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Resumen

Se investigd la interaccion entre dos hongos endofitos septados oscuros, procedentes de
residuos mineros contaminados con metales pesados, y Nicotiana tabacum (tabaco) como
modelo vegetal. El objetivo fue evaluar el efecto de los hongos Alternaria alternata y
Colletotrichum spp. en el crecimiento de las plantas en presencia de cadmio, un contaminante
frecuente en residuos mineros y suelos. Se puso en marcha una metodologia de desinfeccion
de semillas, germinacién, siembra e inoculacion flngica de las plantulas de tabaco. Se
llevaron a cabo analisis de raices, hipocotilos y biomasa total para evaluar el crecimiento
vegetal y la colonizacion fungica en un periodo de 30 dias, en medio Murashige & Skoog, a
temperatura ambiente y fotoperiodo natural. Los resultados revelaron que A. alternata
demostré ser un patdgeno letal para las plantas de tabaco desde el momento de la
germinacion. En contraste, Colletotrichum spp. mostr6 un efecto beneficioso, al promover un
mayor crecimiento radicular, el més elevado nimero de pelos radiculares y una aparente
mejora en la salud vegetal. Aun cuando los resultados no fueron estadisticamente
significativos, Colletotrichum manifestd un efecto protector en las plantas con respecto al
cadmio a diferencia de las plantas no inoculadas y en presencia del metal. Los resultados, por
tanto, apuntan hacia el potencial beneficioso de Colletotrichum spp. en la promocion del
crecimiento vegetal, y en situaciones de estrés por metales pesados. El estudio resalta la
importancia de investigar las interacciones planta-hongo para comprender mejor su papel en
el crecimiento vegetal y en posibles estrategias de fitorremediacion.

1. Introduccion

La rizosfera es la porcion del suelo que esta en contacto e influencia directa con las raices de
las plantas. Es un ambiente particular en la biosfera donde se resguarda una elevada
diversidad microbiana, fundamental para la salud de las plantas. Los sistemas radicales de las
plantas se encuentran en interaccion constante con los diversos organismos que habitan la
rizosfera (bacterias, hongos, protozoos, virus, nematodos y artropodos). En particular, se
reconoce como fundamental la accién conjunta existente entre las plantas, las bacterias y los
hongos (Wezowicz et al. 2017). Estas interacciones pueden ser beneficiosas para las plantas
de manera directa al otorgarles mejoras en la captacion de nutrimentos, acceso a hormonas
estimuladoras del crecimiento y aumento de la permeabilidad de la raiz, 0 de manera
indirecta gracias a la modificacion de las condiciones bioquimicas del suelo, la captura de
compuestos toxicos y el aumento de la capacidad de resistencia a infecciones patdégenas
mediante el principio de exclusion competitiva (Ochoa et al. 2010). Diferentes grupos
fangicos habitan en la rizosfera. A pesar de la reconocida importancia y marcado estudio de
los hongos micorrizico arbusculares, existen pocos trabajos que describen las relaciones
existentes entre los hongos endofitos septados oscuros y los sistemas radicales que colonizan,
tanto en condiciones naturales como bajo condiciones de laboratorio.

En una revision reciente, Jumpponen y Trappe (2008), definieron a los hongos endofitos
septados oscuros (ESO) como ascomicetos estériles o con conidios que colonizan las raices
de plantas vivas sin causar efectos negativos aparentes. Sin embargo, es un grupo fuangico
poco definido que se utiliza siempre que exista melanizacion y presencia de hifas septadas
que colonizan las raices, ya sea intercelular o intracelularmente. Los hongos ESO se




encuentran presentes en todas latitudes y altitudes en el mundo, aunque son mas abundantes
en sustratos con baja disponibilidad de nutrimentos, en climas &ridos y semiaridos.

Los estudios experimentales sugieren que los hongos ESO pueden actuar como patdgenos
latentes, pues se puede estimular un cambio del mutualismo al parasitismo y viceversa en
funcion del estado ontogenético, fisioldgico y genotipico del hospedero, asi como de la
disponibilidad de materia organica, nutrimentos organicos y  condiciones
ambientales/experimentales (Fesel y Zuccaro 2016). Cuando son mutualistas, los ESO acttan
de manera similar a los hongos micorrizicos; los hongos se benefician al obtener
carbohidratos de los hospedadores y éstos, a su vez, se benefician con un crecimiento
mejorado y una adquisicion de nutrimentos mas eficiente, pero las estructuras fangicas
formadas por los ESO son diferentes a las observadas en las micorrizas tipicas (Jumpponen
2001).

Este fendbmeno de variabilidad en la estrategia empleada por los hongos ESO se conoce como
el continuo mutualismo-parasitismo (Johnson et al. 1997), y podria tener un papel importante
como estrategia de fitorremediacion en entornos perturbados o contaminados.

2. Planteamiento del problema

La actividad minera en México ha llevado consigo la liberacion de metales pesados en el
entorno, generando una preocupante contaminacién que afecta rios, lagos, cultivos agricolas,
suelos, aire y diversos ecosistemas. Esta problematica ambiental ha sido objeto de estudios, y
se ha identificado la presencia de metales pesados en diferentes matrices ambientales
(Covarrubias y Pefia 2016). La persistencia de esta contaminacion requiere enfoques
innovadores para su mitigacion, y es en este contexto que surge la posibilidad de explorar el
papel potencial de los hongos endofitos septados oscuros (ESO) como agentes de
estabilizacion o movilizacidon de metales pesados.

