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Resumen

La contaminacién por metales pesados (MP) representa un riesgo para diversos
ecosistemas, ya que esta clase de contaminacion no es susceptible a degradacion. En los
suelos, la manera de enfrentar este tipo de contaminacion es mediante la extraccion o
estabilizacion de los MP, a través de estrategias de remediacion con enfoques fisicos,
quimicos y biolégicos; siendo las estrategias con enfoque bioldgico (biorremediacion) las
mas prometedoras, debido a su bajo impacto en el ambiente. No obstante, las estrategias
de biorremediacion tienen limitaciones relacionadas con la concentracion del contaminante
y al ambiente del area a remediar. Debido a esto, en diversas investigaciones se sugiere
inducir modificaciones o alteraciones en los organismos involucrados, que aumenten la
tolerancia a los factores limitantes, con el propdsito de mejorar los procesos de
biorremediacion.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de un inéculo de esporas germinadas de
Cladosporium sp. expuestas a una corriente eléctrica (10 mA: 12 h), sobre la tolerancia y
acumulacion de plomo (Pb) en plantas de Dodonaea viscosa. Se encontré que el indculo
pretratado con corriente eléctrica tuvo un impacto positivo en la tolerancia de las plantas al
Pb, aumentando la biomasa de tallos y raices (2.3 veces), asi como el contenido de
clorofilas a (1.8 veces) y b (2.9 veces), comparadas con plantas expuestas a Pb sin inocular,
mientras que las plantas inoculadas con el hongo sin pretratamiento mostraron un
incremento en la biomasa de tallos y raices de 1.6 y 1.7 veces y las clorofilas aumentaron
1.15 y 1.5%. En cuanto a la bioacumulacién de Pb, se observé que la concentracion del
metal disminuyd en tallos (72%) y raices (50%), por efecto del hongo pretratado, respecto
a las plantas sin indculo expuestas al contaminante.

Los resultados obtenidos indican que la inoculacion de D. viscosa con Cladosporium sp.
(expuesto a corriente eléctrica) tiene efectos benéficos sobre la tolerancia y acumulacién
de Pb en la planta, con una posible aplicacion en estrategias de fitorremediacién asistida
por hongos, enfocadas en la fitoestabilizacion de MP.

Palabras clave: in6culo, corriente eléctrica, Dodonaea viscosa, plomo, tolerancia,
fitoestabilizacion.
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Abstract

Heavy metal (HM) contamination poses a risk to various ecosystems, as this type of
contamination is not susceptible to degradation. In soils, this type of contamination is
addressed by extracting or stabilizing the HMs through remediation strategies with physical,
chemical, and biological approaches. Biological approaches (bioremediation) are the most
promising due to their low environmental impact. However, bioremediation strategies have
limitations related to the concentration of the contaminant and the environment of the area
to be remediated. Because of this, various studies suggest inducing modifications or
alterations in the organisms involved, which increase tolerance to limiting factors, in order
to improve bioremediation processes.

The objective of this study was to evaluate the effect of an inoculum of germinated spores
of Cladosporium exposed to an electric current (10 mA: 12 h.), on the tolerance and
accumulation of lead (Pb) in Dodonaea viscosa plants. It was found that the inoculum
pretreated with electric current had a positive impact on plant tolerance to Pb, increasing
stem biomass (2.325 times) and root biomass (2.3 times), as well as chlorophyll a (1.8 times)
and b (2.9 times) content, compared to uninoculated Pb-exposed plants, while plants
inoculated with the fungus without pretreatment showed an increase in stem and root
biomass of 1.6 and 1.7 times and chlorophylls increased 1.15 and 1.5%. Regarding Pb
bioaccumulation, it was observed that the metal concentration decreased in stems (72%)
and roots (50%) due to the pretreated fungus compared to plants without inoculum exposed
to the contaminant.

The results indicate that inoculation of D. viscosa with Cladosporium (exposed to electric
current) has beneficial effects on Pb tolerance and accumulation in the plant, with potential
application in fungal-assisted phytoremediation strategies focused on MP stabilization.

Keywords: inoculum, electric current, Dodonaea viscosa, lead, tolerance, phytostabilization.
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Introduccion

El aumento de suelos contaminados con metales pesados (MP) en las ultimas décadas ha
provocado una gran amenaza para el medio ambiente y la salud humana. Se conocen cerca
de 5 millones de sitios contaminados por MP o metaloides que cubren 500 millones de
hectareas de suelo (Liu et al., 2018). La contaminacién del suelo por MP tiene distintos
origenes. Por ejemplo, diversos materiales parentales del suelo son fuente natural de
metales pesados como el plomo (Pb), cromo (Cr), arsénico (As), zinc (Zn), cadmio (Cd),
cobre (Cu), mercurio (Hg) y niquel (Ni), que son considerados como contaminantes cuando
superan ciertos niveles criticos en el medio ambiente (Muthusaravanan et al., 2018). Sin
embargo, la principal fuente de contaminacion son las actividades antropogénicas como:
quema de combustibles con plomo, relaves mineros, industria de pintura, fertilizantes
quimicos, plaguicidas, compost y aguas residuales aplicadas a campos agricolas, asi como

derrames de productos petroquimicos (Sanchez-Castro et al., 2023).

La presencia de altas concentraciones de MP en |la ambiente resulta alarmante, debido a
que, a diferencia de la mayoria de los compuestos organicos, estos no estan sujetos a
degradaciéon metabdlica por lo que pueden acumularse en los tejidos de diversos
organismos. Los MP pueden ingresar al cuerpo humano al consumir alimentos
contaminados y plantear diversos riesgos para la salud (enfermedades renales, disfuncién

tubular renal y dafio 6seo) (Xie et al., 2018).

Dada la toxicidad de los MP, se han planteado distintas estrategias para la detoxificacion
de los suelos que presentan este tipo de contaminaciéon. Su eliminacién del suelo requiere
enfoques tecnoldgicos efectivos y soluciones rentables, especialmente porque se
consideran un grupo unico de contaminantes que no se pueden degradar de manera

quimica o biolégica (Cameselle et al., 2019).

Para el tratamiento de suelos contaminados con MP, se ha recurrido al uso de métodos
fisicos y/o quimicos que incluyen el intercambio idnico, 6smosis inversa, reduccion quimica,
precipitacion y evaporaciéon (Gong et al., 2018). Todos estos pueden aplicarse con éxito al
proceso de descontaminacién, pero requieren muchos recursos externos y en la mayoria
de los casos son demasiado costosos para su uso a gran escala (Liu et al., 2018). Por estas

razones, en las ultimas décadas se ha prestado cada vez mas atencién a los procesos de



fitorremediacion, en los que las plantas absorben y estabilizan los contaminantes, para

detoxificar y limpiar los ambientes contaminados (Yadava et al., 2018).

La fitorremediacion es una tecnologia prometedora y efectiva con pocos impactos
negativos. Sin embargo, la biodisponibilidad de MP en el suelo y la baja biomasa vegetal

restringen la eficiencia de esta tecnologia (Zhu et al., 2020).

Recientemente se han explorado diferentes enfoques para la optimizacién de los sistemas
de fitoextraccion, sefialando la importancia de la cooperacidon entre las plantas con
capacidad fitorremediadora y los microorganismos que promueven el crecimiento, la
tolerancia y acumulaciéon de metales en las plantas (Marfuah et al., 2024). Entre estos
microorganismos, las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, bacterias enddfitas,
hongos micorrizicos arbusculares, hongos ectomicorrizicos y los hongos enddfitos
septados oscuros (DSE), son conocidos como los principales impulsores del crecimiento de

las plantas en condiciones de estrés abidtico (Otero-Blanca et al., 2018).

Aunque estas asociaciones entre planta-microorganismo mejora los procesos de
fitorremediacion de suelos contaminados con MP, se han propuesto estrategias para
mejorar su eficiencia en los procesos de fitorremediacion en este tipo de suelos. Entre estas
estrategias se encuentra la exposicidon de organismos a condiciones de estrés, con el fin de
inducir variaciones en el metabolismo microbiano (Huang et al., 2012), e incrementar la

resistencia en los organismos involucrados en procesos de remediacion.

En este sentido, se puede hacer uso de una corriente eléctrica de intensidad controlada, ya
que se ha reportado que, en algunas situaciones, la exposicién a un campo eléctrico puede
estimular la actividad metabdlica de organismos involucrados en procesos biotecnolégicos,

incluidas las técnicas biolégicas de descontaminacion (Beretta et al., 2019)

En el presente trabajo se evalud el impacto de un pretratamiento electroquimico a las
esporas del hongo endéfito septado oscuro Cladosporium sp. (viabilidad, crecimiento y
compuestos antioxidantes), ademas del efecto sobre el crecimiento de Dodonaea viscosa

y la capacidad para acumular plomo, cuando ambos organismos se encuentran asociados.



1.REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.  Contaminacion de suelo por metales pesados (MP)

En términos de la quimica, los MP se refieren a metales y metaloides con peso atémico
superior a 60 unidades de masa atomica (u) y una densidad superior a 5 g/cm?, como el
cadmio (Cd), el mercurio (Hg), el cobre (Cu), el plomo (Pb), cromo (Cr), niquel (Ni) y zinc
(Zn) (Campillo-Cora et al., 2025).

Los MP pueden ser toxicos para plantas y animales, debido a su capacidad para unirse a
ligandos especificos de moléculas organicas, como; grupos sulfhidrilo (SH-), amino (NH2),
fosfato (POy’), carboxilo (COO") e hidroxilo (OH"). Esta unién puede ocasionar la activacion
o inhibicion de enzimas y otras proteinas involucradas en el metabolismo provocando un

efecto toxico para los organismos (Aslam et al., 2021).

La contaminacion por MP es persistente e irreversible, y su presencia y/o acumulacién se
debe principalmente al aumento en las actividades antropogénicas que han contribuido a la
generacion de desechos solidos téxicos, que se han convertido en una amenaza a nivel
mundial (Naveen et al., 2017). Entre las fuentes antropogénicas que contribuyen a la
contaminacion de suelos por MP y otros elementos toxicos se encuentra la industrializacion,

la urbanizacion y las practicas agricolas intensivas (Shahid et al., 2015).

Ciertas practicas industriales como, la extraccion, el procesamiento y el uso de metales en
las industrias metalurgicas producen contaminacion directa. Por ejemplo, durante la
extraccién de minerales metalicos se producen grandes cantidades de rocas que contienen
MP en bajas concentraciones y estos pueden contaminar el suelo y los cuerpos de agua
circundantes por lixiviacion quimica o bioldgica. No obstante, la mayoria de las industrias
producen contaminacién indirectamente, por ejemplo, a través de la liberacion de metales

por la quema de combustibles fosiles (Campillo-Cora et al., 2025).

Por otro lado, la urbanizacion genera grandes cantidades de desechos domésticos, aguas
residuales y lodos de alcantarillado, que son fuentes potenciales de MP en los suelos,
favoreciendo la contaminacion a los cultivos, las aguas subterraneas y superficiales, que
pueden llegar a utilizarse para beber (Fernandez et al., 2014). Por ejemplo, el uso
indiscriminado de fertilizantes quimicos y plaguicidas durante las practicas agricolas son
una fuente de contaminacion de MP, debido a la presencia de As (V/III), Hg (ll), Pb (Il) y

Cu(ll). Aunque, el nivel de toxicidad de estos elementos depende de su persistencia en
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suelos y su estado de oxidacién (Sanchez-Castro et al., 2023). Los MP son considerados
los contaminantes mas persistentes y complejos para remediar en la naturaleza. No
solamente alteran negativamente la calidad de la atmésfera, cuerpos de agua y cultivos de
alimentos, también amenazan la salud y bienestar de animales y seres humanos, a través

de su acumulacioén en la cadena alimentaria (Jacob et al., 2018).

1.2.  Efecto del plomo (Pb) en los organismos

Desde hace aproximadamente cuatro décadas se ha informado sobre el impacto de algunos
MP en la salud humana que, en su mayoria, es resultado del consumo de alimentos
contaminados (Nogawa et al., 1987). La exposicion al Pb puede causar convulsiones y
trastornos del comportamiento. En nifios puede afectar el desarrollo del cerebro, reduccion
del cociente intelectual y dificultades de aprendizaje. También puede ser causante de
anemia, hipertensién, disfunciéon renal, inmunotoxicidad y toxicidad reproductiva. En
adultos, el plomo entra al organismo pasando a la sangre y acumulandose en los huesos.
En particular, en mujeres embarazadas, el plomo almacenado en los huesos puede volver
a circular por la sangre provocando un riesgo en el desarrollo del feto al aumentar la presién
arterial, o provocando un nacimiento prematuro (Caravanos et al., 2014). La amenaza de
los MP para la salud humana y animal se agrava por su baja movilidad ambiental, incluso
bajo altas precipitaciones, y su persistencia a largo plazo en el medio ambiente (Padhan et
al., 2021).

La presencia de los MP en los suelos también tiene un efecto nocivo sobre las plantas
(Figura 1), causando toxicidad directa o indirecta. Los efectos de una toxicidad directa
tienen que ver con dafos a nivel genético, al interactuar con biomoléculas formando enlaces
cruzados ADN-ADN o ADN-proteina que, de no ser reparados por los puntos de control
celular, conducen a la muerte de la planta. Mientras que la toxicidad indirecta causa
afectaciones de tipo oxidante, es decir, la oxidacién de proteinas, lipidos y ADN que
conduce a peroxidacion lipidica y alteraciones en la funcién celular; el estrés oxidante
inducido por MP activa mecanismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos, pero si los
mecanismos antioxidantes son sobrepasados se producen alteraciones en el metabolismo

y crecimiento, y en algunas ocasiones la muerte de la planta (Hossein et al., 2012).
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Figura 1. Dano oxidativo inducido por metales pesados en células vegetales, modificado de Hossain
et al., (2012). SOD: Superéxido dismutasa, CAT: Catalasa APX: Ascorbato peroxidasa, MDHAR:
Mono dehidroascorbato reductasa, DHAR: Dehidroascorbato reductasa, GR: Glutation reductasa
GST: Glutation S-transferasa, AsA: Acido ascoérbico, DHA: Dehidroascorbato, GSSG: Glutation
oxidado, GSH: Glutation reducido.

Por ejemplo, la exposicion a elementos como Pb, Cd, Hg y As, que no desempefian ningun
papel en el crecimiento de las plantas, han registrado efectos adversos como deficiencias
en la biosintesis de clorofila, transporte de electrones y enzimas del proceso fotosintético
debido al estrés oxidante generado (Aslam et al., 2021). La mayor parte de la disminucion
en los parametros de crecimiento de las plantas que crecen en suelos contaminados se
atribuye a la reduccion de las actividades de fotosintesis, la nutricion y la reduccion de la
actividad de algunas enzimas involucradas en la respuesta al estrés oxidante (Mansoor et
al., 2023).

