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1 RESUMEN

Durante siglos, la mineria en México generd grandes cantidades de residuos que fueron dispuestos
inadecuadamente, impactando grandes areas de suelos con elementos téxicos, como Pb y Cd. La
fitorremediacién es una de las pocas alternativas técnica y econdmicamente factibles para limpiar
estos sitios. En tal caso, el proceso implica el uso de plantas y los microorganismos asociados para
extraer, transformar y/o estabilizar los metales a través de su acumulacion en tejidos aéreos (fito-
extraccion) o su transformacion, reduccion de solubilidad o acumulacién en raices (fitoestabilizacion).
Aunque altas concentraciones de metales pueden disminuir la actividad de microorganismos
asociados con plantas que crecen en suelos contaminados, hay algunos tolerantes y que pueden
mejorar procesos de fitorremediacion. Entre ellos, hay hongos que en cierta etapa de su ciclo de vida,
se asocian con las raices y se comportan como enddfitos, favoreciendo el crecimiento vegetal y la
fitorremediaciéon. Sin embargo, los estudios de fitorremediacién relacionados con estos hongos son
aun escasos, pero se ha demostrado que tienen un gran potencial para mejorar la aplicabilidad y
eficiencia de dicha técnica. La aplicacion de este tipo de hongos para mejorar la fitorremediacion de
metales ha sido retrasada, en parte, debido a la falta de cepas tolerantes a metales toxicos.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento de Dodonaea viscosa,
una planta que tolera y estabiliza plomo, por efecto de la inoculacidon con hongos enddfitos tolerantes
a Pb. Para cumplir con el objetivo, el trabajo se dividié en tres etapas. Durante la primera, se aislaron
hongos enddfitos de raices de arbustos (Acacia spp., Prosopis sp. y Fraxinus sp.) que crecian en un
sitio contaminado con Pb en Chihuahua. En la segunda, se hicieron pruebas cualitativas de interaccion
entre D. viscosa y las cepas aisladas, de donde se seleccionaron las que no resultaron fitopatégenas;
con éstas, se realizaron pruebas cuantitativas (x3) sobre el crecimiento vegetal. Finalmente, las cepas
se identificaron morfolégicamente y se determind su tolerancia y capacidad de acumulacién de Pb.

Se aislaron 52 hongos endofitos de raices que contenian entre 200 y 500 mg Pb/kg de materia seca
(MS), méas una cepa de semillas de D. viscosa. Del total de los aislados, cinco no resultaron fito-
patégenos para la planta. De éstos, dos cepas (AA-1 y DO-S) estimularon significativamente (~100%)
la produccion de biomasa de raices y tallos de D. viscosa con respecto a plantas sin inocular. Otras
dos cepas (AB-2 y PR-1) no causaron cambios significativos en dichas variables, mientras que la cepa
FR-1 provocd una reduccion significativa en la biomasa de tallos (33%) y de raices (46%). La
tolerancia a Pb para cada cepa se estimo a partir de la velocidad de crecimiento radial (VCR), en
términos de la concentracion inhibitoria media (Clsp). En general, las cepas aisladas de raices con Pb
fueron mas tolerantes que la aislada de semillas de D. viscosa (DO-S). La Clsg, estimada en un rango
de concentraciones de 0 a 1500 mg Pb/L, se encontré en el siguiente orden: AB-2 > PR-1 > FR-1 >
DO-S > AA-1. De acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas, se sugiere que la cepa AB-2 pertenece
al género Bipolaris, PR-1 a Cunninghamella, FR-1 a Emericella, DO-S a Phialocephala y AA-1 al
género Penicillium. El aislamiento y estudio de hongos enddfitos tolerantes con fines de fitorremedia-
cion es de gran importancia, ya que su aplicacion puede mejorar el crecimiento vegetal y conferirle
una serie de ventajas a las plantas, principalmente a través de la reduccion del estrés que causa la
presencia de elementos toxicos en el suelo.



2 ABSTRACT

During centuries, the mining in Mexico produced high amounts of wastes that were improperly
disposed, impacting large areas of soils with toxic elements such as Pb and Cd. Phytoremediation is
one of the few technically and economically feasible alternatives to clean up these sites. In such
case, the process involves the use of plants and the associated microorganisms to extract, transform
and/or stabilize metals through their accumulation in the aerial tissues (phytoextraction) or their
transformation, solubility reduction or accumulation in roots (phytostabilization). Although high
concentrations of metals can decrease the activity of microorganisms associated with plants growing
in polluted soils, some of them are tolerant and can enhance phytoremediation processes. Among
them, there are fungi that at some stage in their life cycle are associated with the roots and behave
as endophytes, favoring plant growth and phytoremediation. However, phytoremediation studies
related to these fungi are still scarce, but it has been shown to they have great potential to improve
the applicability and efficiency of this technique. The application of this type of fungus to improve the
phytoremediation of metals has been delayed, partly due to the lack of strains tolerant to toxic metals.

In this context, the aim of this study was to evaluate the growth of Dodonaea viscosa, a plant that
tolerates and stabilizes lead, by effect of the inoculation with endophytic fungi tolerant to lead. To
achieve this aim, the work was divided into three stages. During the first, endophytic fungi were isolated
from roots of shrubs (Acacia spp., Prosopis sp. y Fraxinus sp.) growing in a Pb-polluted site in
Chihuahua. In the second stage, qualitative tests of interaction between D. viscosa and the isolated
strains were conducted. Then, we selected the non-phytopathogenic fungi, which were used for
quantitative tests (x3) on the plant growth. Finally, the selected strains were morphologically identified
and their tolerance and lead accumulation ability were determined.

We isolated 52 endophytes from roots containing between 200 and 500 mg Pb/kg of dry matter (DM),
and a strain isolated from seeds of D. viscosa. Of all isolates, five were not plant pathogens. From
these, two strains (AA-1 y DO-S) significantly stimulated (~100%) the biomass production of roots and
shoots of D. viscosa with respect to uninoculated plants. Two other strains (AB-2 y PR-1) did not cause
significant changes in these variables, while the strain FR-1 significantly reduced the biomass of
shoots (33%) and roots (46%). Pb tolerance for each strain was estimated with data from the radial
growth rate (RGR) in terms of the half inhibitory concentration (ICsp). In general, strains isolated from
roots with Pb were more tolerant than that isolated from seeds of D. viscosa. ICs, values, estimated at
a concentration range from 0 to 1500 mg Pb/L were found in the following order: AB-2 > PR-1 > FR-1 >
DO-S > AA-1. According to the morphological characteristics, we suggest that the strain AB-2 belongs
to the Bipolaris genus, PR-1 to Cunninghamella, FR-1 to Emericella, DO-S to Phialocephala and AA-1
to the Penicillium genus. The isolation and study of tolerant fungal endophytes with phytoremediation
purposes is of great importance, since their application can improve the plant growth and provide
several benefits to the host plants, mainly through the reduction of stress caused by the presence of
toxic elements in the soil.



3 INTRODUCCION

En el mundo, los recursos naturales han sufrido fuertes y continuados procesos de degradacion
debido al aprovechamiento intensivo y al manejo irracional al que han sido sometidos. En
México, las actividades del sector industrial han generado grandes impactos en el medio
ambiente, particularmente las industrias que generan elevadas cantidades de residuos
potencialmente téxicos como son los metales pesados. La elevada concentracion de metales
téxicos que contienen los residuos generados por la industria minera, hace que sea casi
imposible realizar una disposicion final eficiente de éstos elementos. Ademas, por varios siglos,
los residuos mineros fueron dispuestos de manera inadecuada en el ambiente, principalmente
en rios y suelos. Lo anterior ha generado graves problemas que se ven reflejados en el cambio
climatico asi como en alteraciones a muchos ecosistemas. Estos elementos no se degradan por
métodos fisicoquimicos ni bioldgicos, por lo que surge la necesidad de crear nuevas alternativas
que permitan remediar ambientes como suelos, aguas y aire.

La fitorremediacion es una alternativa para la remediacion de diferentes matrices ambientales
como suelos, aguas y sedimentos. Esta tecnologia implica el uso de plantas tolerantes y los
microorganismos asociados para remover, transformar, degradar o estabilizar contaminantes
organicos e inorganicos. En el caso particular de los metales, la fitorremediacion implica: (i) la
remocion del elemento por su acumulaciéon en tejidos aéreos (fitoextraccién), o (ii) la
estabilizacion del elemento por su transformacién, acumulaciéon en raices o reduccion de la
solubilidad (fitoestabilizacion). Ambos procesos pueden mejorarse por la asociacion entre
plantas y microorganismos (rizorremediacion). De hecho, la rizorremediacion de metales ha
ganado atencién debido al potencial biotecnolégico de ciertos microorganismos para remover
elementos toxicos de medios contaminados y a su posible efecto benéfico sobre el crecimiento
vegetal en suelos contaminados. El éxito de este tipo de asociaciones en la recuperacion de
suelos contaminados depende de la combinacién planta-microorganismo-metal.

Entre los microorganismos que interactuan con las raices, se encuentran los endoéfitos.
Recientemente, ha aumentado el uso de estos microorganismos con fines de fitorremediacion,
ya que éstos de confieren un gran potencial adaptativo a las plantas frente a condiciones
abioticas adversas. La mayoria de los estudios en el tema se centra en el uso de bacterias,
mientras que los estudios con hongos son escasos. No obstante, se sabe que éstos pueden
inmovilizar y disminuir el estrés por metales téxicos, ademas de mejorar la fitorremediacion. Las
plantas que toleran y acumulan altas concentraciones de metales téxicos, pueden albergar en
sus tejidos diversos géneros de hongos enddfitos tolerantes y con potencial de biorremediacion.



4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Contaminacion de suelos por metales

El aprovechamiento de los recursos naturales es la base fundamental para el desarrollo de la
humanidad. No obstante, con el tiempo la sobreexplotacion de estos recursos se ha incrementado
y, en consecuencia, se han generado grandes volumenes de desechos industriales y urbanos. Lo
anterior, aunado al lento desarrollo y a la ineficiencia de las técnicas de manejo, asi como a la
disposicién inadecuada de residuos, ha favorecido la existencia de una gran cantidad de sitios
contaminados con residuos que contienen metales pesados, compuestos organicos y diversas
sustancias peligrosas (Volke-Sepulveda et al. 2005). Existe cierta dificultad para conocer los
efectos reales de los contaminantes presentes en el medio ambiente, ya que éstos no
necesariamente son letales para los seres vivos pero muchos producen dafios a nivel genético o
fisiolégico, que suelen ser mas perjudiciales para la poblaciéon en general, y pueden causar
efectos negativos en el desarrollo o reproduccion de los mismos (Navarro-Aviié et al. 2007).

En el caso particular de los metales, éstos no se degradan y soélo pueden ser transformados de
un estado quimico a otro, por lo que su presencia como contaminantes en los suelos supone un
riesgo debido a su potencial lixiviacién hacia aguas superficiales y subterraneas, asi como por su
absorcion por las plantas, lo que finalmente, propicia su entrada a la cadena tréfica. Cuando la
biodisponibilidad de un contaminante es muy alta, tanto los elementos esenciales (Cu, Zn, Mn,
Fe, Ni, Mo) como los no esenciales (Cd, Pb, Hg, Cr) pueden ser téxicos (Gohre y Paszkowski,
2006; Carpena y Bernal, 2007).

En México, la mineria y actividad industrial se encuentran entre las fuentes mas importantes de
contaminacion por elementos téxicos. Los elementos téxicos mas comunes son Pb, Cd, Zn, As,
Se y Hg, su acumulacién se deriva de los procesos de recuperacion como: la pirometalurgia
(proceso seco a través de calor); en la cual se llevan a cabo operaciones como: calcinacion,
tostacion, fusién, volatilizacion, electrélisis y metalotermia. Otro proceso de gran impacto en el
ambiente es la hidrometalurgia (proceso humedo) donde se lleva a cabo lixiviacidn, purificacion,
flotacion y precipitacion. En México una fuente de contaminacioén por la actividad minera ha sido
generada por procesos que se llevan a cabo en beneficio del oro y la plata como lo es la
cianuracion y amalgamacion con Hg, en donde su recuperacion de los residuos generados no
se lleva a cobo en su totalidad (Gutiérrez y Moreno 1997, SEMARNAT 2004b). El desarrollo de
nuevas tecnologias que son obtenidas por actividades minerometallrgicas; asi como del
reciclaje de algunos materiales aplicados a la fabricacion de equipos (computo, celulares; entre
otros) generan un impacto ambiental por el uso de algunos metales para su fabricacion como:
hierro, cobre, cadmio, oro, plomo y plata, entre otros (Gocht et al. 1988).