Se tiene conocimiento de que algunas interacciones hongo/planta aumentan la capacidad del
sistema radical para incorporar metales pesados a las raices de las plantas (fitoacumulacién) o
a los brotes y frutos (fitoextraccién) (Covarrubias y Pefia 2016). Por tanto, la presente
investigacion busca abordar esta brecha de conocimiento al evaluar el potencial de algunos
hongos ESO como agentes que beneficien el desarrollo de plantas en suelos contaminados
con metales pesados en condiciones de laboratorio. Este enfoque no solo contribuird con la
comprension de las interacciones entre los hongos ESO y los sistemas radicales, sino que
también explorard su posible aplicacion en estrategias de fitorremediacion en entornos
afectados por la contaminacion derivada de la actividad minera en México.

3. Antecedentes

3.1 Suelo

El término suelo deriva del latin solum, y significa piso. Desde el punto de vista de la
geologia, puede definirse como la capa mas superficial y no consolidada de la litosfera. El
suelo se forma debido a la accion conjunta de procesos de meteorizacion quimica y fisica
sobre la roca madre, de origen metamérfico, igneo o sedimentario, y suele contener materia
organica en proceso de descomposicion en pequefias cantidades (Navarro y Navarro 2003).




En el suelo se desarrollan constantemente, total o parcialmente, los ciclos biogeoquimicos del
agua, carbono, oxigeno, nitrégeno, fésforo y muchos oligoelementos (Doménech 2000).
Desde un punto de vista ecologico, el suelo es un ecosistema dinamico en el que se presentan
una gran cantidad de nichos; esto permite el establecimiento de comunidades de muchos taxa
con demandas metabdlicas muy diferentes. La comunidad microbiana participa fuertemente
en los procesos de mineralizacion de la materia orgénica, modifica la textura del suelo y la
disponibilidad de nutrimentos para las plantas. Esto significa que la red tréfica en los suelos
esta constituida en gran medida por microorganismos (Haferburg y Kothe 2007).

Los suelos contienen la totalidad de metales y metaloides de la tabla periddica en mayor o
menor cantidad; las concentraciones de dichos metales pueden ser divididas en, a) la fraccion
total (que es la totalidad de las formas quimicas de un elemento presente), y b) la fraccion
disponible (que se encuentra en alguna forma molecular que las plantas pueden utilizar)
(Alloway 2013). Los metales y metaloides suelen agruparse en tres grupos:

e Metales esenciales (Na, Ca, K, Mn, Mg, V, Fe, Cu, Co, Mo, Ni, Zn y W): tienen un papel
bioldgico reconocido, sus iones se vuelven toxicos si la concentracion aumenta.

e Metales toxicos (Ag, Sn, Cd, Au, Ti, Hg, Pb, Al, y los metaloides Ge, Sb, As y Se): no
tienen ningun rol bioldgico y pueden interferir en procesos celulares, pues se unen con
mayor afinidad a los grupos tiol y sitios de union de oxigeno de los metales esenciales, asi
la toxicidad resulta de alteraciones en la estructura de los &cidos nucleicos y proteinas, y
por la interferencia con la fosforilacion oxidativa y el balance osmético.

e No esenciales (Rb, Sr, Cs 'y T): no tienen ningdn rol biolégico definido y no son tdxicos
(Lima et al. 2018).

Entre los metales tdxicos, el cadmio esta presente en tecnosoles como resultado de la
extraccion minera, lo que representa un riesgo potencial para la salud de los ecosistemas.
Asimismo, frecuentemente los fertilizantes fosfatados contienen ciertas cantidades de Cd que
tienden a contribuir con la contaminacion del sistema edafico.

El cadmio (Cd) es un metal no esencial presente en todos los suelos, la forma biodisponible
es el cation divalente Cd?* que encuentra en un intervalo normal de 01.-1.0 mg/kg. El Cd
puede afectar las funciones del ecosistema a niveles traza debido a su alta toxicidad
persistente, es decir, su tiempo de residencia excede las décadas y la biodisponibilidad no se
reduce a largo plazo. La captacion de Cd en las plantas no esta regulada por limites
fisiologicos, por lo que un aumento en su concentracion en el suelo provocara un aumento
casi proporcional en la absorcion de Cd en tejidos vegetales. No obstante, con idénticas
concentraciones totales de Cd, la acumulacion en distintas especies de plantas puede variar
ampliamente, por lo que las concentraciones totales de Cd en suelo son un indicador pobre de
los posibles riesgos de toxicidad (Smolders y Mertens 2013).

La quimica del suelo, asi como la fisiologia vegetal repercuten directamente en la
biodisponibilidad del Cd. El paradigma general de la absorcion de metales del suelo es que
las raices absorben los elementos a través de los poros, por lo que la concentracion de
elementos disueltos afecta la tasa de absorcion. Esto sugiere que la biodisponibilidad de Cd
aumenta a medida que Kgq (constante de disociacion) decrece, por ejemplo, cuando el pH baja.
De esto resulta que el gradiente de concentracion de Cd en la rizosfera sea dependiente del
balance entre la absorcion de iones y el reabastecimiento por la absorcion de agua (Kobayashi
et al. 2015).




