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l. RESUMEN

La contaminacion por metales pesados desencadena una serie de problemas que
afectan al medio ambiente y las cadenas troficas. La contaminacion de suelos y
ecosistemas forestales con metales pesados como el plomo (Pb), derivado de actividades
antropogeénicas como distritos de fundiciébn y mineria, genera en las plantas estrés
oxidativo, provocando dafo celular. EI Pb es uno de los metales pesados mas comunes
en los suelos, se ha encontrado que genera un impacto negativo en las plantas y ocasiona
pérdida de material genético e inhibe sus procesos fisioldgicos. Por otra parte, algunos
hongos endofitos han contribuido a la remediacion de suelos contaminados por metales
pesados. Sin embargo, estudios de contaminacion por plomo en plantas del sector
forestal, ha sido poco estudiado. En el presente estudio se ha enfatizado las respuestas
a nivel molecular y bioquimico en plantas de pino pifionero (Pinus cembroides) inducidas
al estrés por Pb e inoculadas con cepas enddfitas. Para ello, se evaluaron los hongos
enddfitos Cadophora sp., Endoradiciella communis, Nectriella pironii, Phialophora
livistonae y Sordaria hansenii aislados de pino pifionero a diferentes concentraciones de
plomo in vitro. Asi mismo, se evaluo el efecto de Endoradiciella communis'y Phialophora
livistonae en plantulas de pino pifionero irrigadas con nitrato de plomo como estrés
inducido. Se evalud la actividad enzimatica y la expresion de cuatro genes: gen
transportador de metales NRAMP, gen que codifica para enzima peroxidasa, gen de
proteinas abundantes en la embriogénesis (LEA) y gen de la trehalosa-fosfato fosfatasa,
asociado al metabolismo de la trehalosa. Se encontré6 que la cepa Endoradiciella
communis 'y Phialophora livistonae presentaron mejor crecimiento en altas
concentraciones de nitrato de plomo, aumentaron el contenido de fenoles en plantulas y
promovieron la actividad de catalasa y glutation peroxidasa. Se encontré una
sobreexpresiéon de los genes de las proteinas LEA y transportador de metales al
inocularse con Phialophora livistonae con y sin presencia de plomo, el hongo
Endoradiciella communis sobreexpresé el gen de la trehalosa al irrigarse con plomo y

ambos hongos sobreexpresaron el gen que codifica la enzima peroxidasa. En este trabajo



se demuestra que los hongos enddfitos toleran altas concentraciones de plomo vy

modifican el metabolismo de la planta para la tolerancia al estrés por plomo.



.  INTRODUCCION

México se considera el pais con mayor diversidad de especies del género Pinus, al
contar con 42% de las especies que existen en el mundo. Una de las especies
ampliamente distribuidas es Pinus cembroides Zucc., calificado como el pino pifionero
de mayor importancia econdémica en el pais (Fuentes et al 2019). Los bosques de esta
especie desempefian una funcién importante en el ecosistema y en el ciclo hidrologico al
evitar la erosién, favorecer la infiltracion del agua y restablecer los mantos acuiferos
subterraneos. Al mismo tiempo, es habitat natural de la fauna silvestre, dado que el 90%
del volumen de su semilla producida, constituye el alimento basico de muchas aves y
mamiferos. La importancia maderera de Pinus cembroides es minima, pero el pifion
(semilla comestible) es de alto valor econémico, al constituir 90% de la cosecha de
pifiones en la Republica Mexicana (Constate et al., 2009). Las investigaciones en
sistemas terrestres han identificado los bosques como grandes sumideros de plomo (Pb)
atmosférico, por lo que los organismos que habitan en el ecosistema forestal suelen estar
expuestos a altas concentraciones de Pb (Zhou et al., 2019). La contaminacion de suelos
y ecosistemas forestales con metales es de gran importancia en areas severamente
contaminadas (como distritos de fundicién y alrededores de grandes ciudades). Los
metales de origen antropogénico estan predominantemente ligados a la materia organica
del suelo, sedimentos y a los oxihidroxidos de Fe, Mn y Al (Komarek et al 2007). Cuando
las plantas estan expuestas a metales pesados, sufren estrés oxidativo, o que provoca
dafo celular. Los enddfitos fungicos han atraido un amplio interés en los ultimos anos
debido a sus metabolitos secundarios distintivos con propiedades bioactivas que les
ayudan a mantener su relacion mutualista con los huéspedes y a aumentar la tolerancia
a diversos problemas bidticos y abidticos (EL- khawaga et al., 2024). Los endofitos
pueden mejorar el potencial de fitorremediacion de las plantas ayudando en la absorcion
de nutrientes, produciendo fitohormonas y alterando las vias metabdlicas de la planta
para mejorar la tolerancia a los metales pesados. Algunos estudios han demostrado que
los enddfitos pueden reducir la fitotoxicidad del Pbpromoviendo la actividad enzimatica
antioxidante, mejorando el secuestro de metales y mejorando la biomasa general de la

planta en condiciones contaminadas (Manikandan et al., 2025).