Otras fuentes que generan contaminacion por metales y metaloides son: (i) drenaje pluvial, que
puede contener concentraciones elevadas de metales, debido a factores que dependen del tipo
de camino y material de construccion de los mismos, de la cantidad de trafico, planeacién
urbanistica y uso de suelo; (ii) descargas y drenajes industriales de industrias como la metal-
mecanica, bafos electroquimicos y de galvanoplastia entre otras; (iii) drenaje doméstico, que
puede contener metales como Cu, Pb, Zn, Cd, Fe, Mn, Cr, Ni, Co, Bo y As, debido al
desprendimiento y lixiviados de los materiales de construcciéon de las tuberias; (iv) rellenos
sanitarios en los que muchos de los lixiviados producidos pueden contener metales como Cu, Zn,
Pb y Hg; (v) quema de combustibles fésiles, es la fuente principal de metales hacia la atmésfera y
potencial de contaminacién de cuerpos superficiales de agua (Csuros y Csuros 2002).

4.2 Fitorremediacion de suelos contaminados por metales

Para saber si es posible remediar un suelo contaminado con elementos téxicos se deben tomar
en cuenta las caracteristicas de los elementos contaminantes (especie quimica, concentracion,
valencia, solubilidad, biodisponibilidad y toxicidad) y las caracteristicas del sitio (pH, tipo de
suelo, temperatura, permeabilidad, y potencial redox) (Volke-Sepulveda et al. 2005). La
remediacion de un suelo implica realizar un analisis que depende de diversas caracteristicas
importantes que den una solucién efectiva (Sellers, 1999), como por ejemplo: para determinar
si un sitio requiere ser remediado es importante conocer el tipo de contaminante y las
caracteristicas fisicas y quimicas del sitio que requiere ser remediado asi como la forma en que
el contaminante debe se tratado, estas propiedades determinan cémo puede ser el movimiento
del contaminante y si persiste en el ambiente. La estructura quimica de un contaminante
determina su toxicidad y por consiguiente permite fijar ciertos criterios para establecer los
limites de limpieza. Otro punto importante por tomar en cuenta es el lugar y sus caracteristicas
asi como el uso de suelo (industrial, residencial o agricola). Las propiedades naturales de los
suelos, proporcionan informacién importante que son utiles para determinar las caracteristicas
especificas del sistema de tratamiento a utilizar. Las tecnologias para la remediacién de sitios
contaminados estan en funcion de las condiciones especificas de cada sitio. Asi mismo estas
tecnologias de remediacion pueden actuar conteniendo la contaminacion, separando el
contaminante del suelo o destruyendo el contaminante, dentro de los que se pueden mencionar
a los compuestos quimicos que se clasifican en organicos e inorganicos (como los metales
pesados)(Sellers, 1999). Es importante conocer acerca del tipo de contaminante (organico o
inorganico) antes de utilizar algun método de remediacién, su concentracion y toxicidad, su
distribucion a través del sitio y el medio en el que se encuentra (agua o particulas de suelo),
entre otras (Van Deuren et al. 1997).



En el caso particular de los metales pesados, los cuales no pueden destruirse por via bioldgica
ni fisicoquimica, la remediacion de los sitios contaminados con estos elementos debe centrarse
en la modificaciéon de su solubilidad, movilidad y/o toxicidad, basicamente a través de cambios
en su estado de valencia (Volke-Sepulveda et al. 2005). Una alternativa para la remediacion de
suelos contaminados con metales, es el uso de tecnologias biolégicas (con plantas y/o
microorganismos), las cuales representan un potencial en cuanto a costos se refiere ya que, en
general, el equipamiento necesario para su implementacién es menos caro que el requerido
para los tratamientos fisicoquimicos. La combinacién de mecanismos bioldgicos de oxidacion-
reduccién, asi como de procesos fisicoquimicos-biolégicos, también representa una opcidn
prometedora para la remediacion de suelos contaminados con metales tdxicos y para el
procesamiento de minerales. Sin embargo, estas alternativas aun se encuentran poco
estudiadas y desarrolladas para los suelos, condiciones climaticas y problemas especificos de
nuestro pais (Volke-Sepulveda et al. 2005).

Una de las pocas alternativas biolégicas eficientes para remediar suelos contaminados con
metales, es la fitorremediacion. La fitorremediacion es una tecnologia que utiliza plantas vivas y
los microorganismos asociados a su rizésfera para la remediacion de suelos, lodos, sedimentos y
aguas contaminados a través de la remocién, degradacién o estabilizacion de los contaminantes
(Pilon-Smits, 2005). En los ultimos afos, esta alternativa ha ganado aceptacion para tratar
suelos contaminados con elementos toxicos, debido a que es una tecnologia estética y amigable
con el ambiente, es altamente rentable, no invasiva y ademas ofrece efectividad para tratar un
amplio rango de contaminantes, ya que las plantas pueden estabilizar, extraer, y/o volatilizar
diferentes elementos téxicos (Pilon-Smits, 2005).

Para la fitorremediacion de un sitio en particular deben considerarse diversos aspectos como la
especie de planta, su capacidad para tolerar cantidades elevadas de elementos toxicos en el
suelo, asi como su capacidad para captar cantidades significativas de los contaminantes
presentes en el suelo (Brunet et al. 2008). Los mecanismos involucrados en el proceso de
fitorremediacion requieren de un crecimiento vegetal abundante y, en cualquier caso, la especie
vegetal utilizada debe ser tolerante el contaminante (Smith y Bradshaw, 1970). Vangrosveld
(1998), demostré que con el uso de dos plantas tolerantes (Agrostis capillaris y Festuca rubra)
se logro la revegetacion de un sitio contaminado por la actividad piro-metalurgica en Bélgica.

Cuando la fitorremediacion es aplicada a suelos contaminados por metales pesados se lleva a
cabo bajo diversos mecanismos: fitoextraccion, la fitoestabilizacion, fitovolatilizacion y la
rizorremediacién (Figura 1). Estos mecanismos pueden aplicarse para remediar sitios
contaminados por metales y metaloides, elementos radiactivos y contaminantes organicos. De
esta manera los contaminantes son asimilados por las plantas, secuestrados en sus vacuolas



y/o fijados a estructuras celulares insolubles como la lignina (Lépez et al. 2004). A continuacion
se detalla cada uno de los mecanismos mencionados.

Fitoextraccion <—

Fitoestabilizacion «<—

Figura 1. Principales mecanismos implicados en la fitorremediacién de suelos contaminados
con elementos téxicos. En el sistema suelo-planta-microorganismos, un elemento téxico
puede ser transformado y/o acumulado en puntos especificos de dicho sistema (Buchanan
et al. 2000).

Fitoextraccion o fitoacumulaciéon. Es un mecanismo que consiste en la absorcion de los
contaminantes a través de las raices y su concentracién en las partes cosechables de las
plantas. Los contaminantes extraidos son principalmente metales pesados (Jian et al. 1997),
aunque también se ha usado para ciertos contaminantes organicos y elementos radiactivos
(Dushenkov, 2003). Generalmente los sistemas de fitoextraccion se implementan para extraer
metales de suelos contaminados con el uso de plantas que acumulan altas concentraciones de
contaminante en su parte aérea, conocidas como hiperacumuladoras (Lopez et al. 2004).

Fitoestabilizaciéon. Se refiere al uso de plantas que, por la composicion de sus exudados,
reducen la biodisponibilidad de los contaminantes presentes en el suelo evitando asi su
transporte a capas subterraneas o a la atmésfera, y mejorando las propiedades fisicas y
quimicas del suelo. Otro mecanismo de fitoestabilizacion implica la fijacion o inmovilizacion de
los contaminantes del suelo por su acumulacion en las raices de las plantas. Otros procesos
involucrados en la inmovilizacion incluyen el secuestro, la lignificacion y la humificacion (Lopez
et al. 2004). Eapen et al. (2003) reporta el uso de plantas de Brassica juncea y Chenopodium
amaranticolor para remover uranio (U) de soluciones con bajas y altas concentraciones, de las
cuales, el U fue absorbido en un 90% por las raices.



Fitovolatilizaciéon. Algunas plantas son capaces de transformar y volatilizar elementos o
compuestos volatiles, como mercurio y selenio, presentes en suelos, sedimentos o agua. Tales
contaminantes son absorbidos, metabolizados, trasportados desde las raices a las partes aéreas
y liberados a la atmésfera. El proceso ocurre a medida que las plantas en crecimiento absorben
agua junto con los contaminantes solubles. Algunos de los contaminantes pueden llegar hasta
las hojas y evaporarse o volatilizarse a la atmosfera. Por ejemplo, se ha encontrado que los
alamos pueden volatilizar hasta un 90 % del tricloroetileno que absorben (Nufez et al. 2004).

Rizorremediaciéon. Es un mecanismo que utiliza plantas con alta tasa de crecimiento y area
superficial para absorber, concentrar y precipitar contaminantes. Las raices de las plantas
liberan exudados que ayudan al crecimiento y supervivencia de los microorganismos presentes
en el suelo, lo que da como resultado un mejoramiento en la degradacion y/o estabilizaciéon de
los contaminantes (Kuiper et al. 2004). Como parte de sus actividades metabdlicas y
fisioldgicas, las plantas liberan en sus exudados azucares simples, aminoacidos, compuestos
alifaticos y aromaticos, enzimas y oxigeno, y los transportan desde su parte aérea hasta sus
raices, favoreciendo el desarrollo de comunidades microbianas en el suelo circundante.
Particularmente la actividad metabdlica de hongos y bacterias puede conducir a la mineralizacion
de contaminantes organicos (Lopez et al. 2004).

En los mecanismos involucrados en la fitorremediacion (Figura 1), las plantas son utilizadas
como sistemas directos de descontaminacion, a través de la modificacion del contaminante por
medio de la absorcion, secuestro o acumulacion. Como sistema indirecto los microorganismos
de la rizosfera se asocian con las raices de las plantas para actuar sobre los contaminantes
(Stomp et al.1994). Para la remediacion de suelos contaminados con metales, las técnicas de
fitorremediacidon mas empleadas han sido la fitoextraccion y la fitoestabilizacion (Carpena-
Bernal, 2007).

A pesar de considerarse una tecnologia muy prometedora y factible para la remediacion de
suelos, aun existe una serie de limitantes para su implementacion, lo que conduce a la necesidad
de desarrollar nuevas estrategias. En este sentido, el efecto de interacciones entre plantas y
microorganismos sobre los metales ha ganado atencién debido al potencial biotecnoldgico de
los microorganismos para remover metales directamente de medios contaminados y a su
posible efecto benéfico en el crecimiento vegetal en suelos contaminados (Deng et al. 2011).

4.3 Influencia de las interacciones en la rizésfera sobre la fitorremediacion

Hasta ahora, el papel que juegan los microorganismos en la fitorremediacion no es claro
(Zhuang et al. 2007), lo que hace importante generar informacién acerca de los mecanismos
implicados en la tolerancia, exclusion, acumulacién y movilizaciéon de metales por micro-



organismos relacionados con las plantas y su relacion con plantas fitorremediadoras. Se sabe
que estos microorganismos modifican todos estos procesos, afectando directamente la captacién
y/o exclusion de los metales por las plantas (Zhuang et al. 2007; Kidd et al. 2009). El
comportamiento de los metales en un suelo influye en el éxito de la fitorremediacion y es
posible modificarlo mediante la manipulacion de asociaciones planta-microorganismos. El uso
de este tipo de asociaciones actua modificando de diferentes maneras el comportamiento de un
elemento téxico en el suelo. Por un lado, pueden estimularse procesos de biomineralizacion',
como la formacion de precipitados metalicos insolubles por interacciones con productos del
metabolismo microbiano (Barkay y Schaefer, 2001) lo cual puede mejorar el crecimiento vegetal
en suelos muy contaminados y aumentar la inmovilizacion de metales para su fitoestabilizacion.
La actividad en esta zona puede también conducir a un aumento en la disponibilidad de los
metales para su captacién por plantas, favoreciendo un proceso de fitoextraccion (Kidd et al.
2009; Kavamura y Esposito, 2010).

Los microorganismos presentes en el suelo tienen una gran area de contacto con los metales
favoreciendo la detonacion de mecanismos que forman parte importante en la acumulacion de
metales por parte de los microorganismos como: adsorcion, precipitacion, formacién de
complejos asi como el transporte activo hacia las células. Por otro lado algunos parametros
fisicoquimicos como el pH, la composiciéon iénica y los factores biolégicos son de gran
importancia para la acumulacion de metales. (Ledin, 2000).

El estudio de las interacciones planta-microorganismo en el campo de la fitorremediacién se ha
enfocado principalmente hacia la remocion de compuestos organicos en suelos contaminados
(Flathman et al. 1994; Khan et al. 2000). La asociacién que se presenta de forma natural entre
los microorganismos de la rizosfera y las raices de las plantas, ha despertado el interés de
muchos grupos de investigacion que, durante los ultimos anos, se han enfocado en el estudio
del papel que desempefian estas asociaciones en la transformacion y especiacion de los
contaminantes presentes en el ambiente (Debarati et al. 2005).