En un sentido ecoldgico, las concentraciones de Cd presentes en el suelo y su microbiota
pueden entrar en la red trofica a través de los productores primarios y secundarios, y
dispersarse gracias a los depredadores. Esto tiene un efecto importante en la salud de los
grandes vertebrados, principalmente aves y mamiferos, debido a que la larga vida media del
Cd dentro de la biomasa animal conduce a un incremento gradual de dicho elemento,
denominado magnificacion. Esto provoca alteraciones a nivel enzimatico, renal, respiratorio
y digestivo que conducen al desarrollo de patologias o la muerte, aunque la dinamica se
encuentra poco estudiada debido a la complejidad metodoldgica que plantea (Smolders y
Mertens 2013).

3.2 Interacciones multitroficas en la rizosfera

La rizosfera es la region del suelo que se encuentra bajo influencia directa y en contacto con
las raices de las plantas. Esta area puede extenderse desde algunos cuantos centimetros hasta
metros de profundidad y, en sitios con vegetacion abundante y diversa, como los bosques,
puede tener kildmetros de extension. La diversidad de microorganismos en esta zona es muy
grande; 1 g de suelo puede contener entre 5,000 y 10,000 especies, de las cuales 1,200
corresponden a hongos cultivables; el largo total de las hifas varia considerablemente debido
al tipo de suelo y se ha estimado que puede ser tan extenso como 66,900 m en 1 g de suelo
seco. Debido al alto nimero de especies y la cantidad de biomasa microbiana en volimenes
tan pequefios de suelo, son frecuentes las interacciones multitréficas entre bacterias, hongos,
la microfauna y las plantas (Sieber y Granig 2006). Las plantas producen y exudan a través
de las raices una gran variedad de compuestos quimicos incluyendo azucares, aminoacidos,
acidos grasos, enzimas, reguladores del crecimiento vegetal y metabolitos secundarios,
ademas de agua. Estos exudados, junto con la materia muerta vegetal, proveen una
importante fuente de carbono para la biota heterotrofica del suelo. La actividad microbiana en
la rizosfera determina el patrén de crecimiento radical y la disponibilidad de recursos de las
plantas, lo que modifica a su vez la cantidad y calidad de los exudados radicales (LOpez-Raez
y Pozo 2013).

3.3 Hongos endofitos septados oscuros

En 1991, Stoyke y Currah implementaron el form taxon endofito septado oscuro (ESO) para
hongos que se encuentran total o parcialmente melanizados y que forman estructuras dentro
del tejido saludable de las raices. El taxon ESO sirve primariamente para diferenciar esos
hongos de los enddfitos con hifas hialinas septadas y de hongos con hifas hialinas
escasamente septadas; ambas formas son propias de los hongos micorrizico arbusculares
(Sieber y Grunig 2006). La mayoria de las especies de ESO son Ascomycetes y el orden mas
comun corresponde a los Pleosporales. Las relaciones simbioticas que mantienen con sus
hospederos van desde el parasitismo hasta el mutualismo. En este Gltimo caso tienen una gran
importancia para el desarrollo de las plantas, pues de manera similar a los hongos
micorrizicos, pueden promover la adquisicion de nutrimentos por parte de las plantas y
estimular su crecimiento. Ademas, los ESO pueden inducir la inmovilizacion de metales
pesados en la superficie de tejidos vivos a través de grupos de enlaces quimicos en la pared
celular, o por la formacion de complejos entre los metales pesados y compuestos organicos
de bajo peso molecular exudados en la rizosfera (Khan et al. 2017).




A pesar de que las interacciones multitréficas en la rizosfera se han estudiado ampliamente,
existen escasos trabajos sobre el efecto que una Unica especie o un complejo de ESO, en
ausencia de otros microorganismos, tiene sobre el desarrollo de una planta en presencia de
Cd. A continuacién, se hace una breve revision sobre los géneros fangicos de interés en este
trabajo de investigacion, y su actividad en presencia de metales pesados.

3.3.1 Alternaria spp.

Geénero cosmopolita que comprende mas de 100 especies, muchas de las cuales pueden
infectar diversos tejidos vegetales y actuar como patégenos. Por ejemplo, Alternaria sp.
ejercié un efecto negativo sobre la germinacion de semillas de Brassica napus, debido a la
produccién de micotoxinas especificas y a que el hongo infectd principalmente el
revestimiento de la semilla y esporuld en el hilio, lo que disminuyé la germinacion exitosa y
permitio que la infeccion afectara también las plantas jovenes (Tufail et al. 2020).

Al margen del comportamiento parasitario, otras especies de Alternaria son saproéfitas o
mutualistas. Se ha reportado tolerancia de algunas especies hacia altas concentraciones de
metales pesados; Alternaria sp. CBSF68 tolera de 50-1,400 mg/kg de Cu*?, Pb*?2, Ag*?y Hg*?
(Verma et al. 2016), y puede producir acido indol-3-acético y sideroforos (Yanan et al. 2017)
que son moléculas estimuladoras del crecimiento vegetal. Se ha estudiado, por tanto, el
potencial uso de algunos miembros del género en procesos de bio y fitorremediacion en agua
y suelos contaminados por metales pesados (Tatah et al. 2016).