Los microorganismos del suelo son a menudo los primeros en entrar en contacto con los
HM en la matriz del suelo debido a su amplia presencia, movilidad y alta relacion
superficie/volumen, lo que lleva a una mayor exposicion a los HM. Estos desempefan
papeles esenciales en varias funciones y servicios del suelo como, el mantenimiento de los
ciclos biogeoquimicos, la creacion y el mantenimiento de la estructura del suelo y el control
de enfermedades de las plantas (Coban et al., 2022). Cuando los HM se acumulan en los

suelos pueden comprometer las funciones y servicios microbianos, debido a la disminucion
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de la carga microbiana, lo que puede afectar la calidad del suelo y los servicios
ecosistémicos (lordache y Neagoe, 2023). Debido a su sensibilidad a los cambios y sus
papeles cruciales en los procesos del suelo, las propiedades microbianas se utilizan
ampliamente como indicadores de la contaminacion por HM y la calidad del suelo (Campillo-
Cora et al., 2025)

1.3 Remediacidon de suelos contaminados con MP

Para la recuperacion de ambientes contaminados se han desarrollado una variedad de
técnicas de remediaciéon como el lavado del suelo, la inmovilizacion de contaminantes y la
fitorremediaciéon. Hoy en dia se siguen evaluando diversas estrategias, convencionales y
no convencionales, para la remocion de MP en matrices ambientales, considerandose un
trabajo desafiante con respecto a la complejidad técnica y el costo (Sanchez-Castro et al.,

2023). Estas estrategias se basan en enfoques fisicoquimicos y biolégicos.

1.3.1 Tratamientos fisicoquimicos

La excavacion, lavado de suelo, y la estabilizacién de contaminantes son algunas de las
estrategias fisicoquimicas que se utilizan para la atenuacion de elementos contaminantes

en el suelo.

Excavacioén

De manera tradicional, la excavacion y la mezcla del suelo contaminado con suelo “limpio”
eran los métodos mas empleados para limpiar los sitios contaminados. El objetivo en estos
procesos es la dilucion de la concentracion de MP en el suelo y, a su vez, aumentar su
funcionalidad. No obstante, en varios paises esta prohibida debido al riesgo de pérdida de
fertilidad del suelo (Padhan et al., 2021).

Lavado de suelo

El lavado del suelo, por otro lado, es un método util en la eliminacion de contaminantes del
suelo mediante el uso de agua o una solucion de lavado adecuada, que sirven en el proceso
de extraccion o recuperacion de metales, compuestos organicos y contaminantes del aceite
como el fenol. Estas soluciones son preparadas a partir de acidos naturales y/o bases,
agentes quelantes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el acido etilendiamino-
N,N'-disuccinico (EDDS) o sustancias humicas y surfactantes que se diluyen en agua. La
eficiencia del lavado del suelo depende de la capacidad del extractante para disociar los

metales del suelo (Kumar et al., 2020).



Inmovilizacion de contaminantes

Los MP pueden inmovilizarse en el suelo mediante la formacion de complejos, precipitacion
y adsorcion. La inmovilizacion se realiza mediante la adicion de agentes inmovilizadores
como son: los i) carbonatos (cal), ii) fosfatos (harina de huesos, fosfato de amonio, apatita
e hidroxiapatita), iii) agentes alcalinos (cenizas volantes e hidréxido de calcio), iv) arcilla y
minerales que contienen hierro (bauxita, lodo rojo, goethita, arena verde, tamices
moleculares, paligorskita, gel de silice, vermiculita y zeolitas) y v) materia organica
(quitosano, xantato de almidon, turba, compost, estiércol, carbéon activado y biocarbén) (Liu
et al., 2018). En general, estas enmiendas reducen la biodisponibilidad y el potencial de
lixiviacion de los MP al inducir una variedad de procesos fisicoquimicos que incluyen

precipitacidn, coprecipitacion, complexacion y adsorcion superficial (Padhan et al., 2021).

La estabilizacion térmica de MP, o vitrificacion, es un método de solidificacion/estabilizacion
que requiere energia térmica (1400-2000 °C), la cual se logra mezclando el suelo
contaminado con precursores vitreos, calentando las mezclas hasta su licuefacciéon vy
obteniendo un vidrio amorfo y homogéneo tras el enfriamiento del liquido. Los metales
pesados pueden inmovilizarse mediante dos interacciones principales con la matriz vitrea:

enlace quimico y encapsulacion (Li et al., 2019).

1.3.2 Tratamientos biologicos

Biorremediacion
La biorremediacion es otro método para el tratamiento de la contaminacion; se trata de una

técnica sostenible, asequible y segura (Patel et al., 2022). Esta tecnologia implica el uso de
organismos como bacterias, hongos y plantas. Especialmente las bacterias y hongos han
demostrado ser eficaces en la remediacion de contaminantes ambientales debido a su facil
crecimiento, su rapido periodo de crecimiento y su facil manipulacion (Ayilara y Babalola,
2023).

Estos organismos pueden eliminar contaminantes del medio ambiente mediante diferentes
mecanismos de movilizacion e inmovilizacién. El proceso de movilizacion implica la
oxidacion enzimatica, la bioestimulacion, la bioaumentacion y la reduccién enzimatica. Por
otro lado, la inmovilizacion incluye la bioacumulacién, la complejacion, la biosorcion y la

precipitacién (Verma y Kuila, 2019).

Se ha reportado que los hongos presentan una tolerancia significativa a los MP criterio por

el cual se opta por su aplicaciéon en el campo de la biorremediacion (Kumar y Dwivedi,
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2021). Hongos de los generos Aspergillus, Trichoderma'y Cladosporium tienen la capacidad

de atrapar MP mediante adsorcion y absorcion (Jacob et al., 2018; Marfuah et al., 2024)

Fitorremediacion

La fitorremediacion es una tecnologia que emplea plantas denominadas metalofitas, en el
caso se contaminacion por MP, puesto que, estas presentan una o mas caracteristicas
morfoldgicas, anatdomicas y bioquimicas que les brindan tolerancia a los MP (Akhatar et al.,
2022). La tolerancia a MP en las plantas, se refiere a la capacidad inherente que tienen de
soportar concentraciones toxicas de estos sin recibir algin dafio. La tolerancia difiere de la
resistencia, puesto que esta ultima, es una capacidad adquirida para sobrellevar los efectos
nocivos por la presencia de MP (Papa et al., 2000). Dentro de los mecanismos de la
fitorremediacién se encuentran: i) la fitoextraccion, ii) la fitoestabilizacion, iii) la
fitovolatilizacion y la iv) fitodegradacion (Kong y Glick, 2017) de los cuales, la
fitodegradacién es el unico que no es aplicable a MP. La fitoextraccion se refiere a la
absorcion de contaminantes del suelo o el agua por las raices de las plantas y su
translocacion hacia la parte aerea, o cualquier otra parte cosechable de la planta, para
eliminar los contaminantes y promover la limpieza del suelo a largo plazo (Gupta et al.,
2024). Por otra parte, la fitoestabilizacion tiene como objetivo reducir la movilidad y la
biodisponibilidad de los contaminantes en el medio ambiente (Radziemska et al., 2018). La
fitovolatilizacion es el uso de plantas para absorber elementos volatiles (Hg, Se y As) y
luego convertirlos en formas volatiles y de esta manera liberarlos a la atmésfera. La
fitodegradacion es la transformacion de contaminantes organicos por procesos metabdlicos
de las plantas (Kong y Glick, 2017).

Dentro de estos mecanismos, la fitoestabilizacion ha demostrado un gran potencial para
disminuir la toxicidad de los MP presentes en suelo, ademas de ser una estrategia
economica y poco invasiva (Kumar et al., 2020). La fitoestabilizacién se basa, entre otras
cosas, en una cobertura vegetal permanente que contribuye a la reducciéon de problemas
de erosién y lixiviacion de los MP (Montiel-Rozas et al., 2015); asi como, minimizar su
movilidad y disponibilidad en el medio ambiente, evitando su transferencia a los eslabones
posteriores de la cadena alimentaria y la migracion de iones téxicos a las aguas
subterraneas. El objetivo de la fitoestabilizacion no es eliminar los MP de la zona
contaminada, sino estabilizarlos y reducir el riesgo para la salud humana y el medio

ambiente.



Fitorremediacion asistida por microorganismos

La fitorremediacion asistida por microorganismos es una técnica de remediacion que se
basa en el uso de plantas asociadas con microorganismos, los cuales confieren a las
plantas resistencia a ambientes contaminados. Esta interaccion incluye rizobacterias
promotores del crecimiento vegetal (RPCV), ectomicorrizas o endomicorrizas e incluso
algunos microorganismos enddfitos (Vandenkoornhuyse et al., 2015), mismos que pueden
regular el sistema fotosintético, el sistema antioxidante y la estructura de la pared celular
de las plantas para mejorar la tolerancia de las plantas a los MP (Khare et al., 2018). Por
ejemplo, hongos, como Aspergillus, Trichodederma, Cladosporium y los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) tienen potencial para eliminar contaminantes del suelo al
mejorar el proceso de fitorremediacion (Qiu et al., 2021; Zhang et al., 2023, Marfuah et al.,
2024; Quan et al., 2023). La interaccion de los hongos con plantas en suelos contaminadas
con plomo ha sido estudiada por Yang et al. (2015), donde demuestran que la inoculacién
con hongos micorrizicos (Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices) mejoré la
absorcion y acumulacién de Pb en el sistema radicular, en contraste con las plantas no
inoculadas. Y sugieren que los hongos micorrizicos arbusculares atenuan los efectos

toxicos de los metales pesados al inhibir su translocacion en partes aéreas de la planta.

Particularmente, los hongos endoéfitos desempefan funciones reguladoras importantes en
la acumulacion y tolerancia de metales en las plantas, su potencial de aplicacion se ha
subestimado durante muchos afios (Domka et al., 2019). Dado que las funciones de los
hongos enddfitos en la remediacion de MP han sido exploradas de forma continua, es una

técnica que en los ultimos afos ha despertado un creciente interés (Khalid et al., 2021).

Por otra parte, los hongos enddfitos septados oscuros (DSE), aislados de entornos
contaminados con MP, como Exophiala pisciphila, Gaeumannomyces cylindrosporus,
Leptodontidium, Phialocephala y Phialophora/Cadophora, tienen una tolerancia significativa
a los iones de MP vy, en particular, mejoran el crecimiento de las plantas (Berthelot et al.,
2016). Por ejemplo, G. cylindrosporus, aislado de relaves de minas de Pb-Zn en China, ha
mostrado una alta tolerancia al Pb (Ban et al., 2023). Asimismo, las cepas de Acrocalymma
vagum NYN8CO05 y NYN8GO01 tienen el potencial de reducir significativamente el contenido
de MP en las hojas de las plantas de tabaco (Jin et al., 2018). La inoculacion de Phialophora
mustea mejoro la tolerancia al Cd y al Zn y el crecimiento de las plantas de tomate (Zhu et
al., 2018).



Otro beneficio del uso de los hongos DSE en la fitorremediacién es su capacidad para
ayudar a las plantas a contrarrestar la toxicidad generada por especies reactivas de oxigeno
(ERO), inducidas por la presencia de MP. Este efecto se logra a través del sistema de
eliminacion activa de oxigeno, en el que la activacion de la enzima superéxido dismutasa
(SOD) constituye la primera linea de defensa para los hongos DSE (Li et al.,, 2018). El
aumento de la actividad de la SOD se acompafa de la activacion de la enzima catalasa
(CAT) y una serie de peroxidasas (POD) (Yu et al., 2021).

1.4 Mecanismos de tolerancia de las plantas a los MP

Con base en la capacidad natural de tolerancia de las plantas, se han identificado
aproximadamente 500 taxa como hiperacumuladoras o estabilizadoras de uno o mas
metales, lo que quiere decir que menos del 0,2 % de los taxa, de aproximadamente 300,
000 plantas vasculares, presentan capacidad de fitorremediacion (Li et al., 2019). Esto
indica que una gran variedad de plantas ha desarrollado diferentes mecanismos para tolerar
la presencia de MP. Estos mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de
plantas y estan determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcién, translocacion y
estabilizacion, incluyendo, la sintesis de fitoquelatinas (FQs) y metalotioneinas (MTs), la
acumulacion de compuestos fendlicos, y la activacion de sus sistemas antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos (Talebi et al., 2019).

Dentro de los sistemas antioxidantes enzimaticos que presentan las plantas, se encuentran
las enzimas superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), diversas peroxidasas (POD)
y las del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH). La SOD cataliza la conversion del O, a
H.0,, en tanto que la CAT (en los peroxisomas) y POX (en el citosol y los cloroplastos)
catalizan la transformaciéon de H>O2 en HO y Og; las POX oxidan simultaneamente un
sustrato reducido como el AsA o el glutation (GSH) en el ciclo AsA-GSH (Rahman et al.,
2024).

La superéxido dismutasa (SOD) incluye tres isoenzimas, Mn-SOD, CuZn-SOD y Fe-SOD.
La Mn-SOD se encuentra principalmente en mitocondria y peroxisomas, aunque también
se ha reportado en citosol. La Cu-Zn-SOD se ha encontrado en citosol, cloroplastos y
mitocondria. La Fe-SOD ha sido reportada predominantemente en los cloroplastos
(Malecka et al., 2021). La catalasa (CAT) contiene Fe en su centro catalitico y se han
reportado tres isoformas en Zea mays, CAT-1, CAT-2 y CAT-3 (Miry Khah et al., 2024). Por
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otro lado, las peroxidasas en plantas estan involucradas en funciones como la elongacién
celular, mecanismos de defensa y lignificacion, hasta el momento se han reportado dos
isoformas, POX 1y POX Il (Zhang et al., 2023).

Por otra parte, dentro de los antioxidantes no enzimaticos se encuentra el acido ascérbico
(AsA) un regulador del estado redox de las células. Se puede encontrar en todos los
compartimentos celulares y en las plantas es el mas importante y, probablemente, el unico
en el apoplasto. El AsA es oxidado por el Oz, O,™, 'O, y H,O, para dar lugar al radical mono-
dehidroascorbato (MDHA), el cual se descompone a dehidroascorbato (DHA) (Smirnoff,
2000). A través de sus formas oxidadas, el AsA participa en la regulacion de la division y el

desarrollo celular (Hasanuzzaman et al., 2020).

El glutation (GSH) actia como un reductor para proteger los grupos tiol (R-SH) de enzimas,
participa en la regeneracion del AsA a partir de la reaccién con 'O, y OH", en la division
celular, la floracion y la detoxificacion de xenobidticos y MP. La formacién de glutation
disulfuro (GSSG) es una reaccion dependiente de selenio donde participan las enzimas
glutation peroxidasa (GPX) y glutatién S-transferasa (GST). EI GSH es regenerado por la
enzima glutation reductasa (GR) utilizando NADPH como cofactor. Esta reaccién se utiliza
como indicadora del estado oxidativo de la célula y de la toxicidad celular (Sharma et al.,
2022).

El GSH es el precursor de las fitoquelatinas (FQ), que se sintetizan por la enzima
fitoquelatina sintetasa (FQs) cuando la concentracion del MP comienza a ser toxica, aunque
el gen que codifica para la FQs se expresa de manera constitutiva. Las FQs tienen la
capacidad de unirse a los metales y secuestrarlos en la vacuola. Se ha documentado la
sintesis de FQs como respuesta a la exposicion al Pb y la formacién de complejos FQs-Pb
(Piechalak et al., 2002) confirmando que su sintesis se presenta a concentraciones
superiores a 700 yM de Pb (Kumar y Prasad, 2018).