Entre los microorganismos del suelo, los hongos (micorricicos y no micorricicos) desempefan
un papel importante en la degradacion, utilizacién y transformacion de sustratos organicos e
inorganicos. Asi mismo, éstos juegan un papel importante en los ciclos biogeoquimicos de los
elementos, asi como en los aspectos quimicos y biolégicos involucrados. De tal manera, los
hongos se encuentran intimamente involucrados en la regulacion de procesos que tienen
implicaciones importantes para los organismos vivos y el medio ambiente (Gadd, 2004).

" Formacion de minerales metalicos por accién de metabolitos producidos por microorganismos (p.ej. oxalatos).



4.3.1 El papel de hongos endofitos micorricicos

Considerando que el 80% de las plantas estan asociadas con hongos micorricicos arbusculares
(HMA) y que éstos pueden modificar el efecto toxico de los metales sobre el crecimiento
vegetal, estos hongos pueden ser considerados como un elemento importante para el
crecimiento de las plantas. Los HMA juegan un papel como bioprotector de las plantas, ya que
reducen el dafio ocasionado por condiciones de estrés biético y abidtico, incluyendo patégenos
del suelo y contaminantes como metales. Una alternativa para mejorar la fitorremediaciéon de un
sitio contaminado con elementos toxicos, es el aislamiento y caracterizacion tanto de plantas
como de cepas HMA propias del sitio contaminado, donde los aislados fungicos tolerantes
podrian usarse para el establecimiento y supervivencia de plantas en sitios contaminados por
metales, asi como ser utilizadas como herramientas fundamentales en los procesos de
fitorremediacion (Rivera-Becerril, 2006).

A la fecha, existen numerosas investigaciones acerca de la influencia de ciertos microorganismos
sobre la fitorremediacién de suelos contaminados por metales pesados, particularmente se ha
estudiado el efecto de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) y de hongos
micorricicos arbusculares (HMA). Por ejemplo, Rivera-Becerril (2006), evalué el efecto de la
inoculacion de diversas plantas con RPCV y HMA, observando que ambos grupos microbianos se
complementaron en funciones como la disolucién de fosforo, fijacion de nitrégeno y produccion de
fitohormonas, ademas de favorecer un incremento en la absorcién de nutrientes por la planta.

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios relacionados con el papel de HMA y RPCV
sobre la fitorremediacién de elementos tdxicos, los estudios enfocados hacia el papel de hongos
filamentosos no micorricicos sobre el mejoramiento de los procesos de fitorremediacién de
metales son escasos. No obstante, se sabe que este grupo de hongos es muy importante debido
a las diversas actividades que desempefian en la rizésfera y a su influencia en el desarrollo de
las plantas y de otros microorganismos (Fuentes-Davila y Ferrera-Cerrato, 2007). Por ejemplo,
Arriagada et al. (2007), probaron el efecto de la inoculacién de Glomus deserticola el cual es un
hongo micorricico y Fusarium concolor sobre el potencial de Eucaliptus globulus para acumular
Pb. Este grupo encontré que la inoculacion con ambos hongos favorecié (casi el doble) la
acumulacion del metal presente en un suelo contaminado con residuos mineros, con respecto a
la planta no inoculada. Entre los mecanismos que influyen en la acumulacion de metales por
hongos, se encuentran la retencién y precipitacion extracelular, la unién de los metales a la
pared celular, el secuestro intracelular y la volatilizacion (Gadd, 1993).
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4.3.2 El papel de hongos endofitos no micorricicos

Dentro de los hongos endofitos no micorricicos se encuentran hongos filamentosos de las
divisiones Basidiomycota y Ascomycota. El término endéfito se conoce desde el siglo XIX y se
uso inicialmente para agrupar aquellos organismos que viven dentro de la mayoria de especies
de plantas (Bacon, 1977). Son organismos simbioticos (hongos o bacterias) que habitan dentro
de los tejidos de una planta sin causar sintomas de enfermedad. Recientemente, se ha puesto
atencion al uso de enddfitos con fines de fitorremediacion, ya que confieren gran potencial
adaptativo a las plantas hospederas frente a condiciones abitticas adversas, como la mejora en
el crecimiento vegetal, tolerancia a sequia y salinidad, al estrés oxidativo, y a suelos acidos con
alto contenido de Zn y Al, entre otras (Abello y Kelemu, 2006; Doty, 2008).

Los hongos endofitos son organismos que viven en el interior de las plantas durante la mayor
parte o todo su ciclo de vida, se encuentran en las hojas y los tallos de muchas plantas. Viven
en los espacios intercelulares y, algunas veces, intracelularmente en hojas, tallos y flores,
absorbiendo nutrientes de la planta. Pueden desarrollar diferentes tipos de simbiosis, como el
comensalismo y mutualismo que no producen sintomas de enfermedad en la planta, ya que una
vez dentro del tejido, inician un estado latente, ya sea durante toda la vida de la planta o por un
periodo prolongado de tiempo, hasta que las condiciones ambientales sean favorables para el
hongo o las condiciones en la planta cambian dando ventaja al hongo (parasitismo) (Sieber,
2007). La interaccion entre hongos enddfitos y plantas depende de factores genéticos (planta y
hongo), ambientales (agua) y bidticos (microorganismos, patégenos). En combinacion, estos
factores determinan si la simbiosis es mutualista o parasitica (Mdller y Krauss, 2005). En esta
asociacion, el hongo recibe de la planta nutrientes y proteccidon, mientras que los beneficios
para la planta son indirectos y mas complejos. Entre éstos se encuentra el aumento de la
biomasa aérea y raices, el numero de brotes, la produccién de semillas y la tolerancia al estrés
biético y abidtico (Miller y Krauss, 2005). Este tipo de hongos produce metabolitos que pueden
proteger a la planta contra herbivoros, éstos pueden también proveer proteccion contra la
depredacion de semillas mediante la produccion de toxinas. A cambio reciben alimento, un
lugar donde vivir y, en algunos casos, dispersion a través de la semilla de su hospedero
(Johnson et al. 1985; Clay, 1998; Knoch et al. 1993).

En la actualidad se sabe que este grupo de hongos es muy importante debido a las diversas
actividades que desempenan en la rizésfera y a su influencia en el desarrollo de las plantas y de
otros microorganismos (Fuentes-Davila y Ferrera-Cerrato, 2007). El estudio de las interacciones
hongo-planta con fines de fitorremediacion esta recibiendo mayor atenciéon en el campo
cientifico. Adams et al. 2007 y Arriagada et al. 2007 han demostrado que la inoculaciéon de
ciertas plantas con hongos que se comportan como endéfitos, como Trichoderma harzianum y
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Fusarium concolor, ademas de estimular el crecimiento vegetal, mejoran la acumulacion de
metales en las raices (fitoestabilizacion). En otros casos, este tipo de hongos también puede
aumentar la translocaciéon de metales a la parte aérea en plantas tolerantes, lo cual implica un
importante potencial para su aplicacion para fitoextraccion (Cao et al. 2008; Jiang et al. 2008).
Asi, el mejoramiento en la eficiencia de la fitorremediacion puede ser resultado de una mejor
nutricién, la proteccion contra patégenos o la acumulacion de metales téxicos en estructuras
especificas. A la fecha, los estudios enfocados a fitorremediacion con hongos enddfitos son
escasos, pero dada la utilidad de los hongos en la biorremediacion, su potencial es claro
(Porras-Alfaro y Bayman, 2011).

El uso de hongos enddfitos aplicados en los diversos mecanismos de fitorremediacion ha
ganado gran importancia en los ultimos afos; sin embargo, es necesario continuar realizando
investigacion en este campo para generar informaciéon que ayude a explicar los mecanismos
que favorecen la rizorremediacién y fitoestabilizacion de suelos contaminados con elementos
téxicos con la aplicacion de interacciones entre plantas con potencial fitorremediador y hongos
tolerantes al contaminante en particular. De esta manera, puede ser posible la manipulacion de
pares planta-microorganismos que ayuden a los procesos de fitorremediacion aplicables en
cada caso en particular.

4.4 Dodonaea viscosa L. Jacq.

Dodonaea viscosa L. Jacq. es un arbusto resinoso perennifolio con una alturade 1 a5 m, de la
familia Sapindaceae, ampliamente distribuido en zonas tropicales, subtropicales y templadas.
Es una especie demandante de luz y muy tolerante a la sequia, viento, inundaciones y heladas,
que puede crecer en suelos muy erosionados, en un rango de temperaturas de 17 a 30°C
(Camacho et al. 1992). Esta especie se utiliza para el control de la erosion, como barrera
rompe-vientos y como restaurador de suelos (Camacho et al. 1992), ademas de que se ha
demostrado que puede crecer en suelos contaminados con residuos mineros (Gutiérrez-Rojas
et al. 2009). Rojas-Loria (2010), utilizando un suelo modelo contaminado, demostré el potencial
de esta planta para fitoestabilizar plomo en sus raices cuando crecié sola y en asociacion con
un hongo filamentoso del género Lewia, encontrando que esta cepa favorecid un aumento
significativo (~3 veces mayor) en la acumulaciéon de plomo en raices de esta planta, respecto a
las plantas que no fueron inoculadas con el hongo (de~2000 a ~6000 mg Pb/kg).
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5 JUSTIFICACION

La necesidad de desarrollar nuevas tecnologias para la remediacién de suelos contaminados con
metales toxicos ha conducido a la aplicacion y mejoramiento de tecnologias bioldgicas como la
fitorremediacidon. La fitorremediacion es una de las pocas opciones para tratar suelos
contaminados con elementos toxicos. Un factor clave que incide sobre la €ficiencia de esta
tecnologia son los microorganismos que se asocian con las plantas fitorremediadoras. Hasta
ahora, muchos estudios han demostrado el efecto benéfico de rizobacterias y hongos
micorricicos sobre la fitorremediacién de suelos contaminados con metales, pero los estudios
enfocados hacia el papel de hongos no micorricicos, como los enddfitos, son escasos. Sin
embargo, se ha demostrado que éstos hongos toleran y detoxifican metales, ademas de
mejorar el desarrollo vegetal y procesos como la fitoextraccion o la fitoestabilizacion. Ademas
de sus efectos benéficos sobre las plantas, los enddfitos tienen un gran potencial biotecnolégico
para mejorar la aplicabilidad y la eficiencia de la fitorremediacion. Asi, un mayor entendimiento
de las caracteristicas de hongos enddfitos resistentes a elementos toxicos es un prerrequisito
indispensable para el desarrollo de estrategias de fitorremediacién efectivas para metales

El potencial de la aplicacién de microorganismos endofitos para mejorar la fitorremediacién de
metales ha sido retrasado por la falta de cepas tolerantes a metales téxicos. Lo anterior, aunado
a la rentabilidad y eficiencia de la fitorremediacion como alternativa para la remediacion de
suelos contaminados con elementos téxicos, genera la necesidad de buscar nuevas especies
de hongos enddfitos que favorezcan el proceso, asi como el crecimiento y salud de las plantas.

Con base en lo anterior, contar con cepas de hongos tolerantes que se asocian con plantas
potencialmente fitorremediadoras, es de gran importancia para el desarrollo de estrategias de
fitorremediacion efectivas para metales toxicos. Asi, el aislamiento y caracterizacion de nuevas
cepas de hongos enddfitos puede permitir mejorar la eficiencia de la fitorremediacion de suelos
contaminados con metales mediante la manipulaciéon de asociaciones especificas entre plantas
fitorremediadoras y hongos, con la gran ventaja de que estos ultimos son facilmente cultivables.
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6 HIPOTESIS

Al menos una cepa de un hongo enddfito aislada a partir de raices de arboles que crecen en un
sitio contaminado con plomo podra usarse con fines de fitorremediacion, debido a su tolerancia
al metal y a su capacidad para mejorar el crecimiento de Dodonaea viscosa.

7 OBJETIVOS

7.1 General

Evaluar el crecimiento de Dodonaea viscosa por efecto de la inoculacién con hongos endodfitos
que sean tolerantes a Pb.

7.2 Especificos
e Aislar hongos enddfitos a partir de raices de arboles que crecen en un sitio contaminado
con plomo.

e Determinar la capacidad de los hongos aislados para interaccionar con D. viscosa en
condiciones in vitro.

e Seleccionar al menos una cepa que sea capaz de interaccionar con D. viscosa y evaluar su
efecto sobre el crecimiento de la planta.

e Evaluar la capacidad de tolerancia y acumulacion de plomo de la(s) cepa(s)
seleccionada(s)

¢ Identificar morfolégicamente las cepas tolerantes que interaccionen con D. viscosa.
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8 METODOS Y MATERIALES

8.1 Estrategia Experimental

Para la realizacion de este trabajo, la fase experimental se realizo en tres etapas (Figura 2). En
la Etapa 1 se aislaron hongos endodfitos a partir de raices de arbustos que crecian en un sitio
contaminado con plomo, posteriormente se realizaron pruebas de interaccion con D. viscosa
con cada una de las cepas aisladas. Durante la Etapa 2, se seleccionaron las cepas que
interactuaron con D. viscosa para llevar a cabo pruebas cuantitativas (x3). Finalmente, en la
Etapa 3, se evalué la tolerancia y capacidad de acumulacion de Pb por las cepas seleccionadas
en la etapa anterior y se procedié a su identificacion morfolégica macro- y microscopica.

| Mepes

Raices de plantas que [ )

. Aislamiento
crecenen un sitio de hongos endéfitos

contaminado f
4 M\

Pruebas cualitativasde
interaccion con D.
viscosa

|
* Toleranciay 1‘ ftopes Iﬁ"
acumulaciéondePb | — Cepas
= |dentificacién B || seleccionndes ‘ ‘M

morfoldgica

Cepas
descartadas

Pruebas cuantitativas
(x3) de interaccidén con
D. viscosa

Pesoy longitud
detallosy raices

Figura 2. Estrategia experimental general por etapas. M indica interaccion positiva y
indica efectos adversos sobre el crecimiento de la planta.