3.3.2 Colletotrichum spp.

La taxonomia de este género es complicada ya que existe variacion en el nombre de acuerdo
con su estado sexual: Colletotrichum se refiere al estado asexual (anamorfo) de Glomerella
(teleomorfo), que pertenece al Phyllum Ascomycota, clase Hypocreomycetidae (Réblova et
al. 2011). En 2012 los miembros de la Subcomision Internacional de Taxonomia de
Colletotrichum (ISTC) apoyaron el uso del término Colletotrichum sobre el de Glomerella
debido a su amplio uso dentro de la literatura especializada (Damm et al. 2010; Zhang et al.
2013).

Este género se caracteriza por tener mas de 100 especies fitopatogenas, entre las que destacan
C. gloeosporioides, C. magna, C. truncatum, C. graminicola, y C. boninense, todas causantes
de enfermedades como cancer, pudricion y antracnosis, enfermedad que afecta a casi todos
los cultivos vegetales destinados a la produccién de alimentos, fibras y forrajes. Las pérdidas
en la produccidn por antracnosis pueden llegar al 100% (Landero-Valenzuela et al. 2016)

A pesar de que Colletotrichum estd reconocido como género fundamentalmente patogeno,
recientemente se ha demostrado el potencial de algunas especies en la biorremediacion de
metales pesados y en el control de enfermedades causadas por hongos. Entre dichas especies
se encuentra una mutante no patogénica de Colletotrichum magna, que ha sido usada para
combatir la antracnosis causada por su variedad silvestre (Redman et al. 1999). Una especie
con potencial para biorremediacion de metales pesados es C. gloeosporioides, que aparte de
ser la especie mas reportada segun el numero de hospedadores en México (Rojo-Baez et al.
2017), presenta una importante tolerancia a la presencia de Cd y una alta tasa de
bioacumulacion (12.83 mg/g) del metal en presencia de 400 mg/kg (Deka et al. 2021).




3.4 Preguntas de investigacion

De lo anterior presentado se derivan las siguientes preguntas de investigacion a responder en
este proyecto: a) ¢(Qué efecto tiene la contaminacion por metales pesados en la relacion
hongo/planta?, b) (Coémo contribuyen los hongos endofitos septados oscuros con el desarrollo
vegetal?, y ¢) ¢ Tienen los hongos endéfitos septados oscuros potencial en la fitorremediacion
de metales pesados?

4. Objetivo general

Evaluar in vitro el efecto del cadmio en la interaccion entre hongos endofitos septados
oscuros procedentes de residuos mineros contaminados con metales pesados, y Nicotiana
tabacum

4.1 Objetivos especificos

1. Examinar la interaccion entre miembros de los géneros fungicos Alternaria y
Colletotrichum, y la raiz de Nicotiana tabacum, mediante un analisis micromorfoldgico, y
determinar el nivel de colonizacién

2. Describir el efecto de la colonizacion de los hongos en el desarrollo de la raiz y tejidos
aéreos de Nicotiana tabacum

3. ldentificar algunos efectos fisiolégicos en las plantas derivados de la interaccion con los
hongos

5. Metodologia

5.1 Origen de los aislados fungicos y planta modelo

Los aislados fungicos de ESO empleados en este estudio proceden del Cepario del
Laboratorio de Micologia de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco,
recolectados durante un trabajo previo (Solis-Hernandez et al. 2024, en preparacion) en
residuos mineros depositados a cielo abierto, en el sitio denominado Jal Viejo, en
Vetagrande, Zacatecas (22°50°27" N, 102°33°14" W). Los hongos fueron aislados del interior
de las raices de las plantas Asphodelus fistulosus y Reseda luteola, establecidas naturalmente
en los residuos. Por su ciclo de vida corto y por su facilidad de manipulacion se utilizé un
genotipo silvestre de tabaco (Nicotiana tabacum) como planta modelo en las interacciones
planta-hongo en estudios in vitro.

5.2 Resiembra y seleccién de fenotipos

Los aislados fangicos de Alternaria alternata y Colletotrichum resguardados en el cepario
fueron evaluados bajo microscopio para constatar las caracteristicas micromorfoldgicas. Se
realizaron resiembras en medio papa-dextrosa-agar (PDA) hasta obtener caracteristicas macro
morfoldgicas que representaran de manera homogénea la morfologia colonial. Esto se logrd
después de la sexta generacion de resiembras.

5.3 Cadmio y medio de cultivo

Durante la preparacién estandar del medio Murashige & Skoog (MS), especifico para plantas,
la concentracion de Cd biodisponible reportada por Flores-Torres et al. (2021), 6.6 mg/kg Cd,
se adicioné al medio de cultivo en forma de cloruro de cadmio. Al considerar el peso




molecular del cloruro de cadmio y la densidad del sustrato, se agregaron 13.41 mg de CdCl;
en un litro del medio MS para conseguir la concentracion de 6.6 mg/kg de Cd.