Se ha descubierto que, en un ambiente contaminado con Pb, la planta desarrolla
un mecanismo de defensa (antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos) para superar el
estrés inducido por la toxicidad del metal, esto implica una red de enzimas, organulos y
vias de sefializacion que se unen para reducir el dafio causado por especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Gupta et al.,, 2024). Dado la grave problematica que representa la
contaminacion por metales pesados y su impacto en el area agricola y forestal, asi como
las diversas alteraciones en los ecosistemas, en el presente estudio se realizé un
esfuerzo por elucidar el efecto de los hongos enddfitos en plantulas de pino pifionero

estresadas por plomo.



Il OBJETIVO GENERAL
Analizar la respuesta transcripcional de genes antioxidantes por exposicion al plomo en

Pinus cembroides inoculado con hongos endofitos.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Cultivar hongos endéfitos en medio con diferentes concentraciones de Pb(NO3)2
(0.001%, 0.002%, 0.02%, 0.05% y 0.1%) y determinar el diametro de colonia de los

hongos.

-Establecer un régimen de Pb(NOs)2 en el cultivo de P. cembroides en invernadero e
inocularlo con hongos endofitos e identificar fenoles totales y la actividad de enzimas en

pino relacionados a la tolerancia al estrés por plomo.

-Establecer un régimen de Pb(NOs)2 en el cultivo de P. cembroides en invernadero e
inocularlo con hongos enddfitos y analizar la expresidon de genes en pino relacionados a

la tolerancia al estrés por plomo.

V. HIPOTESIS
Las especies de hongos endéfitos usados en la inoculacion de Pinus cembroides
sometido a riego con plomo, generaran mayor respuesta transcripcional de genes,

acumulacion de fenoles y mayor actividad enzimatica respecto al testigo.



VI. MARCO TEORICO

6.1 Pinus cembroides

El pino pifionero (Pinus cembroides) es una especie originaria de México,
distribuida en 19 estados con mayor incidencia como Chihuahua, Durango, Coahuila,
Nuevo Leon, Tamaulipas, Veracruz, San Luis Potosi, Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo,
Zacatecas y Guanajuato. Crece en lugares con precipitaciéon de 350 a 700 mm y laderas
montafiosas, lomerios, cerros con pendientes secas y rocosas, asi como la preferencia
de climas secos y semicalidos. Es una especie tolerante a la sequia, resiste hasta ocho
meses sin lluvia, crece en suelos pobres, pero bien drenados, pedregosos, calizos y

calcareos y soporta suelos con pH acido o basico (Zarate et Al., 2021).

Los bosques de P. cembroides controlan la erosién del suelo, sobre todo en las
zonas de mayor pendiente, favorecen la infiltracién del agua ayudando a reestablecer los
mantos acuiferos subterraneos; ademas, proporcionan la cobertura necesaria para
diferentes especies de fauna silvestre, asi como semillas y brotes tiernos que utilizan
como alimento diferentes especies de aves y mamiferos (Zavaleta et al., 2012). En
algunas localidades se utiliza la madera de P. cembroides como combustible y postes de
cercas, sin embargo, ésta tiene un valor comercial bajo. La resina del arbol es extraida
para utilizarla como materia prima en impermeabilizantes y como pegamento para ollas
y canastas. Las personas que viven en las cercanias de bosques de P. cembroides llevan
al ganado para que se alimente de los brotes de las ramas o de las plantulas. Las semillas
son aprovechas por las personas, debido a su alto valor nutricional, el cual comprende
cerca del 19% de proteina, 60% de grasa y 14% de carbohidratos. La recoleccion y venta
de las semillas es la actividad que genera mas ganancias econdmicas a las personas que

aprovechan este recurso (Diaz Cruz, 2016).

6.2 Contaminacidon con metales pesados en plantaciones forestales
Las actividades geoldgicas naturales, como desgastes de cerros y volcanes,
constituyen una fuente de aportaciones importante de metales pesados al suelo. También

las actividades antropogénicas como la industria minera, la cual esta catalogada como
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una de las actividades industriales mas generadora de metales pesados. Los metales
emitidos en estos procesos se acumulan en el suelo y otros compartimientos
ambientales, incluso mucho después de que se hayan finalizado ciertas actividades.
Entre los distintos metales pesados, el arsénico (As), el plomo (Pb), el cadmio (Cd) y el
mercurio (Hg), se encuentran dentro de la lista del registro de sustancias toxicas de la
agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos (US EPA) (ATSDR 2022). En el
suelo, pueden estar presentes como iones libres o disponibles, compuestos de sales
metalicas solubles o bien, compuestos insolubles o parcialmente solubilizables como
oxidos, carbonatos e hidroxidos (Prieto et al., 2009). La movilidad relativa de los
elementos traza en suelos, es de suma importancia en cuanto a su disponibilidad y su
potencial para lixiviarse de los perfiles del suelo hacia las aguas subterraneas y difiere de
si su origen es natural o antropico y, dentro de este ultimo, al tipo de fuente antrépica
(Burt et al., 2003).