Las metalotioneinas (MT) son polipéptidos de bajo peso molecular (4—8 kDa) que pueden
unirse a las MP a través de los grupos tiol de sus residuos Cys. A estas moléculas se les
atribuyen funciones como: a) participacién en el mantenimiento de la homeostasis de las
MP de transicion esenciales, b) secuestro de MP téxicas y c) proteccion contra el dafio
oxidativo intracelular (Zheng et al., 2023). La organizacion o distribucion de los residuos de
cisteina confiere diferentes isoformas de MT y su capacidad para unirse y secuestrar

diferentes iones HM para la desintoxicacion y la homeostasis. La biosintesis de MT esta
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regulada a nivel transcripcional y es inducida por diversos factores, como hormonas,

agentes citotéxicos y HM, como Cd, Zn, Hg, Cu, Au, Ag, Co, Ni y Bi (Hossain et al., 2012).

Los tocoferoles son lipidos isoprenoides sintetizados en los plastidos de plantas superiores,
en estos sitios se han cuantificado en grandes cantidades. Son una de las primeras barreras
de proteccion contra la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados, ya que tienen la
capacidad de reaccionar con el 'O, (Singh et al., 2016). Los tocoferoles (vitamina E),
betacarotenos (vitamina A), fenoles (flavonoides, taninos, lignina, entre otros) y un grupo
de quinonas (vitamina K) junto con el GSH, son capaces de donar electrones a especies
oxidadas como los radicales libres y los lipoperoxidos, neutralizando de esta manera el

potencial oxidativo de estos (Hasanuzzaman et al., 2020).

1.5 Dodonaea viscosa

La especie de D. viscosa (Fig. 2) se conoce comunmente como candela o jarilla. Es un
arbusto perenne, que se caracteriza por su follaje denso. Las hojas son generalmente
verdes o verde arbustivo, alternas y con bordes dentados. Produce flores discretas de color
amarillo verdoso y dispuestas en racimos a lo largo del tallo. Es conocido por sus cualidades

ornamentales y su tolerancia a condiciones adversas como la sequia (Malik et al., 2022).

Dodonaea viscosa
Photo by John R. Park

Figura 2. Dodonaea viscosa, arbusto (izquierda) y frutos (derecha).

Es una especie cosmopolita que presenta una extensa distribucion geografica en México.
Las condiciones geograficas y ambientales en las que crece y se desarrolla no son factores
determinantes para su distribucién, ya que se puede encontrar en altitudes que van desde
el nivel del mar hasta los 2600 m, abarcando desde areas desérticas hasta sitios afectados
por la contaminacion (Rzedowski y Rzedowski, 2001), ya que ha sido localizada creciendo

en zonas mineras que contienen concentraciones importantes de relaves mineros.
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Esta planta es una fuente valiosa de oligoelementos y produce metabolitos secundarios,
que se emplean con fines terapéuticos, como de alcaloides, flavonoides, esteroides,
compuestos fendlicos, saponinas, taninos, gomas, mucilagos, carbohidratos, azucares
reductores y glicésidos, asi como. Ademas, D. viscosa posee efectos antidiabéticos,
antimicrobianos, antioxidantes, citotoxicos, antifertilidad, cicatrizantes, antiinflamatorios,
analgésicos, antiulcerosos, antiespasmaodicos, antidiarreicos y desintoxicantes (Al-Snafi,
2017). Otra de las caracteristicas interesante de la planta es su capacidad para estabilizar
multiples MP (Shakeel et al., 2024), Demostrando su potencial para la remediacién de sitios

contaminados por MP como Cr, Ni, Co, Fe, Mn, Cu, Zn (Nawab et al., 2016).

Por ejemplo, Rojas-Loria et al., (2014) demostré que D. viscosa tolera hasta 2200 mg/kg de
Pb sin presentar un efecto de fitotoxicidad, demostrando que es una planta con gran

potencial para remediar sitios afectados con este metal.

1.6 Hongos endofitos septados oscuros (DSE)

Los enddfitos fungicos habitan dentro de los tejidos y 6rganos de plantas sanas durante al
menos una etapa de su ciclo de vida, sin causar sintomas evidentes de infeccion (Poveda
et al., 2021). Estos hongos establecen una relacién simbidtica estrecha con las plantas
hospederas (Suryanarayanan y Shaanker 2021). Son considerados fuentes prometedoras
de productos naturales potenciales con un amplio espectro de actividades bioldgicas.
Ademas, los hongos DSE representan un grupo microbiano importante, estrechamente
relacionado con la planta hospedera y el suelo de la rizésfera. Tienen un gran potencial
para la proteccion ambiental y la restauracion ecologica, ya que emplean mecanismos
complejos para adaptarse al estrés por MP. La biorremediacion que involucra hongos
endofitos podria aumentar la resistencia de las plantas hospedera frente el estrés biético y

abidtico, mejorando asi su eficiencia y capacidad de remediacién (Khalid et al., 2021).

Los DSE son hongos melanizados, que estan adaptados a condiciones extremas, son
capaces de resistir los efectos de ERO en las células hospederas debido a la sintesis de
melanina que, por su estructura, inmoviliza iones metalicos, disminuyendo la toxicidad y
contribuye a controlar el estrés oxidante generado como consecuencia de su entrada a las
células (Li et al., 2018). La simbiosis con DSE puede mejorar la absorcién de nutrientes y
agua en las plantas, asi como aumentar su tolerancia al estrés ambiental y biético (Jin et
al., 2018). Estos DSE son ubicuos y cosmopolitas, y se han encontrado en asociacion con

plantas en ambientes de estrés por MP. Algunos hongos DSE aislados de suelos
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contaminados con MP poseen una alta tolerancia a estos iones y, en particular, favorecen
el crecimiento de las plantas. Se ha reportado que la inoculacién del hongo Phialophora
mustea mejora la tolerancia de plantas de tomate al Cd y Zn promoviendo el crecimiento
(Zhu et al., 2018). Asimismo, se ha reportado que cepas de Cladosporium sp. pueden
potenciar el crecimiento de D. viscosa, disminuyendo la bioacumulacion de MP a través de
mecanismos de exclusion, lo que incrementa su tolerancia a estos contaminantes (Anicacio,
2014). Los DSE también pueden ayudar a las plantas a eliminar la toxicidad de los MP
mediante un sistema activo de eliminacion de oxigeno, donde la activacién de la superéxido
dismutasa (SOD) podria actuar como la primera linea de defensa para DSE (Li et al., 2018).
El aumento en la actividad de la SOD va acompanado de la activacion de la catalasa (CAT)
y la peroxidasa (POD) (Yu et al., 2021).

1.7 Preparacion contra estrés “priming”

Todos los organismos en la naturaleza, especialmente aquellos que carecen de motilidad
como los hongos, estan expuestos a variaciones del medio ambiente, tales como cambios
en la humedad, temperatura y osmolaridad, cambios que pueden inducir estrés en los
organismos. Una forma de adaptarse a este estrés ambiental es mediante la retencién de
informacion de encuentros previos con eventos estresantes. Este proceso se conoce como
"preparacion para el estrés" y describe una plasticidad fenotipica en los rasgos de respuesta
sin que haya un cambio subyacente en el genoma (Hilker et al., 2015). Los eventos de
estrés leves (“priming”) pueden inducir mecanismos de defensa, que pueden mejorar la
resistencia a un evento de estrés mas severo (“desencadenamiento”) después de una fase
de recuperacion intermedia. El sistema de preparacion para el estrés se fundamenta en

cambios moleculares y fisiologicos en respuesta al estrés ambiental (Liu et al., 2022).

El potencial del priming por estrés ha sido ampliamente estudiado en diversas especies de
plantas (Hu et al., 2016). Sin embargo, en microorganismos, los estudios son mas limitados,
algunos de ellos han sido en Neurospora crassa, Penicillium chrysogenum Escherichia coli
y Saccharomyces cerevisiae (Verghese et al., 2012, Guhr et al., 2020). Se ha demostrado
que el priming por estrés puede incrementar hasta diez veces las tasas de supervivencia
de los microorganismos en comparacion con aquellas en condiciones sin priming (Andrade-
Linares et al., 2016).

Recientes hallazgos revelan que el priming no solo ocurre en el micelio del hongo en

crecimiento, sino también en los conidios (Castillo-Minjarez et al., 2019). Esto permite que
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el organismo libere una gran cantidad de propagulos preprogramados para sobrevivir mejor

en las condiciones adversas en las que se formaron.

Las condiciones de preparacion que mejoran la resistencia de los conidios frente a
condiciones adversas tienen una gran relevancia agricola y ambiental (Harish y Osherov,
2022). En este sentido, los microorganismos expuestos al priming pueden tener un

potencial uso como indculo en sitios contaminados o bajo estrés ambiental.

1.7.1 Corriente eléctrica para inducir estrés como estimulo

Se ha demostrado que la exposicion a corriente eléctrica (CE) puede modificar la actividad
metabdlica de los microorganismos, estimulandola o inhibiéndola, lo que convierte a esta
técnica en una herramienta util para aplicaciones biotecnoldgicas, incluidas las estrategias

para la recuperacion de suelos contaminados por compuestos téxicos.

Los efectos inducidos por la CE en la actividad biolégica de los microorganismos estan
principalmente asociados con: (1) variaciones importantes en el pH, especialmente cerca
de los electrodos; (2) reacciones electroquimicas que generan ERO o iones metalicos,
dependiendo de las especies presentes en el sistema y los materiales de los electrodos; y

(3) calentamiento excesivo debido a pérdida 6hmica (Beretta et al., 2019).

La CE puede inducir modificaciones en la fisiologia y morfologia de las células, asi como
en las propiedades fisico-quimicas de la membrana (Zimmermann et al., 1973), provocando
cambios en la permeabilidad, en el potencial de membrana, y el metabolismo (Luo et al.,
2005). Estos fendbmenos varian segun la especie, pero generalmente son proporcionales a
la intensidad de la corriente aplicada y la duracidon de la exposicion. Esto tiene como
resultado, tanto la estimulacién de la actividad microbiana y el aumento de la movilidad
celular, como dafios irreversibles en los microorganismos expuestos campos eléctricos mas

intensos, lo que lleva a la pérdida de la integridad de la membrana (Zituni et al., 2014).

Hasta la fecha, no se ha estudiado el priming por estrés oxidante inducido mediante la
corriente eléctrica en hongos filamentosos, ni su posible aplicacion posterior. Sin embargo,
el estrés oxidante es causado por diversos factores estresantes ambientales que afectan
negativamente a los organismos y a la agricultura a nivel mundial. Por ello, resulta
interesante explorar el potencial de estos microorganismos en condiciones adversas con
aplicaciones enfocadas en la mitigacion de problemas ambientales como la contaminacion

por elementos toxicos, pérdida de diversidad y erosién del suelo.
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2 JUSTIFICACION

La contaminacién por metales pesados es un tema de caracter global que impacta en la
diversidad de los ecosistemas, la produccion de alimentos y la salud humana. Para
disminuir la presencia y toxicidad de estos elementos contaminantes es necesario el
desarrollo de estrategias de remediacion mas eficientes que contribuyan en la restauracion

de ecosistemas, y garanticen la seguridad alimentaria.

La fitorremediacion es una de las pocas técnicas que pueden usarse para la remocion de
MP de los suelos, ecolégicamente mas amigable, que hace uso de plantas tolerantes a
contaminantes para extraerlos del suelo. Sin embargo, presenta ciertas limitaciones como
las condiciones fisicoquimicas del suelo (influyen en el desarrollo y crecimiento de la planta)
y la concentracion del contaminante (que debe estar dentro de los limites tolerables para la

planta), por lo que han surgido nuevas alternativas para mejorar este proceso.

Una de estas alternativas es la fitorremediacion asistida por microorganismos, en la cual se
asocian plantas con microorganismos capaces de aumentar la tolerancia y la extraccién de
contaminantes. Estos microorganismos mejoran el crecimiento de las plantas e incluso les
confieren resistencia contra una variedad de condiciones de estrés abidtico. Entre los
microorganismos que cumplen con esas caracteristicas se encuentran los hongos enddfitos
septados oscuros (DSE) que se asocian con plantas en condiciones de estrés, mostrando

un efecto positivo en su crecimiento.

A su vez, las caracteristicas benéficas de estos microorganismos pueden ser estimuladas
a través de estrategias que modifiquen su metabolismo. Una de estas estrategias es el
tratamiento electroquimico, que se basa en la aplicacion de una corriente eléctrica
controlada de baja intensidad sobre el microorganismo con el fin de inducir bajos niveles de

estrés para modificar el metabolismo microbiano

En este sentido, la induccién de asociaciones planta-microorganismo, asi como el uso de
estrategias para estimular a los microorganismos asociados puede permitir mejorar la
eficiencia de la fitorremediacion, proponiendo una estrategia novedosa para la solucion del

problema de la contaminacion de los suelos por MP.
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3 HIPOTESIS

La inoculacién de plantas de Dodonaea viscosa con el hongo enddfito Cladosporium sp.,
pretratado electroquimicamente, mejorard su tolerancia al plomo y su capacidad

fitorremediadora.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Determinar el efecto de Cladosporium sp. pretratado electroquimicamente sobre el
crecimiento de Dodonaea viscosa y su capacidad para fitoacumular Pb en un

soporte modelo.

4.2  Objetivos especificos

1 Seleccionar las condiciones de operacion para el tratamiento de conidios de
Cladosporium sp. en un reactor electroquimico.

2 Determinar el efecto de distintas intensidades de corriente eléctrica sobre la fisiologia
de Cladosporium sp.

3 Evaluar la tolerancia al plomo por la asociacion D. viscosa- Cladosporium sp.

4 Comparar el efecto de Cladosporium sp. tratado electroquimicamente sobre la

tolerancia y fitoacumulacion de Pb por D. viscosa.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

Con el propésito de evaluar la tolerancia y capacidad fitorremediadora de plomo de la planta
D. viscosa, y la asociacion de la planta con un hongo enddéfito del género Cladosporium,
previamente sometido a una corriente eléctrica de baja intensidad, se planted la siguiente

estrategia experimental que consta de tres etapas (Fig. 3):

Pretratamiento
Tolerancia al Pb por la Etapa 2 electroquimico.en conidios
Etapa 1 asociacion D. viscosa- Cladosporium sp.

Cladosporium sp. Viabilidad

Crecimiento Blome!sa

indice de tolerancia o Melanl.na.

Actividad antioxidante
]

Efecto de Cladosporium sp. pretratado sobre D. viscosa en
presencia de plomo
Etapa 3 1. D. viscosa + Pb Il

2.D. viscosa + Cladosporium sp. + Pb Il
3. D. viscosa + Cladosporium sp. (CE) + Pb 1l
4.D. viscosa + Cladosporium sp. (CE)
Crecimiento
Pigmentos fotosintéticos
Contenido de Pb en biomasa
Actividad G-POX

Figura 3. Estrategia experimental, los cuadros en azul representan las variables de respuesta
de cada fase.