8.2 Muestreo de raices en un sitio contaminado con plomo

Para la obtencién de los hongos enddfitos se llevo a cabo un muestreo en los alrededores de la
planta fundidora de Avalos en la ciudad de Chihuahua, Chihuahua (altitud: 1424 m; N 28° 36’
52.5”, W 106° 0’ 30.2”). Se tomaron muestras de raices de arboles de los géneros Prosopis sp.,
Acacia spp. (amarilla y blanca) y Fraxinus sp. Dichas especies se encontraron como
predominantes en la zona contaminada con plomo. Las raices se mantuvieron en refrigeracion
(4°C) hasta su tratamiento para el aislamiento de hongos enddfitos. Asimismo, se tomaron
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muestras del suelo de la rizosfera de cada arbusto muestreado, con el fin de caracterizarlas en
cuanto a su contenido de plomo total y soluble.

8.2.1 Analisis de muestras de suelo

Para determinar la concentracion de plomo en el suelo del sitio de muestreo, se tomaron
muestras compuestas (suelo superficial y suelo a 20 cm de profundidad) de suelo. Estas se
secaron en una estufa a 60°C durante 24 h y se trataron como se describe a continuacion, para
cuantificar el contenido de plomo soluble y plomo total. En ambos casos, las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Plomo soluble. Para cuantificar el plomo soluble, se pes6 1 g de suelo seco y se le agregaron
10 mL de agua desionizada (18 MQ cm™, PURELAB Option-Q, Elga). Las muestras se
mantuvieron en agitacién (150 rpm) a 30°C durante 24 h. Las muestras se filtraron (Whatman
42) y la concentracion de plomo soluble en el sobrenadante se cuantificd por espectrometria de
absorcion atdémica (Shimadzu, modelo AA-6300) a una longitud de onda de 283.3 nm.

Plomo total. Para cuantificar el contenido total de plomo en las muestras de suelo, éstas se
sometieron a un proceso de digestion acida asistida por microondas (CEM, MARSXpress). Para
lo anterior, se pesaron 0.5 g de suelo seco y se adicionaron 10 ml de acido nitrico concentrado.
Las muestras se digirieron a una potencia de 1600 W y 175°C durante 15 min. Las muestras
digeridas se aforaron a 25 mL con agua desionizada y, posteriormente, se filtraron con una
membrana de nitrocelulosa (Whatman 42). La concentracion de plomo en las muestras se
cuantificd por espectrometria de absorcion atomica (EAA) a 283.3 nm. La curva patron para la
cuantificacién de Pb se prepard con agua desionizada, en un rango de 0 a 20 mg/L, con una
solucion estandar de 1000 ug Pb/mL (estandar grado absorcion atomica, J.T. Baker).

8.2.2 Analisis de muestras de raices

Para el analisis de plomo en las muestras de raices obtenidas en el sitio contaminado, se
cortaron segmentos de aproximadamente 1 cm que se mantuvieron en agitacion (150 rpm) a
30°C en una solucion de EDTA (20 mM) durante 2 h, con el fin de eliminar el Pb extracelular.
Las raices se secaron a 60°C durante 24 h. Para el analisis de plomo, a 0.1 g de raices secas
se le adicionaron 5 mL de acido nitrico concentrado (J.T. Baker) y 4 mL de agua desionizada.
Las muestras fueron digeridas durante 15 min en el digestor de microondas. Cada muestra se
filtr6 con membranas de 0.45 ym (GN-6 Metricell), se aforé con agua desionizada y se analizé
por EAA. Cada muestra de raiz se analiz6 por duplicado.
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8.3 Aislamiento de hongos enddfitos

Para el aislamiento de hongos enddfitos, las raices obtenidas del sitio contaminado se trataron
como se describe a continuacién (Lucero et al. 2006). Las raices se cortaron en fragmentos de
~3 cm, Se enjuagaron con agua corriente y se mantuvieron en agitacion durante 20 minutos en
una solucién de detergente comercial (2%). Posteriormente, éstas se desinfestaron mediante su
inmersion en las siguientes soluciones: etanol (70%, 1 min), hipoclorito de sodio (12%, 10 min) y
nuevamente etanol (70%, 1 min). Entre cada solucién, los fragmentos de raiz se enjuagaron
repetidamente con agua destilada estéril.

Una vez desinfestadas, las raices se colocaron en una caja Petri con agua destilada estéril (1
caja por muestra de raiz) para cortarlas en segmentos de ~1 cm y evitar su deshidratacion
durante el proceso. Con el fin de revisar la eficacia del proceso de esterilizacion superficial o
desinfestacion, cada segmento se presiond sobre medio PDA estéril y se retird para colocarlo
en el medio para el aislamiento. Se colocaron 4 segmentos de raiz en una caja con medio PDA
adicionado con antibiéticos (100 mg/L de tetraciclina y 50 mg/L estreptomicina) y se incubaron a
30°C por 2 semanas (Figura 3).

Figura 3. Procedimiento realizado para el aislamiento de hongos endofitos a partir de
segmentos de raiz en medio PDA con antibiéticos.

Diariamente, se realizaron observaciones y se registro el tiempo que tardé cada hongo en
crecer a partir de los segmentos de raiz. Cuando se observd crecimiento fungico, se tomo el
micelio y se realizé una resiembra por estria en medio PDA (1/4) con rosa de bengala (9.75 g
de PDA y | mL de RB) para limitar la tasa de crecimiento, lo que permitié asegurar el
aislamiento de los hongos. Una vez que se logro el aislamiento, los hongos se conservaron en
medio PDA a 4°C.
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8.4 Seleccion de cepas por pruebas de interaccion con D. viscosa

Para seleccionar las cepas fungicas que pueden interaccionar con D. viscosa, se utilizaron
semillas maduras de este arbusto recolectadas en los alrededores de un sitio contaminado con
residuos mineros en el estado de Guanajuato. Estas se secaron a temperatura ambiente y se
almacenaron en bolsas de papel hasta su utilizacion para la obtencion de plantulas. Para la
seleccion de cepas, primero se realizé una prueba cualitativa de interaccion. Las cepas que no
tuvieron un efecto negativo en el crecimiento de D. viscosa, fueron seleccionadas para llevar a
cabo una prueba cuantitativa sobre el crecimiento de la planta.

8.4.1 Obtencion de plantulas de D. viscosa

Para la obtencion de plantulas de D. viscosa, las semillas se escarificaron térmicamente con el
fin de acelerar su germinacion, para lo cual se sumergieron en agua destilada y se mantuvieron
a 75° C durante 3 min. Una vez escarificadas, las semillas se desinfestaron a través de su
lavado con detergente comercial (2%) durante 30 min., se enjuagaron hasta eliminar el detergente
y se colocaron en una solucion de etanol (70%) por 30 seg. Finalmente, se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial (12%) por 25 min. Las semillas se enjuagaron con
agua destilada estéril entre cada procedimiento. Las semillas escarificadas y desinfestadas se
sembraron en tubos de cultivo (Pyrex) (25 x 150 mm) con medio Murashige-Skoog (MS, Sigma),
sacarosa (10 g/L, Sigma) y Phytagel (2 g/L, Sigma) y se germinaron a 25°C en ausencia de luz.
Una vez germinadas, las semillas se colocan en una camara de crecimiento a 25°C, con un
fotoperiodo de 16 h, durante 15 dias mas.

8.4.2 Prueba cualitativa

Los tubos que contenian las plantulas de D. viscosa de 15 dias de edad se inocularon por
piquete con cada cepa aislada. Los tubos se colocaron en una camara de crecimiento a 25°C,
con un fotoperiodo de 16 h durante 30 dias mas. Como controles se usaron tubos de cultivo con
la planta sin inocular. Después de 30 dias de contacto planta-hongo, se seleccionaron las cepas
que no mostraron efectos adversos evidentes (mediante la inspeccién visual) sobre el
crecimiento vegetal (ej. Clorosis) o las que lo favorecieron. Con estas cepas seleccionadas, se
procedio a realizar las pruebas cuantitativas, asi como la identificacion morfolégica.

8.4.3 Prueba cuantitativa

Las pruebas cuantitativas se llevaron a cabo de la misma manera que las cualitativas, pero el
contacto planta-hongo se mantuvo durante 45 dias. Para determinar efectos significativos por la
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presencia del hongo, las pruebas cuantitativas se corrieron por triplicado. Al cabo del periodo de
incubacién se cuantificé la biomasa (base seca) y elongacién de tallos y raices por separado. La
biomasa de D. viscosa se determiné mediante el peso seco de tallos y raices; el tejido vegetal fue
retirado de los tubos con medio MS y después se separaron tallos y raices. Posteriormente
fueron lavados con agua destilada, se colocaron en papel filtro a peso constante, se pesaron las
muestras (peso inicial) y después se metieron a secar a una estufa a 60° C durante 48 h, luego
del secado las muestras se metieron a un desecador durante 2 h y finalmente se pesaron (peso
final). Como controles se usaron tubos de cultivo con la planta sin inocular.

8.5 Pruebas de tolerancia y acumulaciéon de Pb por cepas seleccionadas

Las pruebas de tolerancia a plomo se realizaron con cinco cepas fungicas seleccionadas por su
interaccion con D. viscosa. De estas cinco cepas, dos fueron aisladas de las raices de Acacia
spp. (AA-1, AB-2), una de las raices de Prosopis sp. (PR-1), una de Fraxinus sp. (FR-1) y una
de semillas de D. viscosa (DO-S). En la Tabla 2 se muestra una relaciéon de las claves
asignadas a las cepas seleccionadas.

Tabla 1. Géneros de arboles de donde se muestrearon raices y claves asignadas

Género de arbol Clave de las cepas
Acacia sp. (amarilla) AA-1
Acacia sp. (blanca) AB-2
Prosopis sp. PR-1
Fraxinus sp. FR-1
D. viscosa DO-S

8.5.1 Medio de cultivo

Las pruebas de tolerancia para cada cepa fungica se realizaron con medio Czapek modificado
(Tabla 2), adicionado con diferentes concentraciones de plomo (0, 500 y 1000 y 1500 mg/L) en
forma de Pb(NOs),. El contenido de nitrato aportado por el Pb(NO3), se igualé en todos los
medios con NaNO;. El medio fue suplementado con extracto de malta (2 g/L), el pH se ajusté a
5 con HNO; 0.5 My, como agente solidificante, se utilizé6 Phytagel (2.2 g/L).

El medio de cultivo se esterilizé (121°C, 15 min) y se vacio a cajas Petri estériles. Una vez que
el medio se enfri6 y solidificd, en cada caja se colocé una membrana de celofan estéril (que se
sumergieron en agua estéril, para facilitar su manejo), con el objeto de facilitar el desprendimiento
y recuperacién de la biomasa producida al final del periodo de cultivo. Cada caja de Petri se
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inoculé en el centro con un disco de micelio (5 mm) tomado de la periferia de una colonia
crecida en medio PDA. Los cultivos se incubaron a 30°C durante el periodo adecuado para
cada cepa. Cada concentracion de Pb se evalu6 por triplicado.

Tabla 2. Composicion del medio Czapek modificado, usado para las pruebas de tolerancia y
acumulacion de plomo por los hongos aislados.

Componente Concentracién (g/L)
C12H22011 30.0
NH4NO; 1.4

KH,PO, 0.5

MgSO, 1.0

KCI 0.5

Sol. Oligoelementos 2mL

8.5.2 Cuantificacion de la tolerancia y acumulacién de plomo

La tolerancia de cada cepa a la presencia de diferentes concentraciones de plomo se cuantificd
mediante la estimacion de la concentracion inhibitoria media (Clso)? y el indice de tolerancia (IT)
en cajas de Petri con medio Czapek modificado, adicionado con diferentes concentraciones de
Pb (0, 500 y 1000 y 1500 mg/L).