5.4 Desinfeccion de semillas

Previo al lanzamiento final del experimento se realiz6 un ensayo de desinfeccion. Para ello se
empled la metodologia propuesta por Cortazar-Murillo et al. (2023). La siembra se realizd
inicialmente en agar-agua para permitir la germinacion, posteriormente se trasplantaron las
plantulas en placas petri con medio MS y se inocularon con los hongos ESO. Las cajas se
sometieron a un fotoperiodo natural durante 15 dias, a temperatura ambiente. Del ensayo se
concluyé que la desinfeccion de las semillas no fue dptima ya que numerosas cajas
presentaron contaminacion flngica y bacteriana. Incluso, en algunos testigos con semillas
sembradas sin desinfectar, la presencia de contaminantes fue menor que en las sometidas a
desinfeccion. El porcentaje de germinacion de las semillas fue bajo y después del trasplante a
medio MS algunas plantulas detuvieron su crecimiento que puede ser atribuido a dafio
mecénico sobre la radicula durante el trasplante. De lo anterior se desprendi6 descartar el
trasplante de agar-agua a medio MS en el experimento  final.

Dado el resultado, se efectué un segundo ensayo de desinfeccion y germinacion de semillas
siguiendo otro protocolo. Debido a su efectividad, esta segunda metodologia se adoptd
durante el experimento final y se detalla a continuacion.

Se esterilizaron viales de vidrio de 30 ml vacios y viales con agua destilada. Las semillas de
tabaco se depositaron en un vial con agua destilada estéril durante 10 min para hidratarlas;
con una jeringa se retird el agua y se agrego etanol absoluto; el vial se mantuvo en agitacion
durante 1 min, posteriormente se retir6 el etanol y se enjuagd con agua destilada estéril dos
veces mas. Finalmente, se agregd hipoclorito de sodio al 13% y se agitd vigorosamente
durante 7 min; al término, se realiz6 un Gltimo doble enjuague con agua destilada estéril.

5.5 Siembra e inoculacién
La siembra de semillas se realizd por duplicado en cada caja con medio MS, bajo los
siguientes tratamientos:

Nicotiana tabacum + Alternaria alternata + Cd (Nt+Aa+Cd)
Nicotiana tabacum + Alternaria alternata (Nt+Aa)
Nicotiana tabacum + Colletotrichum sp. + Cd (Nt+Co+Cd)
Nicotiana tabacum + Colletotrichum sp. (Nt+Co)

Testigo: Nicotiana tabacum + Cd (Nt+Cd)

Testigo: Nicotiana tabacum (Nt)

ogakrwdE

Cada hongo fue inoculado por separado en dos puntos de inoculacion por caja, a medio
centimetro de las semillas, el mismo dia que éstas fueron depositadas. Cada tratamiento tuvo
ocho réplicas, A-H. Despues de la siembra e inoculacion fungica, todas las cajas se
sometieron a fotoperiodo natural a temperatura ambiente (22-26°C) durante 30 dias. La
disposicion de las cajas entre si, y con respecto a la fuente de luz natural se muestra en la
figura 1.




Tratamiento Réplicas
Nt+Cd A B C D E F G H
Nt+Co 5 A B C D EF G H
Nt+Aa i A B C D E F G H
Nt E A B C D E F G H
Nt+Aa+Cd A B C D E F G H
Nt+Co+Cd A B C D EF G H

Figura 1. Disposicion espacial de los tratamientos y de sus réplicas respecto a la fuente
natural de luz.

5.6 Anélisis del desarrollo de las plantas
Cada semana se hicieron observaciones y se realizd el registro del avance de las semillas a
través de las siguientes etapas de desarrollo:

Semilla

Germinacion

Presencia de cotiledones
Aparicion de hojas verdaderas
Muerte

g E

Las observaciones se registraron en una matriz similar a la figura 1. Con el paquete
estadistico SPSS se realiz6 un grafico de lineas multiples que muestra el transito de los
tratamientos entre las distintas etapas de desarrollo a lo largo del tiempo. También se realizd
una tabla de frecuencias con los resultados de la Gltima revision.

5.6.1 Colonizacién radical y crecimiento vegetal
Los parametros de crecimiento vegetal evaluados fueron:

Porcentaje de germinacion
Longitud de hipocotilo en ym

e Longitud de raiz principal en ym
Numero de pelos radicales
Peso total de la planta en g

Para las longitudes se tomaron fotografias de las raices vistas bajo el microscopio
estereoscdpico junto a una reglilla graduada en milimetros. Posteriormente, se emple6 el
software libre imageJ version 1.54d para estimar la longitud de las raices y del hipocotilo, asi
como el nimero de pelos radicales.

Se analizaron al microscopio estereoscépico y al microscopio compuesto las raices de las
plantas despues de 30 dias de crecimiento para evaluar la colonizacion por hongos ESO.
Debido a la fragilidad de las raices y su minusculo tamafo, estas fueron inicialmente
observadas al microscopio estereoscopico, posteriormente fueron clareadas con KOH al 10%
por 5 min a 120°C. Se tifieron con azul de tripano a temperatura ambiente durante 4 dias. Se
colocaron segmentos de raiz o raices enteras en un portaobjetos con glicerol para la
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observacion e identificacion de las estructuras fungicas: hifas septadas, y eventualmente
microesclerocios y conidios.

5.7 Tratamiento estadistico

Para la recopilacion, limpieza, andlisis descriptivo y visualizacion de los datos se empleé el
software SPSS.