En la primera etapa, se realizaron pruebas de tolerancia al plomo en D. viscosa asociada
con Cladosporium sp. Registrando el crecimiento de la planta (biomasa y longitud) para la
obtencion del indice tolerancia y con estos datos calcular la concentracion media inhibitoria
de Pb. Con los resultados obtenidos en esta etapa se hizo la seleccion de la concentracion

de plomo para la tercera etapa.

En la etapa dos, se seleccionaron las intensidades de corriente eléctrica a partir de la
construccion del voltamperograma (Intensidad de corriente (mA) vs potencial de membrana
(V)). Con las intensidades de CE seleccionadas se evalué el efecto de la exposicion de

conidios germinados a la CE sobre la viabilidad, crecimiento, produccién de melanina y
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actividad antioxidante, basado en los efectos se seleccioné una intensidad de CE para los

experimentos pertenecientes a la siguiente etapa.

Por ultimo, en la tercera etapa, se evaluo el efecto de la inoculacion con Cladosporium sp.,
pretratado electroquimicamente, en la tolerancia al Pb por la planta D. viscosa,
cuantificando el crecimiento vegetal, contenido de clorofila, la acumulacion del metal en la

planta y la respuesta antioxidante G-POX.

5.2  Material biologico

5.2.1 Microorganismos y medio de cultivo

La cepa que se utilizd en el presente estudio fue Cladosporium sp. UAM12, que se
encuentra disponible en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares
(CINVESTAV, México), este hongo fue aislado a partir de plantas de D. viscosa. La cepa
fue resembrada por estria en cajas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), y se incubd
por 14 dias a 28°C. La cepa fue conservada en tubos de ensayo colocando porciones de
medio PDA con micelio (1 cm?) con 14 dias de cultivo en agua estéril, manteniéndolos en

refrigeracion a -4°C.

Para los estudios de asociacion de la planta con el hongo, se realizé la cosecha de conidios
con una solucion estéril de Tween 80 al 0.05 %, a partir de cultivos de 14 dias a 28° C en
matraces Erlenmeyer (250 ml) con medio PDA (50 mL). Los conidios se contabilizaron en
una camara de Neubauer para la inoculacion de reactores electroquimicos a una

concentracion de 1x10° conidios/mL (Seccién 5.4).

5.2.2 Plantas de Dodonaea viscosa

Para la obtencion de las plantas, se utilizaron semillas de D. viscosa. Las semillas fueron
seleccionadas mediante una prueba de flotabilidad, la cual consistié en colocar las semillas
en agua, durante dos minutos; transcurrido este tiempo, las semillas que se mantuvieron

en la superficie fueron descartadas y el resto se usé para la obtencién de plantulas.

Las semillas seleccionadas fueron expuestas a tres distintos procesos de escarificacion
para promover la geminacion: térmico (agua a 70°C, 3 min.), sonicacion (15 min a 40°)y la
combinacion de ambos tratamientos. Posterior a la escarificacion fueron sometidas a un
tren de desinfeccion superficial que consistié en la inmersion de semillas en distintas

soluciones en el siguiente orden: lavado con detergente comercial (2%, 30 min), etanol al
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70% (30 segundos), hipoclorito de sodio (1.8%, 25 min). Las semillas se enjuagaron con
agua destilada estéril tres veces. Posterior al tratamiento, las semillas fueron sembradas en
tubos de ensayo (50 ml) con medio Murashige & Skoog (MS, Sigma 5519), Phytagel (2 g/L,
Sigma P8169), y sacarosa (10 g/L, Sigma S0389). Las semillas se mantuvieron en la
oscuridad hasta la aparicion del epicétilo y, posteriormente, se incubaron a 25°C con un

fotoperiodo de 12 h.

Con el fin de conocer el método de escarificacion mas efectivo, se evaluo el porcentaje y el
vigor de germinacion a los 12 y 24 dias respectivamente. El vigor de germinacion, indica la
capacidad de una semilla para dar origen a una planta con hojas verdaderas, y se evalué
siguiendo la metodologia de Felizardo et al., (2021), obteniendo un promedio de las
puntuaciones asignadas a cada planta por condicion probada, puntuacion que varié de 0 a

5 respecto a las fases de germinacion observadas (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de las fases observadas en la germinacion de semillas de D. viscosa.

Puntuacion Descripciones

0 No germiné

1 Ruptura del integumento

2 Alargamiento de la radicula

3 Formacion de cotiledones

4 Aparicién de la yema apical

5 Epicotilo y primer par de hojas abiertas

53 Pruebas de tolerancia al Pb: asociacion D. viscosa
con Cladosporium sp.

Para evaluar la tolerancia al plomo de la asociacion entre D. viscosa-Cladosporium sp., se
utilizé agrolita con un tamafo de particula entre 0.4 — 2.8 mm. La agrolita fue lavada tres

veces con agua destilada caliente y se luego secada a 60°C durante 48 h.
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Los ensayos se realizaron en tubos de cultivo (180 ml) con 6 g (peso seco) de soporte, a
los cuales se afiadieron 17 mL de medio MS (73% de humedad), suplementando con 10

g/L de sacarosa como fuente de carbono y Pb, ajustando el pH a 5.7.

Las concentraciones de Pb utilizadas para evaluar la tolerancia fueron; 0, 1000, 2000, 3000,
4000 y 6000 mg/kg de agrolita seca. El Pb se afadio en forma de Pb(NOs3), y la
concentracién de nitrégeno aportada por esta sal, se equilibr6 para todas las

concentraciones con KNO; (Tabla 2).

Los tubos con el soporte se esterilizaron (15 Ib/in?, 15 min.) y, posteriormente, se
trasplantaron plantas de entre 15 y 21 dias de crecimiento, con 4 a 5 hojas verdaderas y
una longitud de aproximadamente 5 cm de longitud. Las plantas se mantuvieron en un
periodo de aclimatacién de 7 dias antes de la inoculacion del soporte, cerca de las raices,

con 1 mL de una suspensién de conidios de Cladosporium sp. (1x108 conidios/mL).

Después de 40 dias, las plantas fueron cosechadas, registrandose el peso seco y la longitud
de tallos y raices. Estos datos se emplearon para calcular el indice de tolerancia (IT) y la

concentracion inhibitoria media (Clso)

Tabla 2. Ajuste de la fuente de Nitrégeno con KNOs para todas las concentraciones de Pb(NO3)2.

Concentracion de Pb Pb(NO3)- KNO;
(mg/kg) (g/kg) (9/kg)
0 0 5.85
1000 1.6 4.875
2000 3.2 3.9
3000 4.8 2.925
4000 6.4 1.95
6000 9.6 0

El'IT se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion (Audet y Charest, 2007):

1T Biomasa de plantas con Pb 100
= k
° "~ ‘Biomasa de plantas sin Pb
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La concentracion inhibitoria media (Clso) corresponde a la concentracion de Pb que inhibe
el 50% de la biomasa de la planta, respecto al valor maximo alcanzado sin Pb, y fue
calculado a partir de una curva de dosis-respuesta del IT contra la concentracién de Pb
(Naumann et al., 2007). Con base al IT y la Clso se selecciond la concentracion de Pb para

los experimentos de la tercera etapa.

5.4 Pretratamiento electroquimico

5.4.1 Caracterizacion del reactor electroquimico

Se utilizaron reactores electroquimicos de vidrio (250 mL) con dos bocas a los costados
para la entrada de los electrodos. Los electrodos utilizados fueron de titanio recubiertos con
oxido de rutenio, con un area de contacto de 10 cm?. Este tipo de electrodos favorece
principalmente las reacciones de oxidacion/reducciéon del agua, sin reacciones
electroquimicas adicionales, y presentan una alta estabilidad y resistencia a la corrosion
(Trasatti, 2000). La caracterizacién del reactor se realizé afadiendo 80 mL de una solucién
electrolitica (KH2POs4, 0.1 M) y aplicando diferentes intensidades de corriente eléctrica (CE,
1 — 500 mA) a través de los electrodos colocados en el interior del reactor. La CE se aplico
utilizando una fuente de poder G"Instek (Figura 4). Para la caracterizacion del reactor se
vario la CE (mA) y se registraron los potenciales de celda (V). Con estos datos se obtuvo
una grafica de intensidad de corriente (mA) contra potencial de celda (V), que permitio

seleccionar el rango de intensidad de corriente para los experimentos posteriores.

Figura 4. Reactor electroquimico con electrodos de titanio cubiertos con 6xido de
rutenio (izquierda) y fuente de poder (derecha).
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Los parametros para la seleccion de las intensidades de CE fueron: pH, aumento en la
temperatura y resistencia al paso de corriente a través del medio. Basados en esos
parametros se eligieron intensidades de CE en donde no se observaran cambios de pH
drasticos, o aumento de temperatura que provocara un efecto de inhibicién sobre el

crecimiento.

5.4.2 Determinacion del tiempo de germinacion

El tiempo de germinacién se evalué con el propésito de determinar el momento adecuado
para aplicar la CE, con la intencién de evitar una inhibicién del crecimiento en el hongo por
efecto del estrés inducido. Para conocer el tiempo de germinacién se inocularon 100uL de
una suspension de conidios de Cladosporium sp. (1x10* conidios/mL) en cajas Petri (90x15
mm) con agua-agar (1.5%) y se distribuy6 en la superficie con una varilla de vidrio. Se
cortaron cuadrados de agar de 1.5 x 1.5 cm, y se colocaron sobre un portaobjetos para
observaciones microscépicas (Olimpus, 40x), de al menos 100 conidios cada dos horas
durante 20 h. El tiempo de germinacion se establece cuando mas del 90% de conidios han
germinado, considerando un conidio germinado cuando el tubo germinativo es igual o

mayor al didametro del conidio (Safavi et al., 2007).

5.4.3 Exposicion de conidios a CE

Se utilizaron 80 mL de una solucion electrolitica (KH2PO4, 0.1 M) para aplicar el tratamiento
electroquimico sobre los conidios de Cladosporium sp. Los reactores electroquimicos
fueron inoculados con 1 mL de una suspension de 8x10°¢ conidios/mL. Los conidios se
mantuvieron a 28°C con agitacion suave. Después de 72 horas de incubacion, se aplicé la
CE (0, 10, 30, 50 y 100 mA) durante 12 h. Después de este tiempo la CE fue retirada y se
evalué la viabilidad, la biomasa, contenido de melanina y actividad antioxidante, para la
seleccién de una intensidad de CE. La intensidad seleccionada se aplicé sobre el indculo

empleado en los experimentos de la seccién 5.5.

5.5 Efecto del hongo pretratado sobre D. viscosa en
presencia del Pb

Para evaluar el efecto del Pb en plantas D. viscosa asociadas con Cladosporium sp.
pretratado electroquimicamente, se llevaron a cabo los siguientes tratamientos (siguiendo

la metodologia descrita en la seccion 5.3):
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(i) D. viscosa + Pb (Dv+PDb)
(i) D. viscosa-Cladosporium sp sin pretratar + Pb (Dv+H+Pb)
(iii) D. viscosa-Cladosporium sp pretratado electroquimicamente + Pb (Dv+Hce+Pb)

(iv) D. viscosa-Cladosporium sp pretratado electroquimicamente - Pb (Dv+Hce)

Para cada tratamiento se usaron 13 unidades experimentales, y como variables de
respuesta se cuantifico el crecimiento de D. viscosa, concentracion de plomo en tejidos,

pigmentos fotosintéticos y actividad antioxidante, después de 50 dias de cultivo.

56 Métodos analiticos

5.6.1 Viabilidad de conidios

Para determinar la viabilidad de los conidios, se inocularon 30uL (300 UFC) de una
suspension de conidios (1x10* conidios/mL) con y sin pretratamiento electroquimico, en
cajas Petri con medio PDA y se distribuy6 en la superficie con una varilla de vidrio. Las
unidades formadoras de colonias (UFC) se contaron después de 72 h de incubacion a 28°C

y el resultado fue expresado en porcentaje de viabilidad.

5.6.2 Crecimiento superficial y biomasa fungica

Las mismas unidades experimentales utilizadas para la analizar la viabilidad, fueron
utilizadas para calcular el crecimiento superficial y la biomasa producida después de 14

dias de crecimiento (28°C, fotoperiodo de 12 h.)

Para calcular el crecimiento superficial (CS) del hongo, se obtuvieron fotos en cada
condicién y se analizaron con el software Image J, para conocer el area (cm?) que ocupa la
biomasa del hongo en la superficie del medio PDA contenido en cajas Petri (90 x 15 mm).

Este crecimiento se representd en porcentaje utilizando la siguiente ecuacion:

CS(%) Area de crecimiento del hongo 100
= — *
’ Area total de la caja Petri

Para el calculo de la biomasa, se extrajo el contenido de las cajas Petri y se sumergio en
50 mL de agua destilada caliente (100°C) durante 5 min. (esta operacion se realizé tres
veces) para separar la biomasa del medio de cultivo. La biomasa se recuperd y se seco en
una estufa (Binder BD115 3.1) durante 48 horas a 60°C. Una vez deshidratada la biomasa

se registro el peso. Con los resultados obtenidos de superficie de crecimiento y el peso de
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la biomasa seca, se obtuvo la densidad de la biomasa, dividiendo la biomasa (mg) sobre la

superficie de crecimiento (cm?).

5.6.3 Melanina

La melanina se cuantificé a partir de la biomasa seca segun el método propuesto por
Beltran-Garcia et al., (2014). La biomasa se sometié a una hidrdlisis basica, para lo cual,
en tubos de vidrio (Hach), de 16x100 mm, se agregaron 8 ml de NaOH (2M), y se colocaron
en un digestor (Hach DRB200) a 100°C durante 3 h. Se separo el sobrenadante y se ajusto
el pH a 2 con una solucion de HCI (3M); la solucidon se mantuvo en reposo 12 h a 4°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 min (Eppendorf
5810R), se retird el sobrenadante. Al precipitado se le realizé otra digestién con 8 ml HCI
(6M) a 100°C por 2 h, se centrifugé a 4000 rpom por 20 min y se retiré el sobrenadante. Al
precipitado obtenido se le agregd una solucion de etanol-cloroformo en relacion 1/10 para
la purificacion de la melanina. Finalmente, se extrajo el sobrenadante y el precipitado se
diluyé con agua destilada para su lectura en espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu UV-
1900i) a 400 nm.

5.6.4 Actividad antioxidante en Cladosporium sp.

La actividad antioxidante de Cladosporium sp. se cuantificd en la suspension de conidios
con y sin tratamiento electroquimico. Las muestras se filtraron con gasa, para separar la
solucidn electrolitica de los conidios germinados. A la solucion electrolitica se le aiiadié un
volumen igual de acetato de etilo, y se mezclé durante 10 min, para posteriormente ser
dejadas en reposo durante 5 min hasta la formacion de dos fases inmiscibles. Y se separ6
la fase superior que contenia los antioxidantes extraidos. Por otra parte, la biomasa
resultante se tritur6 en un mortero usando acetato de etilo (10 ml) y se filtré al vacio usando
papel filtro (Whatman 40) para obtener el extracto. Los extractos tanto de la solucion
electrolitica como de la biomasa se combinaron y se evaporaron hasta sequedad (60°C, 48
h). El rendimiento de los extractos oscil6 entre 20 a 30 mg/100 ml. Los extractos se
disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, 100 pg/mL) y se almacenaron a 4 °C (Sheik y
Chandrashekar, 2018).