La Clsg se estimd en una curva dosis-respuesta como la concentracién de plomo en la cual, la
velocidad de crecimiento radial (VCR) disminuyé 50% con respecto al maximo valor obtenido
(Naumann et al. 2007). El IT se calculdé de acuerdo a la siguiente ecuacion, utilizando la VCR
como variable de respuesta (Li et al. 2011a):

VCR en medio + Pb
IT (%)= - x 100
VCR en medio - Pb

Un IT < 100 indica una disminucioén neta del crecimiento y sugiere estrés en el organismo, un IT
~100 indica que no hay efecto en el crecimiento por la presencia del metal. Un IT > 100% indica
una respuesta adaptativa a cierta concentracion de un contaminante, conocida como hormesis,
que induce un bajo nivel de estrés y activa mecanismos que mejoran la capacidad de la planta
para resistir condiciones mas severas de estrés (Audet y Charest, 2007).

El crecimiento radial se estimé tomando dos mediciones de la colonia cada 24 h; la VCR se
calculé como la pendiente durante la etapa de crecimiento lineal, normalmente cuatro o cinco
puntos de la curva. Para estimar la biomasa producida al final del periodo de incubacion, la

2 Concentracién de Pb en la cual, la produccién de biomasa y/o el crecimiento radial disminuye 50% con respecto al maximo
obtenido.

20



biomasa de cada caja se separ6 de la membrana de celofan, se lavé con una solucion de EDTA
(30 mM) durante 24 h a 30°C (150 rpm), para eliminar el Pb adsorbido. La biomasa de cada caja
se filtré (Whatman 42), se secé a 60°C durante 24 h y se registro el peso. Las muestras fueron
digeridas en el digestor de microondas con 5 mL de acido nitrico concentrado y 4 mL de agua
desionizada y el plomo acumulado se cuantificd por espectrometria de absorcién atomica (EAA).

8.6 Identificacion morfolégica de cepas aisladas

La identificacion de las cepas seleccionadas se llevd a cabo mediante observaciones
morfolégicas macro- y microscépicas con el uso de microcultivos (Larone, 1993), cuya
preparacion se describe a continuacion. Los microcultivos con los hongos aislados se realizaron
cortando cuadros de PDA de 1 cm de lado y 3 mm de espesor con un bisturi estéril. El cuadro
de PDA se coloco en un portaobjetos que se ubicd sobre una varilla de vidrio doblada en forma
de “V” en una caja de Petri de vidrio (previamente esterilizada) y papel filtro. Posteriormente, el
hongo se inoculd por piquete en cada uno de los extremos del cuadro de PDA y se cubrié con
un cubreobjetos ejerciendo una ligera presion.

Para mantener la humedad del medio se agregé agua destilada estéril. Las cajas se incubaron
a 30°C durante 24 y 48 horas, dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada cepa. Una
vez que se observo crecimiento sobre el medio, se realizaron las observaciones al microscopio
(PRO IMAGEN-PLUS) cada 12 h. Para la observacién al microscopio, se desprendio el
cubreobjetos del medio y se colocé en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol. La
preparacion se selld6 para su conservacion y posteriormente fueron observadas en un
microscopio 6ptico (OLIMPUS BX-53) con un aumento de 10X y 40X.

Para la identificacion macroscopica, cada hongo se inoculo por piquete en el centro de una caja
Petri con medio PDA. Una vez que se obtuvieron colonias de aproximadamente 5 cm se
procedié a su comparacion con respecto a la bibliografia (Barnett y Hunter, 1998).

8.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizd el paquete estadistico SAS. Para
determinar si existen diferencias entre tratamientos se utilizé una prueba de Duncan (a=0.05).
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9 RESULTADOS

9.1 Caracterizacion de suelosy raices del sitio de muestreo

Como se menciond, anteriormente para la obtencion de hongos enddfitos, se colectaron raices
de arbustos que crecian de forma abundante en un sitio contaminado con plomo en los
alrededores de la fundidora localizada en la colonia Avalos en la ciudad de Chihuahua (altitud:
1424 msnm). Ademas de las raices, obtenidas a una profundidad aproximada de 20 cm a partir
de la superficie, se colectaron muestras compuestas del suelo de la rizosfera de cada arbusto,
en un diametro de 20 cm alrededor de las raices. Las especies de arbustos mas abundantes en
la zona pertenecen a los géneros Prosopis (mezquite), Acacia (huizache) y Fraxinus (fresno).
Cabe mencionar que se muestrearon raices de un arbusto de cada género, con excepcion de
Acacia, del cual se muestrearon raices de dos especies diferentes, una con flores amarillas y
otra con flores blancas (Figura 4).

S

Prosopis sp.

Figura 4. Géneros de arbustos predominantes en los alrededores de la fundidora de la
colonia Avalos (Chihuahua). Las muestras de raices se obtuvieron de cada arbusto.

Las muestras de raices colectadas de cada arbusto se clasificaron como: AA (Acacia sp.
amarilla), AB (Acacia sp. blanca), PR (Prosopis sp.) y FR (Fraxinus sp.) (Tabla 1). Como parte
de la caracterizacion inicial de las raices de estos arbustos, asi como del suelo rizosféricos, se

22



determiné el contenido de plomo en ambas matrices (Tabla 3). El pH de las muestras de suelo
se encontré alrededor de 7.6.

Tabla 3. Claves de las muestras de raices, coordenadas geograficas y concentracion de
plomo inicial en raices y suelo de la rizésfera.

Pb total en suelo Pb en raices

Género Clave Coordenadas (mglkg PS)? (mglkg PS)
N 28° 36’ 52.5”
' AB W 106° 0’ 30 2" 10554.0 + 52.1 539.2
Acacia spp. N28° 36’ 50 8"
AA W 106° 0’ 32.8” 9121+ 171.2 197.6 + 37.2
. N 28° 36’ 51.8”
Prosopis sp. PR W 106° O’ 33.3" 10651.8 + 926.2 393.9+43.0
. N 28° 36’ 51.7”
Fraxinus sp. FR W 106° 0’ 33.1” 9360.3 + 762.0 307.2

? PS indica peso seco (60°C, 48 h).

De acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, que establece
criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por
arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo (VI), mercurio, niquel, plata, plomo, selenio, talio y/o
vanadio (DOF, 2007), la concentracion de referencia total de Pb para un suelo de uso agricola/
residencial es de 400 mg/kg y de 800 mg/kg para uso industrial. Para el caso de Pb soluble, la
concentracion de referencia es de 0.5 mg/L. Como puede verse (Tabla 3), en general, la
concentracion total de plomo en el suelo donde se muestrearon las raices superé 9000 mg/kg
de peso seco (PS), con una concentracion promedio de Pb soluble de 2.8 + 1.4 mg/L. En ambos
casos, las concentraciones de plomo superan los limites establecidos por la NOM-147, por lo
que el sitio de muestreo puede considerarse un sitio contaminado que deberia ser remediado.

En el caso de las raices, se encontré que la concentracion total de plomo oscil6 entre 198 y 540
mg/kg PS. La muestra de raiz en la que se encontré la mayor concentracion de plomo fue la
correspondiente a Acacia sp. blanca (AB), por lo que los hongos aislados de éstas podrian ser
mas tolerantes al metal. Debido a los altos niveles de plomo total en el sitio, puede decirse que
las especies de arbustos presentes en esa zona, son tolerantes a plomo. En general, hay una
clara correlacion entre las plantas que habitan lugares con altas concentraciones de elementos
toxicos y su capacidad para tolerarlos (Hildebrandt et al.1999). En principio, los géneros de
arbustos encontrados en este lugar podrian ser potencialmente utilizados con fines de
fitorremediacién o revegetacién de sitios contaminados con plomo, ya que son tolerantes a este
elemento en particular. Comunmente, para tal fin, se utilizan especies de comunidades
vegetales encontradas en el sitio contaminado (Kramer, 2005).
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9.2 Aislamiento de hongos enddfitos

De las muestras de raices colectadas, se aislo un total de 52 cepas de hongos filamentosos. De
estas, 4 se obtuvieron de las raices de Acacia sp. amarilla (AA) y 38 de la especie blanca (AB)
(Figura 5). Ocho cepas se aislaron de la raiz de Prosopis sp. (Figura 6), una de la raiz de Fraxinus
sp. (Figura 7a). Ademas de las cepas aisladas de las raices del sitio contaminado, se aisl6 una
cepa mas a partir de semillas de D. viscosa (Figura 7b).

ABA4

AB-8

AB6

Figura 5. Hongos filamentosos aislados de raices de Acacia spp. amarilla (AA) y blanca
(AB).
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PR-1 PR-2 PR-3

Figura 6. Hongos filamentosos aislados de raices de Prosopis sp. (PR).

Cada especie de planta tiene una comunidad de enddfitos, se calculan alrededor de 90 especies
en una hoja de un arbol tropical y mas de 50 géneros diferentes asociados con las raices de un
pasto de clima arido. La tasa de colonizacién varia de <1 a 41% en 2 mm? de una hoja de
arboles de ecosistemas boreales y articos, hasta 90% en hojas de arboles tropicales (Porras-
Alfaro y Bayman, 2011). En trabajos realizados por Li et al. (2011a) se logré aislar 495 hongos
enddfitos a partir de 690 segmentos de tallos y hojas de seis especies de plantas en un sitio
contaminado con Pb y Zn. Este grupo encontré que los tallos albergaban mas especies de
hongos enddfitos que las hojas, encontrando un grado de colonizacién significativamente mayor
(82%) en los tallos que en las hojas (47%).

Figura 7. Hongos aislados de raices de Fraxinus sp. (FR) (a) y de semillas de D. viscosa
(DO-S) (b).

Con base en lo anterior, es posible que el bajo numero de aislados obtenidos en nuestro
estudio, se deba al tipo de tejido muestreado. Ademas, muchas especies de hongos enddfitos
de raices no esporulan en cultivo (Porras-Alfaro y Bayman, 2011), por lo que una buena parte
de los enddfitos de los arbustos muestreados pudo no se cultivable.

Entre los microorganismos que se asocian con las plantas, se encuentran los rizosféricos, que
habitan sobre o alrededor de las raices (Doty, 2008). El papel de estos microorganismos en la
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fitorremediacién aun no se comprende del todo, pero se sabe que modifican la solubilidad,
movilidad y disponibilidad de metales en el suelo, afectando directamente su adsorcion y/o
exclusion por las plantas (Zhuang et al. 2007; Kidd et al. 2009). Los microorganismos pueden
afectar el éxito de la fitorremediacion de dos maneras: i) reduciendo la toxicidad de los metales
por la disminucion de la acumulacion en los tejidos aéreos de las plantas, o ii) mejorando el
crecimiento vegetal y/o acumulacion de metal por una disminucién en el estrés debido a la
toxicidad de los metales (Lebeau et al. 2008). El éxito de las asociaciones rizosféricas en la
recuperacion de los suelos contaminados depende de la combinacién planta-microbio-metal y es
influenciada por las condiciones particulares del suelo (Gohre y Paszkowski, 2006; Gadd, 2007).

Dentro de este tipo de microorganismos que interactuan con las plantas, tenemos a los
endéfitos. Algunos de éstos viven asintomaticamente dentro de tejidos vegetales sanos,
durante parte o todo su ciclo de vida (Gamboa-Gaitan, 2006). Estos se encuentran en todas las
plantas y constituyen un grupo diverso (Li et al. 2011a). Actualmente, los organismos enddfitos
han ganado gran importancia debido a las diversas actividades que desempefian en la rizésfera
y a su influencia en el desarrollo de las plantas y de otros microorganismos (Fuentes-Davila y
Ferrera-Cerrato, 2007). Los hongos endofitos establecen una asociacion con la planta, en la
cual, la planta le proporciona al hongo hospedaje, alimento y proteccion, mientras que el hongo
le confiere a la planta gran potencial adaptativo frente a condiciones abidticas adversas, a través
de una mejora en su crecimiento, un aumento en su tolerancia a la sequia y salinidad, al estrés
oxidativo y a la acidez, entre otros (Abello y Kelemu, 2006; Doty, 2008). No obstante, aunque hay
varios estudios que han demostrado una mejora en el crecimiento vegetal por efecto de hongos
enddfitos en suelos contaminados con metales, los estudios al respecto son escasos.

Asi, el aislamiento de hongos enddfitos abre amplias posibilidades para el estudio de
interacciones planta-endofito como una alternativa que ademas le confiere a las plantas mayor
resistencia a condiciones adversas (Abello y Kelemu, 2006).

9.3 Pruebas de interaccion planta-hongo

Con el propdsito de seleccionar las cepas que interaccionaron de manera positiva con la planta,
en primer lugar, se realizaron pruebas cualitativas en donde se observo el efecto de éstas sobre
el crecimiento y desarrollo de la planta. Después de 30 dias de contacto, se seleccionaron las
cepas que no afectaron de forma significativa o bien estimularon el desarrollo de la planta. En
una segunda etapa, las cepas seleccionadas, se inocularon en el medio donde crecia D.
viscosa (x3) con el fin de cuantificar el efecto de cada cepa sobre el crecimiento de la planta.
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9.3.1 Pruebas cualitativas

Para las pruebas cualitativas de interaccion entre plantulas de D. viscosa-hongo, se utilizaron
las 52 cepas aisladas. Durante los 30 dias de contacto planta-hongo, se comparé el crecimiento
de las plantas inoculadas con cada cepa con el crecimiento de plantas sin inocular (Figura 8).

