para

fitorremediar suelos contaminados con metales pesados.
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CONCLUSIONES

1.- Las cepas C1 y C2 mostraron una elevada tolerancia a Cu, mostrando
crecimiento en presencia de este metal (6.9 cm para ambas cepas en todas las

concentraciones).

2.- La cepa C7 presenté una marcada tolerancia a altas concentraciones de Zn
mostrando crecimiento en presencia de este metal (6.53 cm a 300 ppm, 6.9 cm

a 950 ppmy 2.43 cm a 1600 ppm).

3.- La cepa C8 demostro ser altamente tolerante a Pb dado su crecimiento en
presencia de este metal (6.8 cm a 600 ppm, 6.7cm a 1800 ppm, 6.9 cm a 3000
ppmy 5.7 cm a 4000 ppm).

4.- Las cepas C2, C7 y C8 presentaron una mayor tolerancia ante los
tratamientos aplicados, en particular la cepa C7 (6.2, 1.9 y 0.2 cm para el

tratamiento 1, 2 y 3 respectivamente).

5.- Se registro una relacion positiva y significativa entre el tiempo de exposicion
y la biomasa de raiz, en todos los tratamientos. Lo que significa que el hongo no

influye en el aumento de la biomasa de raiz de P. laevigata.

6.- Se documentd que en el tratamiento del sustrato testigo en presencia del
hongo, los individuos de P. laevigata expresaron de manera consistente valores
significativamente mayores en todos los caracteres de talla analizados, en
comparacién con los otros tres tratamientos, por lo que el hongo es un promotor

de crecimiento en individuos de P. laevigata.

7.- Los caracteres de talla corporal de los individuos que crecieron en sustrato
testigo con hongo formaron un grupo que fue significativamente diferente al resto

de los otros tratamientos, independientemente del tiempo de exposicion.

8.- El cobre fue el Unico metal que se bioacumul6é a través del tiempo de
exposicion, en hoja y en raiz en presencia del hongo. Por lo que podemos decir
qgue el hongo juega un papel importante en la bioacumulacién de cobre en

individuos de P. laevigata.

9.- Se detect6 una relacion positiva y significativa entre el tiempo de exposicién

al sustrato con hongo y los niveles de translocacién del cobre. En contraste no

75



se documentd ninguna relacién entre el tiempo de exposicién y los niveles de

translocacion para el Zny el Pb.

10.- Debido a que todos los promedios del factor de translocacion con hongo
para todos los metales analizados fueron mayores que aquellos sin hongo, se
observa que el hongo si favorece la translocacion de los metales de la raiz a la
hoja en P. laevigata, lo que puede considerarse para estrategias de

fitorremediacion.

11.- La cepa C7 no genera efectos fitotoxicos en las plantas de Prosopis

laevigata crecidas en sustrato jal.

PERSPECTIVAS

e Identificar molecularmente a que especies pertenecen los hongos
endofitos aislados de individuos de Prosopis laevigata provenientes de los
jales de Huautla, Morelos.

e Evaluar la capacidad de las cepas C7 y C8 en consorcio en cuanto a la
promocién de crecimiento vegetal y remocion de metales pesados en
condiciones de invernadero.

e Desarrollar una estrategia de fitorremediacién empleando la cepa C7 para

disminuir la contaminacién con Cu en los jales de Huautla, Morelos
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