La actividad antioxidante de los extractos se determiné mediante un ensayo de eliminacion
de radicales DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Para su analisis se prepard una solucion
de DPPH (0.135 mM) en metanol; 1 mL de esta solucion se mezclé con 1 mL del extracto

(Sheik y Chandrashekar, 2018). La mezcla de reaccion se agité un minuto y se dejo en la
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oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia de la mezcla se midio
en un espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu UV-1900i) a una absorbancia de 517 nm
usando acido galico como estandar. La capacidad de inhibir el radical DPPH se calculo

comao:

Abs control — Abs extracto

% de inhibicion = Abs control

5.6.5 Crecimiento (D. viscosa)

Después de 50 dias de cultivo se cuantificé el crecimiento de la planta a partir de la medicion
de la longitud de raices y tallos (cm) por separado. La cuantificacion de la biomasa se
registré en peso seco (PS), después de deshidratar el tejido vegetal sometiéndolo a una

temperatura de 60°C durante 48 h.

5.6.6 Pigmentos fotosintéticos

El contenido de carotenoides (Car), clorofila a (Cl a) y clorofila b (Cl b) se determind por

espectrofotometria (Lichtenthaler y Welloum, 1983).

Para esto, se colocaron muestras de hojas de tejido fresco (50 mg) y se trituraron con
nitrdgeno liquido para realizar la extraccion de los pigmentos. A las muestras trituradas se
les agregd 5 mL de acetona, y posteriormente se centrifugaron a 3000 x g (15 min). La
concentracién de los pigmentos (Car, Cl a y Cl b) se cuantificé en el sobrenadante a 470,
645 y 662 nm, respectivamente, y se calcularon de acuerdo con las formulas propuestas
por Lichtenthaler y Wellbum (1983).

5.6.7 pH

Se tomaron 2 g de agrolita peso fresco y se adicionaron 19 mL de agua desionizada. La
agrolita se mantuvo en agitacion mecanica (vortex) durante 2 min. y se registré el pH en el

sobrenadante con un potenciémetro (OAKTON pH 1100 Series).

5.6.8 Pb en raices y tallo

El Pb se cuantificd en raices y tallo de D. viscosa. Las raices fueron previamente lavadas
con una solucion de EDTA (10 mM) para eliminar el Pb superficial, y posteriormente se
enjuagaron con agua desionizada. Las muestras de raices (30 mg peso secos) y tallos (100

mg peso seco) se digirieron (200°C, 15min) utilizando una mezcla de HNOs y agua
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desionizada (5:4 v/v) en un digestor de microondas (CEM, MARSXpress). Las muestras se
filtraron con membranas de nylon de .45 ym (Whatman) y se adicion6é agua desionizada
hasta un volumen de 10 mL. El contenido de Pb en la solucion se determiné por
espectrometria de absorcion atomica a 283 nm, por el método de flama (Shimadzu, AA-
6300). El Pb se cuantifico utilizando una curva estandar de 0 a 1000 ug/mL. Con los datos

obtenidos se calcul6 el factor de translocacion (FT) con la siguiente ecuacion:

B Pb en tallos

FT = ,
Pb en raices

5.6.9 Actividad G-POX de D. viscosa

Para obtener el extracto enzimatico crudo (EEC), se pes6 biomasa fresca (PF) de raices
(50 mgq) y tallos (100 mg) de cada planta. Las muestras fueron trituradas con N liquido
durante 4 min. Posteriormente la biomasa se resuspendio en buffer de fosfatos (50 mM, pH
7.0) con inhibidor de proteasas (5 uL/100 mg de biomasa en PF, Sigma-Aldrich P8215)
utilizando una proporcion de 1 mL de buffer por cada 100 mg de PF. La suspensién se
centrifugd (10000 rpm, 20 min, 4°C) y el sobrenadante obtenido (EEC) se utiliz6 para

determinar la actividad guayacol-peroxidasa (G-POX).

La actividad G-POX se determiné espectrofotométricamente en los EEC, a 415 nm, usando
guayacol como sustrato reductor (Chance y Maehly. 1955). La mezcla de reaccion contenia
780 pl de buffer de fosfatos de sodio (50 mM, pH 7), 40 ul de guayacol (1% preparado en
buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH 7), 80 uL de H,O, (10 mM preparado en buffer de
fosfatos de sodio 50 mM, pH 7), y 100 pl de extracto crudo. La reaccion se inicioé con la
adicion de H,0, que, en el blanco, se sustituy6é por buffer (50 mM, pH 7). Una unidad de
actividad G-POX se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 mmol

de tetraguayacol por min a 27°C.

57 Analisis estadistico

Para establecer diferencias significativas entre las medias de las variables analizadas se
realizaron ANOVA con pruebas de Duncan y Tukey-Kramer usando el paquete estadistico
NCSS. Todas las pruebas se corrieron con al menos 3 réplicas por tratamiento y las

diferencias significativas entre medias se muestran con letras diferentes.
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6 Resultados y discusion

6.1 Tolerancia al Pb por D. viscosa asociada a
Cladosporuim sp.

El suelo es el medio por el cual las plantas, a través de las raices, adquieren elementos
esenciales para su desarrollo; a la vez, estas absorben elementos toxicos incluyendo
mercurio, cromo, cadmio, arsénico y plomo (Pb). La absorcion de elementos téxicos altera
los procesos fisioldgicos y bioquimicos en las plantas, como la fotosintesis, la sintesis de
proteinas y el equilibrio redox, ya que aceleran la generacién de ERO (Aslam et al., 2021).
Con el fin de conocer la concentracién de Pb que D. viscosa puede tolerar inoculada con
Cladosporium sp., plantas de D. viscosa fueron trasplantadas a tubos de cultivo que
contenian agrolita contaminada o no con Pb (2000 mg/kg), para posteriormente ser
inoculadas con una suspensioén de conidios de Cladosporium sp. (1x108 conidios/mL)
Aunque antes de evaluar la tolerancia de la asociacion planta-hongo, se realizaron pruebas

de escarificacién de semillas de D. viscosa para aumentar el numero de plantas obtenidas.

6.1.1 Escarificacion de semillas

Para mejorar la germinacion y el crecimiento de las plantas de D. viscosa, se evaluaron tres
métodos de escarificacion de semillas: tratamiento térmico, sonicacion y térmico con
sonicacion. Las semillas maduras de D. viscosa presentan latencia exdgena, proporcionada
por una cubierta impermeable al agua; misma que se puede interrumpir usando varios
métodos de escarificacion como: agua caliente, calor seco, incubacion humeda y calida,
almacenamiento seco a largo plazo y remojo en acido sulfurico concentrado. Se ha
reportado que la latencia fisica en las semillas de seis especies de Dodonaea podia
eliminarse sumergiendo las semillas en agua caliente (Cook et al., 2008). También las
ondas ultrasonicas pueden romper el periodo de latencia de las semillas y mejorar la

vitalidad y la tasa de germinacion de las semillas (Chiu, 2015).

Entre los tres tratamientos evaluados, la combinacion de escarificacidon térmica y sonicacion
mostré un mayor porcentaje y vigor de germinacion (Figura 5), con mas de 80% de
germinacion de semillas y un vigor promedio de 3.6/5. El tratamiento menos efectivo resulto

ser la sonicacion con 27% de germinacion y un vigor de germinacion de 1.4/5.
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Figura 5. Porcentaje y vigor de germinacion de semillas de D. viscosa expuestas a tres
tratamientos de escarificacion, después de 12 y 24 dias de germinacion, respectivamente
(n=18). Las barras representan la germinacion (%) y la linea el vigor de germinacion.

Al-Namazi et al., (2020), reportaron que, al sumergir semillas de D. viscosa en agua caliente
(100°C), por 10 min, se obtuvo 90% de germinacién, mientras que, en las semillas sin
tratamiento se obtuvo cerca del 30%. Esto sugiere que, el aumento en la germinacion se
debe a que el agua caliente abre una brecha en la testa de la semilla y a través de la cual
ocurre la imbibicién (Baskin et al., 2004). En el presente estudio, siguiendo el tratamiento
unicamente con agua caliente (70°C), el porcentaje de germinacién fue de 41% (Fig 13),
resultado significativamente menor comparado con lo reportado por Al-Namazi et al.,
(2020), esto puede deberse a que la temperatura del agua para la escarificacion fue menor

(70°C vs 100°C), asi como el tiempo de exposicioén (3 min. vs 10 min.).

En el caso del uso de frecuencias ultrasénicas en la germinacion de semillas, Zhang et al.,
(2022), probaron el efecto de la sonicacion en la germinacion de semillas de maiz (Zea
mays), y encontraron que el porcentaje de germinacion después del tratamiento aumento
en un 10% comparado con las semillas sin tratamiento, y la longitud de los brotes aumento
27%. Aunque en el presente estudio se expusieron las semillas a un tratamiento de
sonicacion exclusivamente, este no tuvo efecto sobre la germinacion, lo cual se puede
atribuir a la caracteristica de impermeabilidad de la testa de las semillas de D. viscosa. Ya
que la vibracién mecanica generada por una onda ultrasénica puede acelerar la velocidad
a la que el agua penetra en la semilla, contribuyendo a que esta salga de su estado latente,

sin embargo, para que esto ocurra en este tipo de semillas se debe romper la latencia con
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métodos mas agresivos que eliminen la impermeabilidad o generen brechas en la testa para

que ocurra la imbibicion (Al-Namazi et al., 2020).

No obstante, con la combinacién de tratamientos, térmico y sonicacién, se registré un
porcentaje de mas del 80% de germinacion, dos veces mas que el tratamiento térmico.
Debido a que el tratamiento térmico y la sonicacion son métodos complementarios, por una
parte, el calor escarifica la semilla lo que permite que el agua entre a la semilla y comience
el proceso de germinacién. Después la sonicacion aumenta la absorcion de agua al mismo
tiempo que estimula el embridn al acelerar las reacciones fisiolégicas y bioquimicas (Zhang
et al., 2022). Qin et al., (2003), mencionan que la induccion ultrasénica puede acelerar la
division, el crecimiento de las células vegetales y la sintesis de proteinas de los
protoplastos, que tiene un impacto en la disminuciéon del tiempo de germinacion de las
semillas. En comparacién con los tratamientos térmicos, la aplicacion de técnicas no
térmicas, como el ultrasonido, no se limita a modificar las propiedades fisicoquimicas de las
semillas, ya que también se pueden lograr mejoras en los componentes nutricionales (Xia
et al., 2019), que se pueden reflejar en la obtencién de plantas mas vigorosas o de mejor

calidad.

6.1.2 Tolerancia al Pb por la asociacion planta-hongo

Se ha estudiado ampliamente que el exceso de Pb en el suelo puede causar efectos
negativos en el desarrollo y crecimiento de plantas, debido a la toxicidad y acumulacioén en
su biomasa vegetal (Shahabivand et al., 2019; Zulfiqar et al., 2019). El estrés que provoca
la acumulacién de Pb en tejidos vegetales ha propiciado la busqueda de nuevas estrategias
para minimizar estos efectos. Por ejemplo, la inoculacion de hongos septados oscuros en
plantas ha demostrado beneficios, como aumento en la tolerancia a la presencia de MP,

asi como la estimulacion sobre el crecimiento vegetal (Yang et al., 2023).
Crecimiento vegetal

Se evalué el efecto del plomo (Pb) a diferentes concentraciones (0, 1000, 2000, 3000, 4000
y 6000 mg/kg) en D. viscosa inoculada con un hongo del género Cladosporium, mediante
la cuantificacion de biomasa (peso seco) y la elongacion de tallos y raices, con el objetivo
de determinar el indice de tolerancia (IT) y la concentracion inhibitoria media (Clso) de Pb
en la planta (Figura 6 y 7). Los datos de longitud de tallos y raices no mostraron una
tendencia definida ni diferencias significativas en comparacion con el control sin Pb, por lo

que solo se presentan los resultados correspondientes a la biomasa.
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Como se observa en la Figura 6, el Pb tiene un efecto negativo sobre el crecimiento de D.
viscosa asociada con Cladosporium sp, cuando se encuentra en concentraciones por arriba
de 3000 mg/kg, mostrando una disminucion en el peso seco de las plantas, particularmente
en raices (36% a 3000, 43% a 4000 y 69% a 6000), en comparacion con el control. Mientras
que, las plantas expuestas a 2000 mg/kg presentaron un aumento de 30%, respecto a las
plantas en ausencia de Pb. La biomasa de tallos presenté un aumento en las
concentraciones de 1000 mg/kg (40%), mientras que para 6000 mg/kg se observo una

disminucion en la biomasa (42%), comparado con el control.
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Figura 6. Biomasa de D. viscosa peso seco (PS) después de 40 dias cultivo. Expuestas a
diferentes concentraciones de Pb (0 — 6000 mg/kg) e inoculada con Cladosporium sp.
(concentracion de conidios). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05,
n=4).

Rodriguez et al. (2015), evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de Pb (0, 10,
100, 500, 1000 mg/kg) en Pisum sativum (chicharo). Observaron una disminucion en la
biomasa (peso seco) de tallos y raices con una concentracion de 1000 mg/kg de Pb (42 y
68% respectivamente), siendo mas susceptibles las raices. Particularmente sobre la planta
D. viscosa, Rojas (2014) determiné la tolerancia al Pb (0 a 3000 mg/kg), reportando que la
produccion de biomasa en brotes disminuyé ligeramente (8 y 16%, respectivamente),
mientras que en las raices se registré una disminucion de 32 y 33%, respectivamente. La
exposicion de D. viscosa a 3000 mg Pb kg-1 AS resulto fitotdxica, ya que provocd una

reduccién importante (55 y 73%, respectivamente) en la produccién de biomasa de brotes
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y raices. Anicacio (2014), reportd un aumento de 20% en el crecimiento relativo de D.

viscosa inoculada con Cladosporium sp. en presencia de Pb (2000 ppm).

Estos trabajos evidencian que la toxicidad del Pb tiene un impacto en el crecimiento de las
plantas, y que la respuesta esta determinada por la especie y la concentracion del

contaminante (Kanwal et al., 2020).

Aunque las concentraciones de Pb de 1000 y 2000 mg/kg afectan negativamente el
crecimiento en D. viscosa (Rojas-Loria et al., 2014), también la presencia de ciertos
microorganismos en las raices puede proteger a la planta contra los efectos tdxicos del
contaminante. En particular, en el presente trabajo se observé un aumento en la biomasa

de tallos y raices, en plantas expuestas a Pb, por la presencia del hongo Cladosporium sp.