Como puede verse en la figura 8, algunas de las cepas aisladas tuvieron un efecto positivo y
otras un efecto negativo sobre el crecimiento de la planta. La cepas que resultaron
fitopatdogenas para D. viscosa fueron descartadas. De las 52 cepas aisladas, se seleccionaron
cinco que no resultaron fitopatdégenas para la planta, con las cuales se llevaron a cabo pruebas
cuantitativas de interaccion. Se seleccioné una cepa de la raiz de Acacia sp. amarilla (AA-1),
una de la raiz de Acacia sp. blanca (AB-2), una de Prosopis sp. (PR-1) una de Fraxinus sp. (FR-
1) y una mas de semillas de D. viscosa (DO-S).

/

A
-

l\, i Y S " 4 < =

o -

Control AB-1 AB-2 AB:3 AB-4 AB-5 AB-6

Figura 8. Efecto de algunas cepas fungicas aisladas de raices de Acacia sp. blanca (AB)
sobre el crecimiento de D. viscosa, 30 dias después de la inoculacion. El control corresponde
a una plantula sin inocular.

9.3.2 Pruebas cuantitativas
Como se menciond, las pruebas cuantitativas se realizaron inoculando por triplicado cada cepa

seleccionada durante la etapa anterior en plantulas de D. viscosa de 15 dias (Figura 9).

Al final del periodo de cultivo (30 dias) se corrobord que las cinco cepas seleccionadas (AA-1,
AB-2, PR-1, FR-1 y DO-S) no afectaron, o bien, favorecieron significativamente el crecimiento
de D. viscosa, cuantificado a través de la elongacion y produccién de biomasa de tallos y raices
(Figuras 10 y 11), asi como de la formacién de hojas (Figura 12).
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Figura 9. Prueba cuantitativa de asociacion entre plantulas de D. viscosa y una cepa aislada
de la raiz de Acacia sp. blanca (AB-2) que no mostro signos de fitopatogenicidad después de
30 dias de contacto.

Como puede observarse (Figura 10), se encontré que la produccion de biomasa en raices y
tallos de D. viscosa, fue estimulada significativamente (mas de 2 y 3 veces, respectivamente)
con respecto a las plantas control por efecto de las cepas probadas AA-1y DO-S.
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Figura 10. Produccién de biomasa (base seca) de tallos y raices de D. viscosa por efecto de la
inoculacién con las diferentes cepas fungicas seleccionadas. Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes. Letras mayusculas y mindsculas indican un ANOVA
independiente para tallos y raices (prueba de Duncan, o = 0.05; n = 3).

Las cepas AB-2 y PR-1 no provocaron cambios significativos en la produccion de biomasa de la
planta, mientras que en las plantas inoculadas con la cepa FR-1 hubo una reduccién significativa
(33 y 46% menos peso en tallos y raices, respectivamente) en ambas variables con respecto a las
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plantas control. De acuerdo con Abello y Kelemu (2006), una de las ventajas que los hongos
enddfitos proporcionan a las plantas es justamente el estimulo en la produccion de biomasa en
las plantas con las que se asocian. En este tipo de relaciones planta — hongo, el hongo recibe
de la planta nutrientes y proteccién, mientras el hongo favorece el crecimiento de la planta,
reflejado en un aumento de la biomasa aérea y raices, el numero de brotes y la produccién de
semillas (Muller y Krauss; 2005). En cuanto la longitud de tallos y raices, en todos los casos se
registré una ligera disminucién con respecto al tratamiento control (Figura 11).

El hecho de que solamente cinco de los 52 hongos aislados causaron un efecto positivo o neutro
en el crecimiento de D. viscosa, podria atribuirse a que algunos enddfitos son especificos para
su huésped (Porras-Alfaro y Bayman, 2011). Es decir, solamente son benéficos y/o pueden
crecer especificamente con una especie de planta. No obstante, un estudio realizado por Rojas-
Loria (2010) sobre la interaccion de Lewia sp., un ascomiceto encontrado como enddfito de
Festuca arundinacea (Cruz-Hernandez, 2008), y D. viscosa, demostré una asociacion entre
ambas especies, observando el contacto entre las hifas de Lewia sp. y las células parenqui-
maticas de la raiz de la planta.

20
| Tallos ® Raices
A
15 - ]: A
T A
—_ A
E B, I o ABT
g 10 a )
E) d ab
5 b Syl Ak b
—
| _HIIII IIIIl
O I T T T 1
Control AA-1 DO-S AB-2 PR-1 FR-1

Cepa

Figura 11. Elongacion de tallos y raices de D. viscosa por efecto de la inoculaciéon con las
cepas fungicas seleccionadas. Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes. Letras mayusculas y minusculas indican un ANOVA independiente para tallos y
raices (prueba de Duncan, a = 0.05; n = 3).

Otra variable cuantificada como una medida del crecimiento, fue el nimero de hojas producidas
por las plantulas (Figura 12). Se encontré que la inoculacion de plantulas de D. viscosa con las
cepas AA-1 y DO-S no tuvo efecto significativo sobre la produccién de hojas. En contraste, las
cepas AB-2, PR-1 y FR-1 provocaron una disminucion significativa en dicha variable, encontrando
una reduccion de casi el doble con respecto a las plantas control.
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Figura 12. Produccion de hojas por efecto de diferentes cepas inoculadas en plantulas de D.
viscosa. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Duncan,
o =0.05;n=23).

En las interacciones entre plantas y microorganismos, la produccién de ciertas moléculas por
parte de ambos organismos son determinantes para la asociacién. Por ejemplo, las hojas, tallos y
raices de plantas de alfalfa son colonizados por diferentes hongos que producen diferentes tipos
de metabolitos secundarios (Porras-Alfaro y Bayman, 2011). Asimismo, metabolitos con actividad
antimicrobiana son de gran importancia para las defensas de las plantas (Diaz-Puentes, 2009).
Existen microorganismos de naturaleza saprofita o simbidtica que desempefian funciones
importantes en cuanto al crecimiento y nutricion vegetal; entre ellos, hay especies a las que se
le atribuyen propiedades como el estimulo de la absorcion de nutrientes por parte de las plantas
(Barea et al. 1984; Diederichs y Moawad, 1993). Un ejemplo de esto son los hongos
micorricicos arbusculares que, ademas de incrementar la biomasa vegetal influyen sobre la
proporcion en la cual se distribuye entre la parte aérea y las raices (Smith, 1980).

9.4 Toleranciay acumulacion de Pb por las cepas seleccionadas
9.4.1 ToleranciaaPb

La presencia de metales en un suelo puede ejercer efectos toxicos para los organismos que lo
habitan. Por tal razén, cuando un organismo entra en contacto con cualquier tipo de
contaminante, se activan mecanismos que le permiten tolerar su presencia. En cualquier caso,
la capacidad de un microorganismo o una planta para fitorremediar un suelo depende de su
tolerancia al contaminante en particular. Entre los microorganismos que interactuan con las
plantas, los hongos filamentosos destacan por su capacidad para sobrevivir, crecer y prosperar
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en lugares contaminados con metales a través de mecanismos que evitan el estrés y
contribuyen a la tolerancia (Bellion et al. 2006; Gadd, 2007).

La tolerancia en un organismo a la presencia de elementos toxicos, como el plomo, puede
estimarse a través de variables como la biomasa total, la tasa de crecimiento y, en el caso de
plantas ademas, la longitud de brotes y raices. De hecho, algunos iones metalicos en el entorno
de un organismo pueden actuar como un factor de estrés que causa cambios fisiolégicos o, en
casos extremos, una inhibicién completa del crecimiento (Baker, 1987). En el presente estudio,
se cuantificé la biomasa final producida (Tabla 4) y la VCR (Figuras 13 a 17) para cada cepa
seleccionada como variables para determinar la tolerancia a plomo.

Tabla 4. Biomasa final de las colonias de las cepas seleccionadas crecidas en medio Czapek
modificado adicionado con diferentes concentraciones de plomo, en un periodo de 5-20 dias.

Biomasa (mg PS)*

Pb (mg/L)
AA-1 DO-S AB-2 FR-1 PR-1
0 16.8+4.0° 87.7+1342 987+6.82 519+111° 599+57%
500 327+93°% 975+27.0° 634+82° 549+131° 524+14°
1000 308+1472 964+246° 616+39° 775+232 66.5+3.2°
1500 284+237°% 117.7+138° 646+01° 766+382 551+65°
Pr>F 0.3720 0.3306 0.0006 0.0118 0.0636

* Medias con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (Duncan, a = 0.05;
n = 3). En la ultima fila se muestra la significancia del ANOVA.

9.4.1.1 Produccion de biomasa

Una de las variables utilizadas para estimar la tolerancia de cada cepa a la presencia de Pb fue la
producciéon de biomasa. Al evaluar el efecto del Pb sobre la produccién de biomasa de la cepa
AA-1, se encontré que el metal estimul6 ligeramente su produccion con respecto al control y se
mantuvo sin diferencias significativas al aumentar la concentracion (Tabla 4). Para la cepa DO-S
no se encontraron cambios significativos en la produccion de biomasa por efecto de ninguna
concentracién de Pb probada. En la cepa AB-2 se observé una disminucion significativa en la
produccién de biomasa por efecto del Pb en todas las concentraciones probadas, aunque es
importante notar que la variable no cambié significativamente con el aumento de la concentracion
de Pb. En contraste con las cepas anteriores, la biomasa fue la variable mas sensible a la
presencia de Pb. En la cepa FR-1, la biomasa registré un incremento significativo en presencia
de 1000 y 1500 mg Pb/L. Esta respuesta podria atribuirse a que bajo una condicion de estrés,
en este caso el Pb, aunque la VCR disminuye la biomasa crece de manera mas densa,
registrandose un aumento. Para la cepa PR-1, aunque se registré una ligera disminucion en la
produccion de biomasa por efecto del Pb, las diferencias no fueron significativas.
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9.4.1.2 Velocidad de crecimiento radial (VCR)

La tolerancia se expresd en términos de la concentracion inhibitoria media (Clso), calculada a
partir de los datos obtenidos de la VCR (Tabla 5). La cepa AA-1 (Figura 13) no mostré diferencias
significativas en la VCR con respecto al control sin Pb cuando crecié con 500 mg Pb/L. Sin
embargo, al aumentar la concentracién de Pb en un rango de 1000 a 1500 mg/L, la variable
disminuy6 31.3 y 56.4% con respecto al control. Los resultados indican que para esta cepa, la
VCR es una variable mas sensible que la produccién de biomasa para estimar una Cls.
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Figura 13. Cinética de crecimiento radial (a) y velocidad de crecimiento radial (VCR) promedio
(b) para la cepa AA-1 en funcion de la concentracion inicial de plomo en el medio. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan, o = 0.05; n = 3).

Para la cepa DO-S, la VCR (Figura 14) se vio estimulada por la presencia de Pb en un rango de
0 a 1000 mg/L, mientras que con 1500 mg Pb/L, ésta disminuy6é casi 28% con respecto al
control. En este caso, la VCR también resulté ser la variable mas sensible a la presencia de Pb.

En la cepa AB-2, la concentracion de Pb no modifico significativamente la VCR con respecto al
control (Figura 15). En contraste con las cepas anteriores, para esta cepa la biomasa fue la

variable mas sensible a la presencia de Pb.
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Figura 14. Cinética de crecimiento radial (a) y velocidad de crecimiento radial (VCR) promedio
(b) para la cepa DO-S en funcién de la concentracion inicial de plomo en el medio. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan, o = 0.05; n = 3).
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Figura 15. Cinética de crecimiento radial (a) y velocidad de crecimiento radial (VCR) promedio
(b) para la cepa AB-2 en funcion de la concentracion inicial de plomo en el medio. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Duncan, a = 0.05; n = 3).

Como puede verse, las cepas FR-1 y PR-1 (Figuras 16 y 17) mostraron una mayor tasa de
crecimiento en comparacion con las anteriores, lo cual es una caracteristica genotipica
especifica de cada cepa. En el caso de FR-1, el Pb afectd significativamente la VCR,
encontrando un estimulo significativo (casi 27%) con 500 mg Pb/L y una disminucién de casi 30
unidades (~30%), con respecto al control, cuando crecié con 1500 mg Pb/L (Figura 16).
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Figura 16. Cinética de crecimiento radial (a) y velocidad de crecimiento radial (VCR) promedio
(b) para la cepa FR-1 en funcion de la concentracion inicial de plomo en el medio. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Duncan, o = 0.05; n = 3).