6. Actividades realizadas
Durante el desarrollo del proyecto se realizaron las siguientes actividades:

Revision bibliografica, seleccién de marco tedrico y metodoldgico

Redaccion, revision y correccion del protocolo de investigacion

Visita y reconocimiento del sitio con residuos mineros en el estado de Zacatecas
Revision morfoldgica macro y microscépica de los cultivos madre de hongos ESO
Resiembra y seleccién de cultivos

Preparacion de cultivos fungicos para ensayos y experimento

Limpieza y desinfeccion de semillas, método 1

Ensayo de germinacion de tabaco en Medio Murashige y agar agua

Ensayo de inoculacion de hongos ESO en Medio Murashige con semillas de tabaco
Limpieza y desinfeccion de semillas, método 2

Siembra de semillas de tabaco en medio MS

Inoculacion de las cajas con semillas de tabaco con hongos ESO

Desarrollo del experimento

Gréficas, tablas y anélisis de estas

Elaboracion del informe final

7. Metas alcanzadas

Se examino la interaccion entre hongos ESO y un modelo vegetal

Se estandarizé una metodologia de desinfeccidn y siembra de semillas

Se estandariz6 una metodologia de inoculacion fangica

Se detectaron estilos de vida necrotréficos y mutualistas de los aislados fungicos

8. Resultados

8.1 Desarrollo de las plantulas

El desarrollo global de las semillas (Figura 2) muestra que el tratamiento Nt+Co+Cd fue el
que presentd los mejores resultados debido a que, con excepcion de una, todas las unidades
experimentales formaron hojas verdaderas (Tabla 1), seguido por el tratamiento Nt+Cd, con 4
unidades experimentales con hojas verdaderas y 4 con cotiledones. En tercer lugar, en el
tratamiento Nt+Co, 4 plantas presentaron hojas verdaderas, pero solamente se presento una
planta con cotiledones, mientras que 3 no germinaron (Tabla 1). En el testigo Nt solamente
tres semillas germinaron, de las cuales 2 desarrollaron hojas verdaderas y una se mantuvo en
etapa de cotiledones (Tabla 1). Finalmente, aunque algunas semillas germinaron en presencia
de A. alternata, el crecimiento vegetal no continué en ninguno de los dos tratamientos
inoculados con el hongo.
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Desarrollo de los tratamientos en el tiempo

Tratamiento

= Nt+hat+Cd
~—Ni+ha
— Nt+Co+Cd
—Nt+Co
Wt+Cd
— Nt

Hojas verdaderas

Cotiledones

Germine

Semila

Muerte

30-ago- 05-sep- 07-sep- 11-sep- 19-sep- 25-sep- 29-sep-
23 23 23 23 23 23 23

Figura 2. Desarrollo de las plantas de tabaco sometidas a los diferentes tratamientos a través del
tiempo.

Tabla 1. Estado final de las semillas de tabaco sometidas a cada uno de los tratamientos

Muerte
Hojas por

Tratamientos Semilla Germiné Cotiledones verdaderas Alternaria
1. Nt+Aa+Cd 0 0 0 0 8
2. Nt+Aa 0 0 0 0 8
3. Nt+Co+Cd 1 0 0 7 0
4, Nt+Co 3 0 1 4 0
5. Nt+Cd 0 0 4 4 0
6. Nt 5 0 1 2 0

8.2 Crecimiento vegetal

8.2.1 Germinacion

Los valores de germinacion se presentan en la figura 3. El testigo sin cadmio, Nt, presentd el
porcentaje mas bajo de germinacion con un 37.5%, mientras que el tratamiento Nt+Cd
destaco con un 100% de germinacion. Los tratamientos restantes mantuvieron niveles del
62.5 al 87.5%.

Durante las primeras semanas de crecimiento, en los dos tratamientos inoculados con A.
alternata, se present6 un desarrollo acelerado del micelio y las placas fueron colonizadas por
completo. Aunque el micelio no logré una alta densidad, esto fue suficiente para que el
crecimiento de las pocas semillas que germinaron se detuviera por completo y murieran. La
muerte del 100% de estas unidades experimentales descartd este aislado de A. alternata como
apto para posibles trabajos en fitorremediacion, al menos bajo las condiciones estudiadas, e
hizo imposible continuar con el analisis estadistico para estos dos tratamientos.
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Porcentaje de germinacion por tratamiento

100.0

%

MNi+Aa+Cd MNt+ha Mi+Co+Cd Ni+Co N+Cd It

Figura 3. Porcentaje de germinacién de semillas de tabaco por tratamiento

8.2.2 Raiz e hipocotilo
8.2.2.1 Valores numéricos

Las tablas 2 y 3 muestran las métricas para los parametros vegetales. Los dos tratamientos
inoculados con Colletotrichum destacaron sobre los dos testigos en variables distintas; en
presencia del hongo y cadmio, Nt+Co+Cd, se observaron la media mas alta (2,828 um) y el
valor maximo (6,215 pm) de longitud de la raiz, asi como la media (2.5 mg) y el valor
méaximo (5 mg) de la masa fresca total vegetal. El tratamiento Nt+Co, que se desarroll6 en
ausencia de Cd destacé por los valores de media (6,071 pum,) y méaximo (10,543 um) de
longitud del hipocétilo, y de ndmero de pelos radicales con 124 en su valor maximo.
Contrariamente, los dos grupos testigo presentaron casi todos los valores minimos en los
parametros evaluados. En su conjunto, al comparar los dos tratamientos inoculados con el
hongo con los no inoculados, estos datos demuestran que Colletotrichum tuvo un efecto
positivo en la germinacion y en el desarrollo de las plantas de tabaco segln la longitud del
hipocétilo y de la raiz, el nimero de pelos radiculares y la biomasa vegetal. Por otro lado, hay
que resaltar que las plantas de tabaco en presencia de Cd, mostraron un efecto protector
gracias a Colletotrichum; esta proteccién se reflejé particularmente en una mayor longitud de
las raices y en una biomasa vegetal mas elevada en el tratamiento Nt+Co+Cd en contraste
con el tratamiento Nt+Cd.