Esto sugiere que la presencia del metal induce respuestas en el hongo, que favorecen el
crecimiento vegetal, puesto que, en las plantas que fueron inoculadas con el hongo, pero
en ausencia del metal, se registré un peso menor. Esta respuesta podria estar relacionada
con una estimulacion la actividad metabdlica del hongo, como lo menciona Qiu et al., (2021),
quienes asumen que la exposicion a Pb?* (0.893 mmol/L) estimula la actividad microbiana
al promover el ciclo TCA de Aspergillus niger. En Cladosporium sp. podria estar ocurriendo
algo similar, es decir, que la presencia de Pb induce cambios en el metabolismo de este

hongo que impactan en su asociacién con D. viscosa de manera positiva.
Indice de tolerancia (IT) y concentracion inhibitoria media (Clso)

En las plantas, las raices son mas susceptibles a los efectos toxicos causados por la
exposicion a Pb que otros érganos de las plantas, ya que, estas estan en contacto directo
con el contaminante. Por esta razoén, y por los resultados obtenidos de biomasa de tallos y
raices, se selecciono el peso seco de raices como la variable de respuesta para estimar el
IT y la Clso (Fig. 7). Encontrando que el IT muestra una tendencia a disminuir a medida que
aumenta la concentracién de Pb en el soporte, no obstante, a la concentracion de 2000
mg/kg se presenta un valor que no sigue la tendencia, aumentando el IT 15% en

comparacion con el control. La Clso resulté ser de aproximadamente 3987 mg/kg de Pb.

En estudios previos se ha reportado en D. viscosa, una Clso de 2797 mg/kg de Pb, bajo
condiciones in vitro, y agrolita como soporte modelo (Rojas-Loria et al., 2014). Sin embargo,
en el presente estudio, cuando la planta fue inoculada con el hongo Cladosporium sp.
(1x108% UFC/mL) bajo condiciones de cultivo similares, se registré una Clsp mayor (<4000

mg/kg), lo que indica un aumento en la tolerancia al Pb por efecto del hongo. Esto

33



concuerda con lo reportado por diversos autores, que mencionan que la presencia de
microorganismos en la rizosfera mejora la tolerancia a MP (Timmusk et al., 2017; He et al.,
2020; Manoj et al., 2020; Khalid et al., 2021; Sun et al., 2022). En cuanto a las interacciones
endofiticas, estas incluyen beneficios como, un mejor crecimiento de las plantas, mayor
contenido de nutrientes, resistencia o tolerancia a enfermedades y mayor tolerancia a estrés
por metales pesados (Uzma et al., 2019). Ejemplo de esto, son los trabajos realizados por
Bilal et al., (2019), donde evaluan la co-inoculaciéon de Paecilomyces formosus LHL10 y
Penicillium funiculosum LHLO6, en soya (Glycine max) expuesta a distintos metales
pesados (Ni, Cd y Al); encontrando que, la inoculacién con ambos hongos promovié el
crecimiento de las plantas; no obstante, la inoculaciéon con LHLO6 mostré capacidad para
promover el crecimiento y la tolerancia vegetal, asi como una reduccion en la acumulacion

de metales.
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Figura 7. indice de tolerancia (IT) de D. viscosa expuesta a diferentes concentraciones de Pb
(0-6000 mg/kg) después de 40 dias de cultivo. El IT se estim6 con datos de la biomasa de la
raiz (en base seca). Las letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05, n=4).

Como indican los resultados obtenidos de biomasa y tolerancia al Pb, el hongo
Cladosporium sp. tiene un impacto positivo en D. viscosa en presencia del metal, ya que
aumenté la tolerancia al contaminante, e incluso se aprecia un efecto estimulante que se
refleja en un mayor crecimiento de las plantas expuestas a las concentraciones de 1000 y

2000 mg/kg. Si bien, la planta mostré una alta tolerancia al Pb con la inoculacion del hongo
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(CI50=3987 mg/kg de Pb), se selecciond la concentracién de Pb de 2000 mg/kg para las

pruebas posteriores por dos razones principales:

1. Las plantas inoculadas obtuvieron un aumento de biomasa en raices, lo cual es de
gran importancia considerando que la raiz es el 6rgano mas expuesto a la condicién
de estrés.

2. A concentraciones de Pb superiores a 2000 mg/kg, la colonizacion del hongo en el
soporte (agrolita) disminuye, lo que indica un efecto toxico para el microorganismo a

concentraciones mayores a 3000 mg/kg.

6.2 Pretratamiento electroquimico

6.2.1 Condiciones de operacion del reactor electroquimico

La caracterizacion del reactor electroquimico se realizé bajo condiciones abidticas para
establecer los parametros de operacion, con el fin de identificar cambios drasticos de
temperatura o pH de que pudieran inhibir el crecimiento del hongo. Los valores de operacion
de la celda se establecieron aplicando diferentes intensidades de corriente (5 — 500 mA)
entre los electrodos y la solucién electrolitica (0.1 M:KH2POQs), registrando un potencial de

celda entre 1.5 — 15V, como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Caracterizacion del reactor electroquimico en condiciones abidticas utilizando
solucién electroquimica (0.1 M:KH2PO4). Registro del potencial de celda (V), puntos rojos, y
temperatura (°C), puntos azules, en funcién de la intensidad de corriente eléctrica impuesta
(mA).
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Como se observa en el voltamperograma (Figura 8), el potencial de celda (V) aumenta
linealmente con la intensidad de la corriente, indicando un comportamiento igual al de
una resistencia eléctrica. Bajo este supuesto, el campo eléctrico actua
solo como un factor de estrés abiodtico, provocando modificaciones fisioldgicas en el

microorganismo.

Por otro lado, los datos registrados de temperatura y pH durante la aplicacion de la corriente
muestran ligeras modificaciones en el sistema. Al inicio del tratamiento, el pH se mantuvo
constante (5.7), sin embargo, a partir de 30 mA se observé una disminucion (4.8),
alcanzando un valor final de 4.2 al aplicar 500 mA. En cuanto a la temperatura, esta
comenzo a aumentar por arriba de 350 mA, alcanzando una temperatura de 34°C, llegando
a un maximo de 49°C al aplicar 500 mA. Este aumento de temperatura afecta el
metabolismo del hongo disminuyendo su actividad metabdlica, puesto que la temperatura

6ptima para el crecimiento de este microorganismo es de 28°C.

Por esta razon se considerd que el intervalo de seleccidn de la intensidad de corriente para
los tratamientos fuera entre 5100 mA que corresponde a un potencial de celda de 1.5y 5
V. Seleccionando 0, 10, 30, 50 y 100 mA, (0, 2, 2.5, 3.3 y 5V, respectivamente) durante 12

horas para el pretratamiento a los conidios de Cladosporium sp.

6.2.2 Germinacion de los conidios y efecto de la CE en el crecimento
de Cladosporium sp.

Con el objetivo de inducir un estimulo sobre Cladosporium sp., se aplicaron 4 intensidades
de corriente eléctrica, como un factor de estrés. La exposicion a la CE fue durante la etapa
de germinacion del hongo, utilizando electrodos de titanio recubiertos con oxido de rutenio

colocados dentro de un reactor electroquimico.

En la Figura 9 se presentan los porcentajes de germinacion, mostrando que, tras 20 h de
cultivo, mas del 90% de los conidios habian germinado. Considerando un conidio
germinado cuando el tubo germinativo fue igual o mayor al diametro de este (Safavi et al.,
2007).

Sin embargo, los conidios recién germinados (20 h) pueden ser vulnerables a los efectos
negativos del estrés. Puesto que, se ha demostrado que la corriente eléctrica puede resultar

letal en esporas recién producidas como reportan Velasco-Alvarez et al. (2011), quienes

36



tras varias pruebas encuentran que el momento mas indicado para aplicar la corriente
eléctrica es cuando ha finalizado |la etapa de germinacion de las esporas.

Por esta razon, se establecié la aplicacion de la CE a las 72 h de germinacion, permitiendo
asi el desarrollo de la hifa y asegurando que los conidios germinados tuvieran una mayor

resistencia al estrés inducido.
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de los conidios de Cladosporium sp. durante 20 h.

Una vez seleccionadas las intensidades de corriente eléctrica (0, 10, 30, 50 y 100 mA; 12
h) y el tiempo de germinacién (72 h), se evaluo el efecto de la CE sobre el crecimiento del
hongo. Para evaluar el efecto del tratamiento se inocularon cajas Petri con medio PDA con
la suspensién de los conidios tratados con CE, cuantificando, la viabilidad, el crecimiento

superficial y la biomasa del hongo.
Viabilidad

La viabilidad en hongos conidiales, se refiere a la capacidad que presentan los conidios
para germinar y dar origen a una colonia visible. Esta puede verse afectada por condiciones
ambientales desfavorables, como la generacion de ERO, lo que podria reducir la

germinacion o limitar su crecimiento.

En la figura 10 se muestra que la viabilidad de los conidios disminuy6 al aumentar la
intensidad de CE. La aplicacion de 10 y 30 mA provocé una pérdida de viabilidad cercana
a 25%, para 50 mA se observé una disminucién de mas de 85%, y para 100 mA el resultado

fue letal, presentando una inhibicion total en el crecimiento fungico.
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Figura 10. Porcentaje de viabilidad en esporas de Cladosporium sp. después de 72 h de
cultivo y expuestas a diferentes intensidades de CE (12 horas). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p< 0.05, n=3).

Diversos estudios reportan que intensidades elevadas tienen un efecto inhibitorio sobre
microorganismos. La mayoria se enfocan en bacterias y en el potencial de la CE para
inactivar o eliminar microorganismos. Por ejemplo, Park et al. (2003), mostraron que la
aplicacion de una intensidad de CE de 1 A causa dafios irreversibles en células bacterianas.
Diao et al. (2004), encontraron un efecto negativo sobre Escherichia coli., al aplicar una
intensidad de 320 mA (2 min), observando la mortalidad del 99.8%. No obstante, también
se han reportados efectos similares en otros microorganismos cuando se aplican
intensidades de corriente mas bajas con un proposito distinto a la inactivacion microbiana.
Tal como reportan Hosseini et al. (2014), en Fusarium oxysporum al ser expuesto a 10mA,
se presentd una disminucion del 30% en su crecimiento, en comparacién con el control.
Rodriguez-Gémez et al. (2020), encontraron que en el hongo Metarhizium anisopliae se
redujo la viabilidad de los conidios un 20% al aplicar una CE (1.3 mA) respecto al control.
Estos reportes coinciden con lo descrito en el presente trabajo, que incluso a intensidades

moderadas de CE existe un impacto sobre la viabilidad de los microorganismos.

El impacto negativo de la CE sobre la viabilidad de los microorganismos puede no deberse
per se a la accion de la CE, sino mas bien, a efectos que se pueden presentar durante la
aplicacion del campo eléctrico; estos efectos dependen del medio al que se le éste
aplicando la CE, por ejemplo, la resistencia que presente el medio, aumento de la

temperatura por la pérdida 6hmica, variaciones en el pH, o produccién de moléculas téxicas
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(ERO) debido a las reacciones electroquimicas, son algunos de los factores que pueden
afectar la viabilidad. Sin embargo, en el reactor electroquimico no se presentaron
modificaciones de temperatura a las intensidades de CE probadas, y los cambios de pH
(5.7 a 4.8) no se encuentran en una magnitud que puedan influir en la viabilidad del hongo,
ya que se ha registrado que los hongos pueden crecer dptimamente en ambientes con
valores de pH entre 4 y 6 (Vazquez-Garcia et al., 2002). Por lo tanto, la disminucién en la
viabilidad por efecto de la CE podria atribuirse a los productos de la electrolisis del agua
que conducen a la produccién de ERO, como H;02, que es un compuesto altamente dafiino

para los microorganismos (She et al., 2006).
Crecimiento superficial

El crecimiento de los conidios de Cladosporium sp. inoculadas en cajas Petri con PDA
(después de la exposicion a la CE), se cuantific6 mediante la medicion del area superficial

de las colonias, mostrando un efecto negativo de la CE (Fig. 11).

0 mA 10 mA 30 mA 50 mA

Figura 11. Crecimiento de Cladosporium sp. en cajas Petri con medio PDA, después de aplicar
diferentes intensidades de CE (72 h, después de la germinacioén de los conidios).

El porcentaje de superficie colonizada por el hongo mostré una tendencia a disminuir con
el aumento de intensidad de CE (Fig. 12). En el control (sin CE) se obtuvo un 87% de
colonizacion de la superficie total de la caja (63 cm?) en 14 dias, mientras que, al aplicar
intensidades de CE de 10, 30 y 50 mA, se observé un porcentaje de colonizacién de 58, 48

y 31, respectivamente.
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Figura 12. Crecimiento superficial de Cladosporium sp. expuesto a distintas intensidades de
CE, con 14 dias de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05,
n=3).

Las causas de la disminucion del crecimiento microbiano por accién de una CE son
complejas y estan relacionadas con el tipo de microorganismo, el medio y los materiales
usados en los electrodos (Valle et al., 2007). Hosseini et al., (2014), probaron el efecto de
la CE (electrodos de platino, medio mGYP, 10 mA) sobre el crecimiento de Fusarium
oxysporum, encontraron que la produccién de micelio y esporas disminuye y las esporas
producidas fueron de mayor tamano, respecto al control en donde hubo mayor produccién

de micelio de esporas.

Este comportamiento puede deberse a la formacién de ERO debido a las reacciones de
electrdlisis del agua. Ya que, se ha estudiado el efecto de las ERO sobre el crecimiento de
hongos filamentosos, encontrando que la presencia de H>O, conduce a una disminucion

del crecimiento de hifas (Kreiner et al., 2003).
Biomasa

Después de aplicar la CE en los conidios, se observd una tendencia inversa al crecimiento
superficial, es decir, la densidad de la biomasa fue mayor conforme aumenté la intensidad
(Fig. 13). La densidad de la biomasa se obtuvo dividiendo el peso fresco (PF) de la biomasa
obtenida en cada caja Petri entre la superficie colonizada (mg/cm?).
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Figura 13. Densidad de biomasa de Cladosporium sp. expuesto a distintas intensidades de
CE después de 14 dias de cultivo. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05, n=3).

La mayor densidad en la biomasa (10.6 mg/cm?) se presenté con el pretratamiento con 50
mA, mientras que, para 10 y 30 mA se registré6 una densidad de 5.7 y 6.8 mg/cm?
respectivamente, mostrando una diferencia estadisticamente significativa para 30 y 50 mA,
respecto al control (4.1 mg/cm?). Esto indica, que la CE puede inducir modificaciones en el
hongo, con posibles impactos en la morfologia y el metabolismo del hongo como respuesta

al estrés generado.

En general, la exposicién de microorganismos a una CE tiene efectos negativos sobre el
crecimiento (Kim et al., 2010, Krol y Jarmoluk 2014, Ailijiang et al., 2016). Por ejemplo,
Velasco-Alvarez et al., (2011), observaron que, al aplicar una corriente de 8 mA durante 24
horas, en micelio de Aspergillus niger, se presenté una disminucién en el crecimiento del

hongo, respecto al control.

Existe evidencia de que el estrés oxidante provocado por una CE puede presentar efectos
notorios sobre la morfologia de los hongos filamentosos (Velasco-Alvarez et al, 2017,
Hosseini et al., 2014). Asimismo, se ha reportado que, en ambientes ricos en oxigeno la
longitud de las hifas disminuye y aumenta la ramificacion (Bai et al., 2004), lo que explica
por qué se produce una gran cantidad de biomasa en un area de superficie pequena. Estos
cambios en la morfologia también pueden impactar en el aumento de la tolerancia a

ambientes estresantes, al reducir la superficie expuesta a agentes inductores de estrés.
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6.2.3 Efecto de la CE sobre mecanismos de defensa en Cladosporium

Sp.