Para PR-1, de forma similar a la cepa AB-2, se registré una disminucién significativa en la VCR
por efecto del plomo en todas las concentraciones probadas. Pero dicha variable no disminuy6
significativamente al aumentar la concentracién del metal (Figura 17). Asi, nuevamente en este
caso, la VCR fue la variable mas sensible a la presencia de Pb.
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Figura 17. Cinética de crecimiento radial (a) y velocidad de crecimiento radial (VCR) promedio
(b) para la cepa PR-1 en funcién de la concentracion inicial de plomo en el medio. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Duncan, o = 0.05; n = 3).

Los resultados obtenidos, en general indican que de las dos variables elegidas para evaluar la
tolerancia a plomo por cada una de las cepas, la VCR representa una variable mas sensible a la
presencia del metal en el medio, por lo que se eligié esta variable para calcular la Cls.
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9.4.1.3 Concentracioén inhibitoria media (Cls)

Con base en los resultados anteriores, se estimo la Clsg para las cepas en estudio, utilizando la
VCR como variable de respuesta. En la Tabla 6 se presentan los valores de la Clsq calculados
con los datos promedio de la VCR en funcién de la concentracion de Pb.

Tabla 5. Concentracion inhibitoria media (C|50)1 e indices de tolerancia (IT)2 obtenidos en
funcién de la concentracion de Pb para cada cepa seleccionada.

IT (%)°

Cepa Clso (mg Pb/L)

500 mg Pb/L. 1000 mg Pb/L 1500 mg Pb/L
AA-1 1304 107.6 +10.9% 687+144° 436+106°
DO-S 1500 1157 +14.8% 1294 +16.6° 64.7+102°
AB-2 - 93.8+0.7% 109.8+18.4°% 123.0+254°
FR-1 1580 1269+87% 91.1+194° 705+12.4°
PR-1 1912 67.9+06° 713+43%® 621+72°

' La Cls, se estimé a partir de los datos de la velocidad de crecimiento radial (VCR).
2 El valor del IT en los controles sin Pb corresponde a 100%
® Medias con la misma letra por fila no son significativamente diferentes (Duncan, o = 0.05; n = 3).

Puede verse que las cepas mas tolerantes fueron AB-2, FR-1 y PR-1, ya que no alcanzaron una
Clso dentro del rango de concentraciones evaluadas en este estudio. Las cepas que mostraron
la menor tolerancia a Pb fueron AA-1 y DO-S. Esta respuesta en el caso de DO-S podria
atribuirse a que fue aislada a partir de semillas tomadas de arbustos maduros de D. viscosa que
se encontraban creciendo en los alrededores de un sitio contaminado con residuos mineros,
cuya concentracion de Pb se encontraba alrededor de 40.1 mg/kg (+ 10.2 mg Pb/kg). El resto
de los hongos se aisl6 de raices de arbustos que contenian concentraciones de Pb superiores a
200 mg/kg MS. Es posible que por tal motivo, la mayor parte de estas cepas sean mas
tolerantes que la aislada de la semilla de D. viscosa. Por ejemplo, el contenido de Pb en las
raices de donde se aislaron las cepas FR-1 y PR-1 era superior a 300 mg/kg MS.

De forma similar a nuestro estudio, Li et al. (2011a) probaron la tolerancia a Pb de 64 cepas de
hongos enddfitos aislados de hojas y tallos de seis plantas dominantes en un sitio contaminado
con residuos mineros con Pb (>2600 mg/kg) y Zn (>42000 mg/kg). De éstos, ~50% crecio bien
(IT > 50%) en presencia de Pb (1200 mg/L), mientras que el resto fue parcial o completamente
inhibido cuando crecieron en la misma concentracion de Pb, encontrando valores del 1T<40%.
Rojas-Loria (2009) también encontré un efecto negativo en la produccion de biomasa por el
hongo Lewia sp., un enddfito de Festuca arundinacea, por efecto de concentraciones crecientes
de plomo soluble (250 y 500 mg Pb/L), con respecto a controles sin plomo; sin embargo, el
hongo crecié aun en el medio con la mayor concentracion de plomo.
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El IT es una variable que consiste en determinar la presencia de ciertos contaminantes y
adaptaciones que tienen ciertos géneros de hongos para permanecer y crecer en sitios
altamente contaminados (Baker, 1987). En nuestro caso, solo la cepa AA-1 alcanzé un IT de
44% cuando crecié con una concentracion de 1500 mg Pb/L. Para el resto de las cepas
crecidas con 1500 mg Pb/L se obtuvo un IT > 60. Las diferencias observadas sobre la produccién
de biomasa por efecto del plomo entre las cepas en estudio, puede atribuirse a diferencias entre
sus mecanismos de tolerancia al metal. Entre éstos, hay mecanismos que reducen la entrada de
metales a la célula por quelacion extracelular con ligandos excretados y la unidon con
componentes de la pared celular. Otro mecanismo es la quelacion intracelular en el citosol por
diversos ligandos como el glutation y las metalotioneinas, o el aumento en el transporte hacia
fuera de las células o hacia compartimentos que no intervienen en las funciones celulares
vitales. Otro mecanismo intracelular importante es la capacidad de eliminacién de especies
reactivas de oxigeno mediante la accion de enzimas o produccion de moléculas antioxidantes
como el glutation (Gadd, 1993; Bellion et al. 2006).

Los resultados obtenidos indican que algunos hongos que habitan de manera natural dentro de
los tejidos de plantas que crecen en sitios contaminados pueden tener una mayor capacidad de
adaptacion a la presencia de elementos toxicos, debido a que sus mecanismos de tolerancia
deben trabajar de constantemente para mitigar el estrés provocado por la presencia del metal. De
hecho, hongos aislados que colonizan tejidos vegetales con diferentes concentraciones de
elementos toxicos, pueden tener diferente tolerancia a dichos elementos (Li et al. 2011a). Con
base en lo anterior, la inoculacidn de estas cepas adaptadas al estrés por Pb podria ser
benéfica para la fitorremediacion de suelos contaminados.

9.4.2 Acumulacion de Pb

La biomasa obtenida de las pruebas de tolerancia se utilizé para cuantificar la capacidad de
acumulacion de Pb por cada cepa (Tabla 6), encontrandose que dicha capacidad dependié de
la concentracion inicial del metal en el medio. PR-1 fue la cepa que tuvo la menor capacidad
para acumular Pb, mientras que en AA-1 se registro la mayor concentracién de Pb en biomasa,
alcanzando hasta ~10 mg Pb/g MS cuando se cultivé en presencia de 1000 mg Pb/L.

Esta diferentes respuesta en la acumulacion de Pb entre las cepas estudiadas, puede atribuirse
justamente a diferencias entre sus mecanismos de tolerancia. Los hongos pueden tolerar la
presencia de elementos téxicos debido a la accion de mecanismos activos o pasivos, que evitan
el estrés, modifican en su toxicidad y contribuyen a la tolerancia. Entre los principales procesos
directamente relacionados con la detoxificacion de elementos toxicos por hongos, se encuentran:
intercambio idnico, quelacion, adsorcion, cristalizacion, cambio de valencia, precipitacién intra- y
extracelular y captacion activa. De manera general, estos procesos se dividen en mecanismos de

36



exclusiéon y mecanismos de inclusiéon o acumulacién (Bellion et al. 2006; Gohre y Paszkowski,
2006; Gadd, 2007). Los mecanismos de exclusién evitan o regulan la entrada de elementos
téxicos a la célula, lo cual ocurre a través de: (i) formacion de complejos en el medio externo o
en la pared celular; (ii) precipitacién extracelular en forma de minerales por la excreciéon de
metabolitos como acidos organicos; (iii) inmovilizacion extracelular por la adsorcion en la pared
celular por componentes como quitina y melanina; (iv) alteracién de transportadores de la
membrana que controlan la concentraciéon de los metales en el citosol (Hall, 2002; Bellion et al.
2006; Gohre y Paszkowski, 2006; Gadd, 2007). Los mecanismos de acumulacion reducen el
efecto toxico de iones metalicos dentro de la célula; éstos se activan cuando los iones llegan a la
membrana celular y ocurren por procesos como: (i) secuestro intracelular en compartimentos
donde no se afecten procesos vitales; (ii) detoxificacidn por formacion de complejos con
moléculas ricas en grupos tidlicos (-SH) como el glutatién; (iii) biotransformacion mediante
reacciones que modifican la oxidacion del metal, disminuyendo su toxicidad (Gadd, 2007; Singh
et al. 2003; Sharma y Dietz, 2008).

Tabla 6. Capacidad de acumulacién de Pb en funcién de la concentracion inicial del metal en
el medio por las cepas en estudio.

Pb Pb en biomasa (mg/kg MS)*
(mg/L) AA-1 DO-S AB-2 FR-1 PR-1
0 132+14.7° 11.8+4.4° 45+31° 206+6.3° 28+09°

500 4331.4+907.4° 2446+51.6° 1585+749° 170.0+161.0° 50.3+22°
1000 10581.0 +542.2° 528.3+16.7° 84.0+106° 562.0+19.2° 626+7.1°
1500  4433.9+911.3° 2345+523° 565+25°  857.2+27.3° 62.8+23°
Pr>F <0.0001 0.0024 0.0090 <0.0001 <0.0001

* Medias con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (Duncan, o = 0.05;
n = 3). En la ultima fila se muestra la significancia del ANOVA.

Asi, con base en lo anterior, es posible que las cepas mas tolerantes (AB-2, FR-1y PR-1) y que
fueron las que acumularon menor cantidad de Pb en su biomasa posean mecanismos de
exclusion para tolerar la presencia de altas concentraciones de Pb, mientras que la cepa que
presentdé mayor acumulacién (AA-1), podria presentar cierta tolerancia a la presencia del metal
por accion de mecanismos intracelulares. Cabe destacar que esta cepa resulté mas sensible
con respecto al resto de las cepas aisladas de raices, probablemente debido a que los efectos
téxicos del metal podrian estar rebasando la capacidad de mecanismos intracelulares de
detoxificacion. Por las razones anteriores, resulta de gran importancia continuar investigando en
este tema, con el fin de aumentar el conocimiento relativo a los mecanismos de tolerancia y
exclusion en este tipo de hongos.
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9.5 Identificacion morfoldégica de cepas seleccionadas

Las cepas seleccionadas fueron identificadas con base en sus caracteristicas morfoldgicas
macro- y microscoépicas. Para la identificacion microscopica, se realizaron microcultivos y se
compararon las caracteristicas microscépicas de cada cepa seleccionada con las reportadas
para otros hongos en la bibliografia (Barnett y Hunter, 1998).

La cepa AA-1 (Figura 18) aislada de la raiz de Acacia sp. amarilla, presentd colonias blancas
aterciopeladas en medio PDA a 30°C las cuales, con el tiempo de incubacién, se cubrieron de
esporas con aspecto pulverulento de color verde. Entre las caracteristicas microscopicas, se
observaron hifas septadas hialinas y conidias redondas agrupadas en largas cadenas. Con
base en sus caracteristicas macro- y microscoépicas, esta cepa puede pertenecer al género
Penicillium. Existen trabajos (Paknikar et al. 1999; Ahluwalia, 2007) que reportan a P.
chrysogenum como un hongo con alta capacidad para la adsorcion de metales como Pb, Zn,
Cd, Cr, Cu y Ni. Por su alta capacidad de biosorcion, P. chrysogenum se considera una especie
con potencial para su uso con fines de remediacion (Ahluwalia, 2007).

Figura 18. Caracteristicas morfoldgicas de la cepa AA-1 (arriba), aislada de raices de Acacia
sp. amarilla. Se observa la morfologia colonial en medio PDA (a) y la morfologia
microscopica de hifas (b) y conidias (¢, d). En la parte inferior de la Figura, se muestran
imagenes de la morfologia colonial (e) y microscépica (f, g) de Penicillium chrysogenum
usadas como referencia para la identificacion de la cepa.
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La cepa DO-S (Figura 19) aislada de semillas de D. viscosa es una cepa de lento crecimiento a
30°C, con colonias de color verde olivo con aspecto rugoso aterciopelado, la parte inferior de la
colonia es de color café a marrén oscuro. La cepa presentd las siguientes caracteristicas
microscopicas: hifas septadas oscuras con ramificaciones en donde se observan fialides con
conidias globosas agrupadas en racimos.
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Figura 19. Caracteristicas morfolégicas de la cepa DO-S (arriba), aislada de semillas de D.
viscosa. Se observa la morfologia colonial en medio PDA (a) y la morfologia microscépica de
hifas y estructuras reproductoras (b, ¢). En la parte inferior de la Figura se muestra la
morfologia colonial de Phialocephala sp. (e) y la morfologia microscépica de P. urceolata (f)
y P. fortinii (g), usadas como referencia para la identificacion de la cepa.