Tabla 2. Valores de nimero de semillas germinadas, longitud de hipocétilo y longitud de raices de las
plantas de tabaco al final del experimento.

Tratamientos Germinacion (#) Hipocotilo (um) Raiz (um)
No Si Media Méximo Minimo Intervalo DE Media Maximo Minimo Intervalo DE
3. Nt+Co+Cd 5855.86 8281 2464 5817 2512.17 2827.86 6215 1042 5173 1899.73

1 7

2 6 6071.5 10543 490 10053 3941.04 2657.25 3327 2399 928 447.6
0 8 2281.63 4744 983 3761 1329.97 681.88 1707 196 1511  534.96
5 3 2246.25 3057 1548 1509 619.46 770.33 1366 354 1012 529.3
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Tabla 3. Numero de pelos radiculares y peso de las plantas al final del experimento.

Tratamientos Pelo radicular (nimero) Masa (mg)
Media Maximo Minimo Intervalo DE Media Maximo Minimo Intervalo DE
3. Nt+Co+Cd 28.43 68 4 64 22.1 285 5 1 4 1.4
0 38.25 124 0 124 58.21 11 18 0.1 1.7 0.7
d 2 3 1 2 141 0.5 0.9 0.1 0.8 0.3
1 2 0 2 1 0.3 0.5 0.2 0.3 0.2

8.2.2.2 Microfotografias y fotografias al microscopio estereoscépico

Las unidades experimentales inoculadas con A. alternata presentaron, como se ha dicho, una
mortalidad del 100%. Las imégenes de las raices revelan un desarrollo limitado, apenas
perceptible a simple vista. Al microscopio estereoscopico es notable la red de hifas que
envolvieron las semillas de N. tabacum; no se observaron estructuras de invasion secundaria
en las raices como apresorios (Figura 4, Tla, T1b, T2a, T2b).

Los grupos inoculados con Colletotrichum presentaron un desarrollo radicular notablemente
superior a los otros tratamientos (Figura 4, T3a y T4a). Las imagenes evidencian raices mas
grandes, un hipocotilo mas extenso y un mayor nimero de pelos radicales, aunque la forma
ramificada de las raices sugiere un desvio del desarrollo estandar de las raices (Pasternak et
al., 2017). El color de los cotiledones y hojas verdaderas en los tratamientos Nt+Co+Cd y
Nt+Co refleja una mayor integridad metabolica y actividad fotosintética, posiblemente
relacionada con una mayor captacion de nutrientes debido al desarrollo radicular superior.
Las microfotografias de estos grupos no revelaron mas que en una ocasion (Fig 4, T4b) la
presencia de estructuras, hifas, dentro las raices. Lo anterior puede atribuirse a que la
metodologia aplicada fue un poco agresiva y destruy6 el material flngico presente dentro de
las raices. Paralelamente, las estructuras celulares vegetales conservaron su integridad.

Los grupos testigo crecieron pobremente, sin desarrollo completo de raices, cotiledones con
pocos pigmentos fotosintéticos, hojas verdaderas minusculas y en general un aspecto
desnutrido. En estos elementos no se detectd una diferencia significativa entre la presencia y
ausencia de Cd.
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Figura 4. Microfotografias y fotografias estereoscopicas de plantas de tabaco bajo los diferentes
tratamientos. Se observan semillas y plantulas (arriba) y su correspondiente raiz al microscopio
compuesto (abajo). Tla (Nt+Aa+Cd), T2a (Nt+Aa+Cd): semillas con micelio de A. alternata; T3a
(Nt+Aa), T4a (Nt+Co+Cd): inoculacidn con Colletotrichum donde se aprecian los pelos radicales y la
ramificacion de la raiz; T5a (Nt+Co), T6a (Nt): plantulas de los grupos testigo donde se aprecia
desarrollo radicular escaso y poca actividad fotosintética.

9. Discusioén

El presente trabajo permiti6 estandarizar una metodologia in vitro para evaluar el impacto de
dos hongos endofitos septados oscuros en plantas de tabaco como modelo experimental,
sometidas a estrés por Cd. Ambos hongos, Alternaria alternata y Colletotrichum, fueron
previamente aislados del interior de las raices de plantas establecidas en residuos mineros
contaminados con Cd (6.6 mg/kg de Cd) por lo que, en principio, son tolerantes a esas
condiciones de toxicidad.