Cuando los microorganismos son expuestos a cambios en su entorno, provocando algun
tipo de estrés, estos, generalmente activan mecanismos de respuesta, es decir, son
capaces de adaptarse al nuevo entorno aumentando su tolerancia al estrés; incluso en

algunos casos, se ha observado que el estrés puede estimular el crecimiento (Tan et al.,
2022).

Los hongos septados oscuros exhiben mecanismos de defensa en respuesta al estrés, que
incluyen modificaciones morfolégicas, mayor generacion de pigmentos como la melanina,
asi como un aumento en la produccion de enzimas antioxidantes y antioxidantes no

enzimaticos como mecanismos de defensa (Ban et al., 2023).
Melanina

En el presente estudio, se encontré que la aplicacion de CE sobre conidios de Cladosporium
sp., aumento la produccion de melanina (Fig. 14), cuantificando concentraciones mayores
a 3 mg por g de biomasa seca (BS). Aunque, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, si se observé una diferencia entre 10 mA (3.5 mg/g de
BS) y el control (2.6 mg/g de BS). Este resultado nos indica que una baja intensidad de CE
es suficiente para estimular la produccion de melanina y al mismo tiempo, causar un efecto

positivo para contrarrestar el efecto de estrés al que son sometidos los organismos.

La induccion de estrés puede aumentar la produccion de melanina como un mecanismo de
defensa en los DSE. En un estudio realizado con hongos aislados de suelos con altos
niveles de radiacion, como Purpureocillium lilacinum, se encontré que el contenido de
melanina fue entre 2 y 2.5 veces mas, respecto a cepas aisladas de areas libres de
radiacion (Gessler et al., 2014). Por otro lado, Zhan et al., (2011) demostraron en un hongo
septado oscuro Exophiala pisciphila, como aumentaba la produccion de melanina (9 a 12
mg/g de biomasa seca), conforme aumentaba la concentracion de Cd (I1) de 50-350 mg L™,
respectivamente. Otros estudios como los realizados por Ban et al., (2023), encontraron un
incremento en el contenido de melanina (350 %, por arriba del control) en Exophiala
salmonis, cuando fue expuesto a una concentracion de 250 mg/L de nanoparticulas de
oxido de cobre (IlI) CuO.
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Figura 14. Contenido de melanina en la biomasa de Cladosporium sp. expuesto a distintas
intensidades de CE, después de 14 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p < 0.05, n=3).

El aumento en la produccién de melanina en organismos expuestos a estrés es una
respuesta esperada, ya que la melanina confiere tolerancia a ambientes desfavorables,
estos ambientes estresantes conducen a la induccion de estrés oxidante. Suarez-Vergel et
al., (2021), en cepas de Cordyceps fumosorosea CHE-CNRCB 303 y Cordyceps javanica
ARSEF 3302, demostraron que la melanina producida por estos hongos presenté actividad
antioxidante, ademas, los conidios melanizadas presentaron una mayor termotolerancia y
resistencia a radiacion UV-B que los conidios no melanizadas. También Suthar et al.,
(2023), sugieren que la melanina producida por hongos ascomicetos como C. neoformans,
Aspergillus nidulans, Aspergillus bridgeri y A. alternata presentan una potente actividad

antioxidante

Esto indica que la melanina es importante en la eliminaciéon de ERO y en la proteccion

contra el estrés oxidante en muchas especies de hongos.
Actividad antioxidante

La respuesta del hongo a la CE (0, 10, 30 y 50 mA; 12 h), concerniente a la produccion de
moléculas antioxidantes, se evalué mediante la capacidad de neutralizacién del radical
DPPH intra (conidios germinados) y extracelularmente (solucién electrolitica), en los

extractos obtenidos.
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Los resultados obtenidos (Fig. 15) muestran que la exposicion a una intensidad de CE de
10 mA promovié la produccion de compuestos antioxidantes al presentar el mayor
porcentaje de inhibicién del radical DDPH (34% £ 1.2), mientras que intensidades de 30 y
50 mA, el porcentaje de inhibicion fue menor (27% + 0.4) en comparacién con el control sin
CE (30% % 0.6).
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Figura 15. Actividad antioxidante de Cladosporium sp. expuesto a distintas intensidades de
CE durante 12h. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05, n=3).

Zhang et al. (2011) evaluaron la actividad antioxidante en Exophiala pisciphila, reportando
que, a una concentracion de extracto de 100 ug/ml de antioxidantes, el porcentaje de
inhibicién del radical fue menor a 20%. En el presente trabajo el porcentaje de inhibicion en
todos los tratamientos fue mayor a 20%, alcanzado un valor maximo de 34% (10 mA),
mostrando una mejor capacidad de inhibicion del DPPH por Cladosporium sp.

independientemente del tratamiento aplicado.

Sheik y Chandrashekar (2018), probaron la capacidad antioxidante de distintos hongos
enddéfitos mediante el ensayo de neutralizacion de DPPH, entre los hongos evaluados
Curvularia pallescens y Hypoxylon anthochroum mostraron la mayor capacidad
antioxidante; encontrando porcentajes de inhibicion del DPPH de 66.5 y 49.5 %,
respectivamente, mientras que Fusarium oxysporum y Alternaria alternata presentaron los
porcentajes de inhibicion mas bajos con 7.4 y 17.6 %, respectivamente. Estos valores
evidencian que el contenido de compuestos antioxidantes en los hongos varia dependiendo

de la especie.
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Los resultados obtenidos en esta etapa indican que la CE influye en las variables
relacionadas con la viabilidad y crecimiento de Cladosporium sp., también en las variables
relacionadas con mecanismos de defensa contra estrés. Es decir, la aplicacién de una baja
intensidad de CE (10 mA) provoca efectos positivos, especialmente en los mecanismos de
defensa (produccién de melanina y compuestos antioxidantes). Esto concuerda con lo
reportado por Beretta et al, (2019) quienes mencionan que la aplicacion de CE con
intensidades cercanas a 10 mA en microorganismos causa efectos estimulantes. Por lo
tanto, para evaluar el efecto de Cladosporium sp. pretratado, inoculado en D. viscosa
expuesta a Pb, se eligid una intensidad de 10 mA durante 12h sobre los conidios

germinados, como factor de estrés.

6.3 Efecto de Cladosporuim sp. pretratado sobre la tolerancia al
Pb en D. viscosa

La exposicion de las plantas a niveles téxicos de MP desencadena una amplia gama de
alteraciones fisiologicas y metabdlicas. Sin embargo, como los MP tienen diferentes sitios
de accion dentro de la planta, la respuesta toxica difiere entre ellas. El efecto de toxicidad
por MP se refleja en una disminucion en el crecimiento de la planta que incluye: clorosis de
las hojas, necrosis, pérdida de turgencia, disminucion en la tasa de germinacion de semillas
y un aparato fotosintético paralizado, a menudo correlacionado con procesos de

senescencia progresivos o con la muerte de la planta (Kumar et al., 2020).

Para superar el dafio causado por la toxicidad del Pb, las plantas presentan mecanismos
de defensa, que en términos de biorremediacién se consideran poco eficientes. Por lo que
se han implementado técnicas para conferir resistencia o aumentar la tolerancia en
ambientes contaminados con MP (Aslam et al., 2021) como el uso de microorganismos
modificados que reducen la toxicidad de los elementos téxicos y que podrian conferir

resistencia a las especies vegetales (Padhan et al., 2021).

Para evaluar el efecto del hongo pretratado con CE sobre la tolerancia al Pb (2000 mg/kg),
en asociacion con D. viscosa, se cuantifico el crecimiento (biomasa y longitud), la
acumulacion de Pb en los tejidos, el contenido de pigmentos fotosintéticos y la actividad de
la enzima G-POX. Estas variables fueron analizadas bajo cuatro diferentes condiciones: i)
D. viscosa expuesta a Pb sin in6culo (Dv+PDb), ii) D. viscosa expuesta a Pb e inoculadas

con el hongo sin pretratmiento con CE (Dv+H+Pb), iii) D. viscosa expuesta a Pb e
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inoculadas con el hongo pretratado con CE (Dv+Hce+Pb), y iv) D. viscosa inoculada con el
hongo pretratado con CE y sin Pb (Dv+Hce)

6.3.1 Crecimiento

Los cambios morfoldgicos en la planta sirven como un indicador visual de estrés en las
plantas y pueden proporcionar informacion valiosa sobre la toxicidad de la contaminacion
por Pb en el medio ambiente (Soltabayeva et al., 2021). Como se observa en la Figura 16,
las plantas no mostraron sintomas de toxicidad, como enrollamiento de las hojas, clorosis
y necrosis; esto corrobora que esta especie exhibe cierta tolerancia a este contaminante.
Las plantas en condiciones Dv+Hce+Pb y Dv+Hce, presentaron una mejor apariencia, de
manera contraria, las plantas en la condicion Dv+Pb tenian un aspecto mas desfavorable,

reflejando el efecto benéfico de la inoculacion en la planta por la presencia del Pb.

El crecimiento de D. viscosa, en términos de longitud, no muestra diferencias significativas

en las condiciones probadas, por lo tanto, los datos obtenidos no son mostrados.
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Figura 16. Crecimiento de D. viscosa después de 50 dias de cultivo, en las diferentes condiciones
analizadas. a) Dv+Pb: Planta con Pb; b) Dv+H+Pb: Planta y hongo, con Pb; ¢) Dv+Hce+Pb:
Planta y hongo pretratado (CE), con Pb; d) Dv+Hce: Planta y hongo pretratado (CE), sin Pb.

46



Respecto a la biomasa, los resultados indican que la inoculacion con Cladosporium sp.
pretratado mejora el crecimiento de la planta (Fig. 17). Particularmente, los tallos de las
plantas inoculadas con el hongo pretratado (Dv+Hce+Pb y Dv+Hce), presentaron un mayor
crecimiento hasta (2.36 veces mas), respecto a los tratamientos en ausencia del hongo
pretratado (Dv+Pb, Dv+H+Pb). En cuanto a la biomasa de raices, el tratamiento que mostro
diferencias significativas respecto de D. viscosa con Pb, fue el tratamiento Dv+Hce+Pb, con

una biomasa 2.3 veces mayor.
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Figura 17. Biomasa (PF: peso fresco) de D. viscosa en las diferentes condiciones analizadas,
después de 50 dias de cultivo (25°C fotoperiodo de 12 h.). Dv+Pb: Planta con Pb; Dv+H+Pb:
Planta y hongo, con Pb; Dv+Hce+Pb: Planta y hongo pretratado (CE), con Pb; Dv+Hce:
Planta y hongo pretratado (CE), sin Pb. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05, n=4).

Cuando D. viscosa esta asociada con el hongo sin tratar y en presencia de Pb, también se
observé una respuesta positiva, ya que, el tallo y las raices crecieron entre un 60y 75 %
mas que en las plantas solo con el Pb. Esta respuesta es similar a lo observado por Anicacio
(2014), quienes reportan un aumento en el crecimiento del 70%, en plantas de D. viscosa
asociadas con un hongo del género Cladosporium y una concentracion de Pb de 2000
mg/kg, respecto a las plantas sin indculo.

Otro estudio referente al impacto de indculos fungicos en especies vegetales en presencia
de MP es el de Quan et al., (2023), en el cual, se evalud el impacto de la inoculacion de dos
especies de Laccaria en plantas de Pinnus densiflora, observando un aumento significativo

en el crecimiento de las plantulas en presencia de 600 mg/kg de Cd y Cu.
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En lo que respecta a la asociacion entre hongos y plantas, hasta el momento, hay pocos
reportes que indiquen el efecto de indculos pretratado electroquimicamente en plantas
cultivadas en suelos contaminados con MP, lo que resalta la novedad del presente estudio.
Los resultados obtenidos en D. viscosa sugieren que el pretratamiento con CE aplicado al
hongo Cladosporium sp., indujo modificaciones en el microorganismo que impactaron de

manera benéfica en el crecimiento de D. viscosa, bajo condiciones de estrés por Pb.

Por ejemplo, Cladosporium sp. puede estar estabilizando el Pb en el soporte (agrolita)
disminuyendo su toxicidad o su paso hacia los tejidos aéreos de la planta. Lo anterior puede
atribuirse a que, los hongos de este género se caracterizan por la presencia de melaninas
en su pared celular, las cuales tienen la capacidad de atrapar una amplia gama de
elementos o compuestos toxicos, incluidos los MP. Esta hipétesis podria ser respaldada
por la respuesta observada en las raices de las plantas expuestas al in6culo, las cuales
muestran una mayor produccion de biomasa en comparacion con las plantas expuestas al
Pb sin inocular. Es sabido que el Pb causa inhibicion en la produccién de la raiz, debido a
la acumulacion toxica de Pb, misma que interfiere con la formacion de husos mitoticos y el
crecimiento de las paredes celulares, disminuyendo la expansion y division celular (Kanwal
et al., 2020).

Por otra parte, en las plantas inoculadas con el hongo pretratado (Dv+Hce+Pb y Dv+Hce),
se obtuvo el mejor crecimiento. Esta respuesta podria estar relacionada con la capacidad
que tienen ciertos hongos endéfitos del género Cladosporium para produccién de
fitohormonas, pues se ha reportado que producen acido indol-3-acético (Yang et al., 2023).
En este sentido se sugiere que la CE probablemente indujo un estimulo en el hongo,

mejorando su actividad promotora de crecimiento vegetal.

6.3.2 Pigmentos fotosintéticos y respuesta antioxidante

Junto con otros metales, el Pb disminuye la eficiencia fisioldgica de las plantas, ya que la
exposicion a MP afecta desfavorablemente la concentracion de pigmentos fotosintéticos y
la actividad de enzimas antioxidantes (Ahmad et al., 2023). Se ha reportado que la
disminucién en la capacidad fotosintética es uno de los sintomas mas reconocidos en

plantas expuestas a niveles toxicos de Pb (Liu et al., 2018).

En la Figura 18, se presentan los resultados del contenido de pigmentos fotosintéticos en
D. viscosa en las distintas condiciones probadas. De los pigmentos analizados, en los

carotenoides no hubo diferencias significativas. En cuanto a las clorofilas se observé un
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incremento significativo en las plantas inoculadas con el hongo pretratado y en presencia
de Pb (Dv+Hce+Pb), de clorofilas ay b de 1.8 y 2.8 veces, respectivamente, respecto a las
plantas sin inoéculo y en exposicién a Pb (Dv+Pb). Mientras que, en las plantas en
condiciones Dv+Hce la clorofila b fue 2.2 veces mayor, comparadas con la condicién Dv+Pb.
Se ha reportado que generalmente la clorofila b es mas sensible a la degradacion inducida
por estrés (Xiong et al., 2006). Estos resultados sugieren que la inoculacion con el hongo
pretratado tuvo un efecto positivo sobre la salud de la planta, al aumentar significativamente

el contenido de clorofila b, aun en presencia del contaminante.

n B
3 2
@
€ - AB
@ m Car
%% 1.5 AB
= A mCla
n D C
2E ¢ { bc =Clb
OEJ ab I
(®)]
o 0.5 a
z B 2 z Z z
. @ B H 0

Dv+Pb Dv+H+Pb Dv+HCE+Pb Dv+HCE

Figura 18. Concentracién de pigmentos fotosintéticos en plantas de D. viscosa en las
diferentes condiciones analizadas, después de 50 dias de cultivo. Dv+Pb: Planta con Pb;
Dv+H+Pb: Planta y hongo, con Pb; Dv+Hce+Pb: Planta y hongo pretratado (CE), con Pb;
Dv+Hce: Planta y hongo pretratado (CE), sin Pb. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05, n=4).