Esta cepa muestra caracteristicas muy parecidas al género Phialocephala. Wang et al., (2009)
describieron a P. urceolata, una especie estrechamente relacionada con otras especies de
Phialocephala reconocidas como hongos endodfitos septados oscuros (DSE, por sus siglas en
inglés) de raices de plantas vasculares (P. fortinii y P. sphaeroides) y como hongos que se
asocian con 6rganos como tallos y hojas de plantas lefiosas (P. compacta y P. dimorphospora)
De forma similar a la cepa DO-S, P. urceolata presenta una lenta tasa de crecimiento y produce
halos con coloracién roja o café que se atribuyen a la produccion de polifenol oxidasa. El hecho
de que esta cepa se aislé de semillas de D. viscosa desinfestadas de acuerdo al protocolo
descrito (Seccidn 6.4.1), indica que se trata de un hongo enddfito de dicha planta. A la fecha, aun
se conoce poco acerca de los hongos DSE, pero varios estudios han demostrado su impacto
positivo en el crecimiento y supervivencia de las plantas hospederas. Ademas, su prevalencia en
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habitats extremos (Likar y Regvar, 2009). De hecho, en el presente estudio se demostro el efecto
benéfico de esta cepa sobre el crecimiento de D. viscosa. Los DSE pertenecen a la division
Ascomycota, son hongos anamoérficos que se caracterizan por colonizar tejidos de raices intra- e
intercelularmente. Pueden establecer asociaciones con plantas, que van desde el parasitismo al
mutualismo y mejoran la captacién de nutrientes como P y N (Jumpponen, 2008).

A la fecha, hay estudios que demuestran la aplicacion de algunos géneros de DSE para la
remediacion de sitios contaminados. Por ejemplo, Li et al. (2011b) inocularon el DSE Exophiala
pisciphila en raices de maiz (Zea mays L.), encontrando que el hongo colonizé las raices y
formo estructuras tipicas de este tipo de hongos. La colonizacion por E. pisciphila mejoré la
tolerancia de la planta a altas concentraciones de metales (Pb, Zn y Cd) por la restriccion de su
translocacion a la parte aérea y promovio el crecimiento de raices y tallos. Likar y Regvar (2009)
estudiaron las comunidades de hongos endofitos en raices de Salix caprea en un sitio
contaminado con metales. Este grupo encontré una gran diversidad de DSE, principalmente de
los géneros Phialophora, Phialocephala y Leptodontidium, en las ubicaciones con mayor
concentracién de metales, por lo que se sugiere que este grupo de hongos mejora la tolerancia
a altas concentraciones de metales en S. caprea.

La cepa AB-2 (Figura 20), aislada de raices de Acacia sp. blanca, es una cepa de crecimiento
rapido a 30°C, con colonias de textura aterciopelada inicialmente blancas que se tornan de
color café-grisaceo con el tiempo, posteriormente adquiere una coloracion mas obscura con
orilla de color gris claro. Como parte de las caracteristicas microscépicas, la cepa presenta hifas
septadas oscuras de color café oscuro y conidias grandes con cuatro tabiques, ovaladas con
puntas redondeadas y color marrén.

Con base en las observaciones macro- y microscopicas, es probable que la cepa AB-2
pertenezca al género Bipolaris. Este género produce grandes conidias multicelulares de color
oscuro, producidas a través de poros en la pared de los conidiéforos (poroconidias). Estas solo
germinan por los polos (bipolar) y pueden tener forma fusoide a cilindrica, con ambos extremos
redondeados (Ulloa y Herrera, 1994). El género Bipolaris contiene alrededor de 45 especies, de
las cuales, muchas son parasitos de plantas tropicales y sub-tropicales. Asimismo, se reporta que
algunas especies tienen cierto nivel de fitopatogenicidad para gramineas (Winder y Van Dike,
1990). También se han reportado que especies como B. australiensis, B. hawaiiensis y B.
specifera son patégenas para humanos®. Debido al parecido de la cepa AB-2 con B. australiensis
y/o B. specifera y, dado que ambas especies son patdgenas, esta cepa sera descartada para
estudios posteriores hasta confirmar su especie por técnicas moleculares.

3 htto://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal _Descriptions/Hyphomycetes_(dematiaceous)/Bipolaris|.
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Figura 20. Caracteristicas morfolégicas de la cepa AB-2 (arriba), aislada de raices de Acacia
sp. blanca. Se observa la morfologia colonial en medio PDA (a) y la morfologia microscopica
de hifas (b) y macroconidias (c, d). En la parte inferior de la Figura se muestran imagenes de
la morfologia colonial y microscépica (e, f) de Bipolaris australiensis usadas como referencia
para la identificacion de la cepa.

La cepa FR-1 (Figura 21), aislada de raices de Fraxinus sp., es una cepa de crecimiento relativa-
mente lento en PDA a 30°C, con colonias de textura aterciopelada con una tonalidad inicialmente
amarilla que progresivamente se torna verdosa y de aspecto arenoso. Entre las caracteristicas
microscopicas, la cepa presenta hifas septadas hialinas y estructuras reproductoras asexuales
tipicas del género Aspergillus, con fialides y conidiéforos monoverticiliados. Después de ~10 dias
de incubacion, el hongo forma estructuras reproductoras sexuales, observandose la presencia de
cleistotecios, células “htille” y ascosporas, caracteristicas del género Emericella.

El género Emericella que pertenece a la division Ascomycota, es la forma sexual o teleomorfo
de Aspergillus. Este género produce ascosporas en un cleistotecio, que es un cuerpo fructifero
(ascoma) completamente cerrado, generalmente esférico o globoso que varia en color y textura.
Macroscépicamente, las colonias generalmente tienen textura aterciopelada y su color puede
variar e incluir verde, amarillo, gris y beige. Emericella es un género muy comun en regiones
tropicales y subtropicales, y comunmente puede aislarse del suelo, plantas, material vegetal y
algunos alimentos®*. Por ejemplo, Jiang et al. (2008) evaluaron el efecto de hongos asociados
con Acacia auriculaeformis (Trichoderma sp. y Aspergillus sp.) sobre el crecimiento de Brassica
juncea en un suelo contaminado con Cd y Ni. Este grupo encontré que el crecimiento de plantas

4 http://microfungi.truman.edw/index.php

41



inoculadas con Aspergillus mejoré con respecto a plantas sin inocular y que la inoculacion
mejoro los factores de translocacion y bioacumulacion de metales. De hecho, se ha demostrado
que hongos de los géneros Trichoderma y Aspergillus tienen potencial para mejorar la
fitorremediacién de suelos contaminados con metales (Deng et al. 2011).

Figura 21. Caracteristicas morfoldgicas de la cepa FR-1 (arriba), aislada de raices de Fraxinus
sp. Morfologia colonial en medio PDA (a), morfologia microscopica de conidiéforos (b),
cleistotecio y células “hiille” (¢) y ascosporas (d), caracteristicas del género Emericella. En la
parte inferior se muestran las imagenes de referencia para la identificacion: morfologia colonial
(e), conidiéforo (f), células “hiille” (g) y ascosporas (h) de Emericella sp.

La cepa PR-1 (Figura 22), aislada de raices de Prosopis sp., es una cepa de crecimiento muy
rapido a 30°C en medio PDA, que produce colonias blancas de aspecto algodonoso con
abundante crecimiento aéreo. En cuanto a sus caracteristicas microscépicas, se observaron hifas
hialinas cenociticas con vesiculas que con el tiempo de incubacion se cubrieron de esporangiolos
esféricos. En cultivos de aproximadamente 12 dias se observaron rizoides.

Las caracteristicas morfoldgicas macro- y microscépicas observadas en PR-1, sugieren que
puede tratarse del género Cunninghamella, un hongo filamentoso de la divisibn Zygomycota.
Este género se caracteriza por la formacion de colonias algodonosas blancas a grises de rapido
crecimiento®. Tiene hifas gruesas sin septos (cenociticas) o escasamente septadas, los esporan-
gioforos son largos y terminan en vesiculas globosas o esféricas con denticulos, cuya superficie

S http://labmed.ucsf.edu/education/residency/fung_morph/fungal_site/zyqompage.htm/
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se cubre completamente con esporangiolos redondos u ovalados que contienen una sola
espora con paredes suaves o ligeramente equinuladas. Pueden también encontrarse presentes
zigosporas y rizoides®. Las especies de Cunninghamella habitan suelos principalmente en
regiones subtropicales y mediterraneas. El género contiene siete especies conocidas, de las
cuales C. bertholletiae es la Gnica conocida como patégena de animales y humanos’.

1 Lo
Esporangicforos

Rizoide

Vesicula con
esporangiolos

Figura 22. Caracteristicas morfolégicas de la cepa PR-1 (arriba), aislada de raices de
Prosopis sp. Morfologia colonial en medio PDA a los 5 dias de incubacion a 30°C (a); hifas
cenociticas con vesiculas en un cultivo de 24 h (b); esporgangiéforos en un cultivo de 48 h
(c, d); rizoide en un cultivo de 12 dias (e). En la parte inferior se muestran las imagenes de
referencia para la identificacion: colonia de Cunninghamella sp. (48 h) (f), vesiculas (g),
esporangioforos con esporangiolos (h) y rizoide (i) de Rhizopus sp.

A la fecha, existen muy pocos reportes de este género como enddfito de plantas. Sin embargo,
Fang et al. (2009) aislaron una cepa del género Cunninghamella, enddfita de Atractylodes lancea.
Deng et al. (2011) aislaron un hongo enddfito de raices de Brassica chinensis del género Mucor,
un zigomiceto, al igual que Cunninghamella. Esta cepa de Mucor sp. fue tolerante a Pb y Cd y
presenté una maxima capacidad de biosorcién de ~88 mg Pb/g MS y ~55 mg Cd/g MS, por lo que
se concluye que podria usarse para descontaminar medios que contienen dichos metales. De
Oliveira-Franco et al. (2004) encontraron una alta capacidad de biosorcion de metales como Cu,
Pb y Fe presentes en aguas residuales por biomasa de C. elegans. Méndez de Souza et al.,

8 http://zyqomycetes.orq/
7 http://www.doctorfungus.org/thefungi/
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(2005) también reportan que cepas de C. elegans aisladas de sedimentos de manglar mostraron
una alta capacidad de biosorcién de Cu mediante la precipitacion intracelular por polifosfatos.

En los ultimos afios, las interacciones entre metales, microorganismos y plantas han llamado la
atencion debido al potencial biotecnolégico de los microorganismos para remover metales
directamente de medios contaminados y a su posible accion sobre la mejora del crecimiento de
plantas en sitios contaminados. Como los microorganismos endofitos de plantas que acumulan
metales pueden soportar altas concentraciones de ciertos elementos toxicos, las plantas que
crecen en sitios contaminados con metales pueden albergar varios tipos de hongos enddfitos
con potencial para biorremediacién. No obstante, tales potenciales aun no han sido bien
explorados con fines de fitorremediacién, pero esta demostrado que los hongos poseen una gran
capacidad para inmovilizar metales téxicos a través de: (i) la formacion de oxalatos metélicos
insolubles; (ii) la biosorcién o la quelacion en polimeros tipo melanina (Deng et al. 2011).

Asi, el uso de hongos que pueden asociarse con plantas fitorremediadoras, ademas de mejorar
el crecimiento vegetal, puede tener una serie de ventajas para las mismas, principalmente a
través de la reduccion del estrés que causa la presencia de elementos téxicos en el suelo. Con
base en lo anterior, es de gran importancia continuar el aislamiento y el estudio de este tipo de
hongos con fines de fitorremediacion.
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10 CONCLUSIONES

>

Se aislaron 52 cepas de hongos endéfitos a partir de raices de arbustos de los géneros
Acacia, Prosopis, Fraxinus que crecian en un sitio contaminado con plomo, ademas de un
hongo enddfito septado oscuro a partir de semillas de Dodonaea viscosa.

De los 53 aislados, se seleccionaron cinco cepas que interaccionaron con D. viscosa bajo
condiciones in vitro, encontrando que dos de ellas (AA-1 y DO-S) estimularon significativa-
mente (>100%) la produccion de biomasa de raices y tallos de la planta.

En general, las cepas aisladas de raices que contenian plomo resultaron mas tolerantes al
metal que la cepa aislada de semillas de D. viscosa (DO-S). La tolerancia, evaluada como
la Clsg en el rango de concentraciones estudiado (0-1500 mg Pb/L), se encontré en el
siguiente orden para las cepas seleccionadas: AB-2 > PR-1 > FR-1 > DO-S > AA-1.

Con base en las caracteristicas morfologicas de las cepas seleccionadas, se sugiere que
AB-2 pertenece al género Bipolaris, PR-1 a Cunninghamella, FR-1 a Emericella, DO-S a
Phialocephala y AA-1 al género Penicillium.

Una vez que se demuestre la no patogenicidad de las cepas aisladas y de mas estudios
sobre su tolerancia a metales téxicos, AB-2, FR-1 y PR-1 podrian aplicarse para estudios
de fitorremediacion, debido a su tolerancia a concentraciones elevadas de plomo.
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