El aislado de A. alternata demostro ser un patdgeno de N. tabacum, por lo menos bajo estas
condiciones experimentales, considerando que apenas permitié la formacién de la radicula y
enseguida tuvo un crecimiento invasivo con una profusa red micelial que impidi6 el
desarrollo de la plantula. Diversos trabajos han reportado un caracter fitopatégeno de esta
especie. Por ejemplo, Dalinova et al. (2020) mencionan que A. alternata se caracteriza por la
produccidn de fitotoxinas especificas y no especificas (fitotoxinas AK, AF y ACT) durante el
proceso de infeccion. Estas fitotoxinas no necesariamente facilitan el proceso de infeccion,
5sino que constituyen una estrategia competitiva por el sustrato contra otros micro y
macroorganismos. Entre los compuestos fitotoxicos producidos por A. alternata, el acido
alternarico se ha relacionado con la aparicidn de estados necrotroficos en plantas de tabaco
(Langsdorf et al. 1990). El carécter fitopatégeno mediado por la produccion de fitotoxinas y
enzimas hidroliticas se ha reportado incluso en cepas que se encontraban en estados de vida
endofitos sin causar sintomas (Castaldi et al. 2023; Shrestha et al. 2000). En semillas de
tabaco se ha demostrado que A. alternata presenta un estilo de vida necrotréfico que puede
repercutir de manera significativa en el cultivo de esta especie vegetal (Ishizuka et al. 2018).

Con relaciéon a Colletotrichum spp., en contraste, no se aprecié un crecimiento micelial
externo sobre la placa de cultivo, sino que el hongo favorecid6 mas bien el crecimiento
vegetal. Esto se reflejé en una alta proporcion de germinacion de las semillas, en la longitud
méaxima del hipocotilo y de la la raiz, en el mayor nimero de pelos radiculares y en una alta
produccién de biomasa vegetal. Trabajos previos han reportado el efecto positivo de este
hongo en el crecimiento de multiples especies vegetales y su uso potencial en la industria
agricola (De Silva et al. 2017; Diaz-Gonzalez et al. 2020; Hiruma et al. 2023; Redman et al.
2001; Rodriguez y Redman. 2008), que puede atribuirse, por ejemplo, a una mejora en la
captacién de fosforo (Diaz-Gonzalez et al. 2020), y en la liberacion de fitohormonas y de
metabolitos fungicos que estimulan el crecimiento vegetal (De Silva et al. 2017; Hiruma et al.
2016; Redman et al. 2001). Sin embargo, debido al periodo de experimentacion de 30 dias, es
probable que mas adelante haya continuado un efecto de estimulacion del crecimiento
vegetal, o el hongo podria haber pasado de un estado hemibiotr6fico a la necrotrofia (De
Silva et al. 2017).

Es notable mencionar que en los estudios donde se han realizado inoculaciones de multiples

especies vegetales en paralelo, se ha evidenciado que la misma cepa de Colletotrichum puede

presentar distintos comportamientos que oscilan entre estilos de vida mutualistas,

comensalistas y patogenos. Al respecto, la hipotesis mas aceptada es que el comportamiento
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del hongo depende de la genética del hospedero (Redman et al. 2001), pero se ha identificado
también un metabolismo secundario flngico responsable en la transicion entre estilos de vida
patogenos y mutualistas durante el crecimiento de las plantas (Hiruma et al. 2023). Es decir,
aun es desconocido el mecanismo o los mecanismos que regulan la plasticidad fungica que
presentan las especies del género Colletotrichum.

En relacion con la presencia de Cd, aunque que no existieron diferencias significativas entre
los tratamientos, Colletotrichum spp. ejercio un efecto de proteccion en las plantas de tabaco.
Esta proteccion se reflejo particularmente en una mayor longitud de las raices y en una
biomasa vegetal mas elevada en el tratamiento Nt+Co+Cd en contraste con el tratamiento
Nt+Cd. La evidencia sugiere que el efecto de Colletotrichum sobre las plantas pudo haberse
centrado en la captacién de nutrimentos y en la produccion de hormonas de crecimiento.

10. Conclusiones

1. Se estandarizd6 una metodologia de desinfeccion de semillas, siembra e inoculacion
fangica. Este sistema es til para el desarrollo de trabajos posteriores bajo estas
condiciones

2. El aislado del hongo Alternaria alternata demostro ser un patégeno letal para el genotipo
de Nicotiana tabacum evaluado y se descarta su uso en estrategias de fitorremediacion

3. El hongo Colletotrichum spp. present6 un estilo de vida mutualista; mejord la longitud de
las raices y del hipocotilo, el nimero de pelos radicales fue notablemente superior, y el
color de las plantas fue mas intenso. Debido a la plasticidad genética que presenta este
género es necesario evaluar la relacién hongo/planta en otros modelos vegetales antes de
considerarlo en estrategias de fitorremediacion

4. Las plantas de tabaco en presencia de Cd mostraron un efecto protector gracias a
Colletotrichum, particularmente reflejado en una mayor longitud de las raices y en una
biomasa vegetal mas elevada en el tratamiento Nt+Co+Cd, en contraste con el tratamiento
Nt+Cd.

11. Recomendaciones

Los resultados de este trabajo priorizan la necesidad de ampliar y reevaluar el sistema
probado, con distintas plantas nativas del sitio donde se recolectaron las muestras fungicas y
co-inoculaciones con otras especies fungicas, con ciclos de cultivo completos y considerando
distintas concentraciones de metales pesados. Todo esto antes de determinar si es viable el
uso de Colletotrichum spp. y de aislados de otros géneros en estrategias de fitorremediacion.
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