En las condiciones analizadas, las plantas expuestas al Pb sin inocular (Dv+Pb)
presentaron el contenido mas bajo de pigmentos. Existen estudios que indican que la
exposicion a MP como el Pb, causa una disminucion en el contenido de pigmentos
fotosintéticos en las plantas. Por ejemplo, Akinci et al., (2010), expusieron plantas de tomate
(Solanum licopersicum) a diferentes concentraciones de Pb (75, 150 y 300 mg/kg), y
observaron que el contenido de clorofila a y b disminuyd por efecto de la presencia del
metal, siendo un mayor efecto en la concentracion de 300 mg/kg de Pb. Liu et al. (2022),
evaluaron el potencial de fitorremediacion de Pb en alfalfa (Medicago sativa), reportando
una disminucién progresiva en el contenido de clorofilas conforme aumentaba la

concentracién de Pb (0-500 mg/kg). Esta inhibicion se puede atribuir a distintas
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interacciones directas sobre los cloroplastos, asi como a modificaciones en procesos
fisiologicos. Como el Pb tiene una alta afinidad por proteinas y otros componentes de la
membrana, induciendo la peroxidacion lipidica, lo que llega a resultar en una distorsion de
la ultraestructura de los cloroplastos y a un dafno en las membranas tilacoides (Gupta et al.,
2024). También el Pb provoca una disminucion de la actividad de la acido delta-
aminolevulinico sintetasa (ALAS), enzima crucial en la biosintesis de clorofila. Otra manera
en la que el Pb disminuye el contenido de pigmentos fotosintéticos es mediante la
sustitucién del Mg por el Pb en los tejidos vegetales, lo que inhibe la actividad enzimatica y
el transporte de electrones en el ciclo de Calvin y restringe la sintesis de clorofila (Tian et
al., 2014). El Pb puede también contribuir a la degradacion de las clorofilas de manera

indirecta al inducir la actividad de la enzima clorofilasa (Liu et al., 2022).

De manera similar a los resultados de este estudio, Likar y Regvar (2013), estudiaron el
efecto de un hongo septado oscuro del género Leohumicola, en plantas de Salix caprea
sembradas en un suelo contaminado con una mezcla de metales (Pb 2.439, Cd 324, Zn
40.5). Los autores observaron un aumento de casi 3 veces en el contenido de pigmentos
fotosintéticos en comparacion con las plantas no inoculadas. Estos resultados muestran
que la inoculacion con ciertos microorganismos puede inducir respuestas benéficas en las
plantas, mejorando atributos relacionados a la capacidad fotosintética y, en consecuencia,

aumentando su tolerancia a contaminantes como el plomo.
Actividad antioxidante guayacol peroxidasa (G-POX)

El contenido de clorofila es un importante indicador del estado de salud en el que se
encuentren las plantas, aunque no es el unico. Cuando el Pb se acumula en los tejidos
vegetales induce estrés oxidante que, para sobrellevarlo las plantas cuentan con
mecanismos de defensa antioxidante, como la actividad de la enzima G-POX. Cuypers et
al., (2002), mencionan que la actividad de las peroxidasas se puede utilizar como un
biomarcador potencial para la toxicidad de MP. Esta enzima elimina el H,O,, una ERO con
efectos nocivos en las membranas celulares, lo que convierte la actividad de esta enzima
en una variable importante para conocer el nivel de estrés en plantas expuestas a

contaminantes, y por lo tanto de la salud de las plantas (Mansoor et al., 2023).

La actividad G-POX en tallos de D. viscosa no mostré diferencias significativas,
independientemente de la presencia o ausencia del hongo, o del Pb (Figura 19). En cambio,

en las raices de las plantas sin inéculo fue evidente el estrés causado por el Pb,

50



presentando una actividad G-POX significativamente mayor en comparacion con las plantas

en condiciones Dv+H+Pb y Dv+Hcg, teniendo 40 y 57% menos actividad, respectivamente.
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Figura 19. Actividad de la enzima Guayacol peroxidasa (G-POX) en plantas de D. viscosa en
las diferentes condiciones analizadas, después de 50 dias de cultivo. Dv+Pb: Planta con Pb;
Dv+H+Pb: Planta y hongo, con Pb; Dv+Hce+Pb: Planta y hongo pretratado (CE), con Pb;
Dv+Hce: Planta y hongo pretratado (CE), sin Pb. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05, n=4).

Un comportamiento similar fue reportado por Anicacio (2014) en plantas de D. viscosa
expuestas al Pb en presencia y ausencia de Cladosporium sp., observando una mayor
actividad de la G-POX en plantas sin indculo, comparadas con las plantas inoculadas. De
igual manera Zhang et al., (2007), observaron un aumento en la actividad POX (330%) en
raices de K. candel expuestas a una mezcla de metales pesados (Pb: 10 mg/kg, Cd: 1

mg/kg y Hg: 1 mg/kg).

En el presente estudio se observd que en las raices de D. viscosa asociada con el hongo
sin tratar y con plomo (Dv+H+Pb), al igual que la planta asociada al hongo pretratado
(Dv+Hce) presenté una menor actividad G-POX, respecto a los otros tratamientos. Hasta
cierto punto, la respuesta de la planta en ausencia del Pb se esperaba, debido a la ausencia
del agente causante del estrés (Pb). Sin embargo, en el tratamiento con el hongo y Pb
(Dv+H+PDb), esta respuesta se puede atribuir a la presencia del hongo en el soporte, debido
a que los hongos enddfitos restringen la entrada de MP en las plantas a través de diferentes
mecanismos protegiendo el crecimiento de la planta de un entorno contaminado. Ademas,
la forma de los MP en el suelo puede ser modificada por polisacaridos y acidos organicos

mejorando el entorno ecoldgico circundante (Kumar et al., 2021).
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En el caso de las plantas inoculadas con el hongo pretratado expuestas a Pb (Dv+Hce+Pb)
no hubo diferencias significativas con respecto a las plantas expuestas al contaminante sin
inocular (Dv+Pb), teéricamente mas afectadas por la toxicidad del Pb. Esto puede deberse
a la alteracion en el metabolismo del hongo debido a que, normalmente, para que el hongo
colonice o establezca una relacion con un hospedero se activan mecanismos que inducen
una respuesta antioxidante por parte de la planta. Dentro de estos mecanismos se
encuentran moléculas de senalizacién como el H,O, que se difunde a través de las
membranas, por lo que se considera el segundo mensajero de las sefiales producidas por
las ERO (Choudhury et al., 2017). De esta manera, se observd que las plantas bajo la
condicion Dv+Hce+Pb mostraron mayor actividad G-POX en las raices respecto a las
condiciones Dv+H+Pb y Dv+Hce, este resultado puede deberse a la colonizacion del hongo
pretratado en las raices, lo que podria estar indicando que en las plantas bajo las
condiciones P+Hcg, sin Pb, existe una mayor actividad G-POX en la parte aérea, cuando lo
comun es encontrarla en las raices, invirtiendo la relacién de la actividad G-POX en tallo y

raiz.

6.3.3 Contenido de Pb en tejidos vegetales

La entrada de Pb en las plantas ocurre a través de la absorcidn por las raices, este elemento
sufre interacciones quimicas dentro de la planta que afectan su dispersién y toxicidad
(Srivastava et al., 2022). La acumulacion de Pb en las partes comestibles de las plantas
representa un riesgo significativo para la salud humana, impactando severamente en el

sistema nervioso principalmente.

Los datos de bioacumulacion de Pb en D. viscosa muestran que el hongo Cladosporium sp.
con y sin pretratamiento, redujo significativamente la concentracion de Pb en raices
alrededor de 50 y 36% respectivamente, y tallos cerca de 60% en ambos casos (Fig. 20).
Siendo las plantas inoculadas con el hongo pretratado (Dv+Hce+Pb) las que presentaron
los mejores resultados, ya que mostraron la menor concentracién de Pb en raices. En

cuanto al FT en todas las condiciones analizadas el valor fue menor a 1 (Tabla 3).
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Figura 20. Acumulacion de Pb en plantas de D. viscosa en las diferentes condiciones
analizadas, después de 50 dias de cultivo. Dv+Pb: Planta con Pb; Dv+H+Pb: Planta y
hongo, con Pb; Dv+Hce+Pb: Planta y hongo pretratado (CE). Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p <0.05, n=9).
Tabla 3. Acumulacién de Pb y factor de translocacion en plantas de D. viscosa en las diferentes
condiciones analizadas, después de 50 dias de cultivo. Dv+Pb: Planta con Pb; Dv+H+Pb: Planta y
hongo, con Pb; Dv+Hce+Pb: Planta y hongo pretratado (CE). Las letras diferentes indican diferencias

significativas (p <0.05, n=6).

Acumulacion de Pb Factor de
. translocacion (FT)
Tallo Raiz
Dv+Pb 1.37+0.2 a 39.7+1.81 a 0.035+0.004 a
Dv+H+Pb 0.49+0.05 b 256+2 b 0.019+0.001 b
Dv+Hce+Pb 0.37+0.06 b 19.7+40.37 ¢ 0.01940.003 b

Estos resultados coinciden con lo reportado por Anicacio (2014), quien observd que la
inoculacion de D. viscosa con Cladosporium sp. redujo 43% la bioacumulacion de Pb. Otros
estudios que exploran la inoculaciéon con hongos septados oscuros en plantas expuestas a
MP respaldan esta tendencia. Marfuah et al. (2024) evaluaron las respuestas morfoldgicas,
anatémicas vy fisiolégicas, asi como la acumulacion de Pb por Jatropha curcas y Reutealis

trisperma inoculados con Cladosporium sp. y Rhyzopycnis vagum, cultivadas en residuos
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de mineria de oro. Ambas especies mostraron potencial para su uso en fitorremediacion,
aunque, mediante mecanismos distintos; mientras que J. curcas presentd mecanismos
asociados con la fitoextraccion, R. trisperma fue clasificada como fitoestabilizadora, debido
a que obtuvo un factor de FT a 1. Esto evidencia que el mecanismo de fitorremediacién en

cada caso depende de los organismos y las caracteristicas del MP (Marfuah et al., 2024).

La alta bioacumulacion de Pb en las raices de las plantas en la condicion Dv+Pb, fue una
respuesta esperada, puesto que se ha demostrado que D. viscosa acumula este MP
principalmente en las raices en concentraciones hasta de 33,000 mg/kg después de 45 dias
de exposicion (Rojas-Loria et al, 2014). En las plantas cultivadas en las condiciones
P+H+Pb y P+Hce+Pb, se observé una disminucién en la acumulacion del metal, lo que
sugiere que la presencia del hongo limita la acumulacion en los tejidos de la planta. De
hecho, los hongos enddfitos pueden influir en la absorcién de MP y restringir su entrada a
través de diversos procesos biogeoquimicos, incluyendo la quelacion, inmovilizacion, y

complejacidon de metales pesados (Domka et al., 2019; Durand et al., 2021).

Este efecto observado en D. viscosa, puede atribuirse a la inmovilizacién del Pb en los
compuestos de la pared celular de Cladosporium sp., particularmente las melaninas. Con
base en los resultados obtenidos del pretratamiento electroquimico en donde se encontrd
que el contenido de melanina aumenté por efecto del pretratamiento del hongo con CE,
puede sugerirse que este pigmento esta involucrado en la menor acumulacién de Pb en
raices en el tratamiento P+Hce+Pb. Con estos resultados se puede concluir que
Cladosporium sp. pretratado con CE puede ser utilizado en procesos de fitorremediacion

asistida, a través de la estimulacidon de mecanismos de fitoestabilizacion.

Los resultados obtenidos indican que la inoculacién con el hongo pretratado si tiene un
impacto positivo sobre la tolerancia de D. viscosa al Pb, mejorando el crecimiento,
aumentando el contenido de clorofilas a y b y disminuyendo la concentracién de Pb en los
organos de la planta. Estos resultados fueron mas significativos cuando la asociacion

planta-hongo pretratado se encontraba expuesta a Pb.

Por lo tanto, la presencia de Pb en el soporte podria estar influyendo en los mecanismos
de respuesta del hongo pretratado, que impactan es su interaccion con la planta. Esto
resalta la necesidad de profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares
implicados en esta asociacion, con el fin de proporcionar una explicacién mas sélida sobre

los fendmenos que causan este efecto sobre la planta. En este sentido, el presente estudio
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puede representar un punto de partida para el desarrollo de in6culos modificados o
mejorados para atender las problematicas mundiales concernientes al medio ambiente, la
salud humana y la seguridad alimentaria, puesto que los DSE exhiben efectos positivos en
plantas no hospedantes, es decir, en plantas en las que no se ha reportado este hongo
como endofito (Li et al., 2018). Lo que los convierte en candidatos ideales para la
inoculacion de distintas especies de plantas de interés econémico o alimenticio, expuestas

a contaminacion por MP.
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7 Conclusiones

La inoculacion de D. viscosa con el hongo DSE Cladosporium sp. aumento su tolerancia al

Pb y mejoré el crecimiento vegetal en presencia del metal.

La exposicién de conidios de Cladosporium sp. a una intensidad de 10 mA, tuvo un impacto

positivo, aumentando la biomasa, el contenido de melanina y compuestos antioxidantes.

La asociacion de D. viscosa con el hongo pretratado con CE, ademas de mejorar el
crecimiento de la planta en presencia de Pb, disminuyé la bioacumulacion en tallos y raices,

estimulando el crecimiento y la concentracion de pigmentos fotosintéticos.

Dicho esto, se sugiere que el inoculo de Cladosporium sp. pretratado con CE puede
utilizarse para asistir en procesos de fitoestabilizacion de Pb.
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8 Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se proponen las siguientes

perspectivas para estudios posteriores:

e Evaluar el efecto de la CE en la tolerancia del Cladosporium sp. al Pb, con el fin de

saber si es posible aumentar la concentracion de Pb en los experimentos.

e Examinar la acumulacion de Pb en Cladosporium sp. inoculado en D. viscosa

expuesta al Pb, asi como la disponibilidad del metal en el soporte.

e Analizar el contenido de fitohormonas en D. viscosa inoculada con Cladosporium sp
pretratado, para tener una mejor idea de como es que se esta estimulando el

crecimiento de la planta.
o Determinar si es que la presencia del Cladosporium sp pretratado, induce la
producciéon de exudados por parte de la planta, que pudieran estabilizar el metal en

el soporte y asi disminuir la toxicidad del Pb o el paso al interior de los tejidos.

e Probar el indculo pretratado en condiciones de invernadero o en campo y en plantas

de interés alimentario.
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