Los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes vias:
la primera, quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase acuosa del suelo u
ocupando sitios de intercambio; la segunda, especificamente adsorbidos sobre
constituyentes inorganicos del suelo; la tercera, asociados con la materia organica del
suelo y la cuarta, precipitados como solidos puros o mixtos. Por otra parte, pueden ser
absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas troficas; pueden pasar a la
atmdsfera por volatilizacion y pueden ser movilizados a las aguas superficiales o
subterraneas. No pueden ser degradados o destruidos facilmente de forma natural o
bioldgica ya que no tienen funciones metabdlicas especificas para los seres vivos (Lopez,
2023).

6.3 Estrés por plomo

Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran, sin embargo,
depende de la especie vegetal, de las caracteristicas y contenido de metales del suelo.
Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la presencia de metales en su
entorno; unas basan su resistencia a los metales con la estrategia de una eficiente

exclusién del metal, restringiendo su transporte a la parte aérea, otras, acumulan el metal



en la parte aérea en una forma no toxica para la planta. La exclusion es mas caracteristica
de especies sensibles y tolerantes a los metales, y la acumulacion es mas comun de
especies que aparecen siempre en suelos contaminados (Prieto et et., 2009). El Pb es
uno de los contaminantes de metales pesados mas comunes en los suelos, ademas este
metal no tiene ningun propdosito bioldgico en las plantas, aunque puede crear problemas
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos. La distribucion del Pb en el suelo se debe a
combinaciones de factores que incluyen procesos quimicos como reacciones de
oxidacion y reduccidn, adsorcion de cationes en el complejo de intercambio, quelacion
por materia organica, 6xidos metalicos y ciclado por la vegetacion. Debido a su fuerte
unién con materiales organicos y coloidales, el Pb en el suelo es soluble y, por lo tanto,
esta disponible para la absorcidn de las plantas. El pH del suelo juega un papel importante
en la retencion de Pbpor los suelos. Un estudio dice que las plantas que crecen en el

suelo absorben mas Pb de suelos acidos que alcalinos (Collin et al., 2022).

Segun lo reportado por varios autores, el Pb puede causar diversos dafos en las
plantas y en diferentes grados de acumulacién. En algunas especies, la acumulacion de
Pb, a medida que se aumenta las dosis en el suelo hasta niveles menores a 1000 mg de
Pb kg’ de suelo, tiende a incrementarse rapidamente en los érganos de la planta que
éstas no lo toleran y mueren. Los mecanismos de fitotoxicidad de Pb estan relacionados
con la permeabilidad de la membrana celular, reacciones de grupos sulfidrilos (-SH) con

cationes y afinidad para reaccionar con grupos fosfatos (Prieto et Al., 2009).

6.4 Genes que se han estudiado para estudiar el estrés por plomo o metales
pesados

Se han reportado estudios a nivel bioquimico y molecular de enzimas del estrés
oxidativo en plantas de tomate como cultivo modelo, con la busqueda de expresion de
genes que codifican para superdxido dismutasa (SOD), isoflavona reductasa (IFR) y
proteina tumoral controlada transcripcionalmente (TCTP). Se analizaron los genes IFR,
TCTP y SOD para comprender mejor la respuesta de defensa de la planta contra el estrés
oxidativo, y se encontré que TCTP parece tener una funcion protectora frente a estrés

fitotdxico por la presencia de metales pesados, lo que puede explicar la alta expresion de



este gen bajo estrés por Pb en ambas partes de la planta de tomate (Pérez-Alvarez et
al., 2021).

Se ha demostrado que la expresion del gen LEA es inducida por la deshidratacién,
baja temperatura, salinidad y exposicion al acido abscisico (ABA). Sin embargo, no se ha
dilucidado la expresion del gen LEA en respuesta al estrés por metales pesados. En un
estudio se investigo la expresion de un gen LEA (TaLEA1) de T. androssowii en respuesta
al estrés por NaCl, ZnCl2, CuSOs y CdCl.. Para comprender las respuestas
fisiologicas mediadas por LEA en las plantas durante el estrés por
CdClz2 , se introdujo TaLEA1 en plantas de alamo mediante un método mediado
por Agrobacterium. Se compararon los parametros fisioldgicos relacionados con el estrés
entre las plantas transgénicas y las de tipo silvestre, demostrando que la induccion de
TaLEA1 en hojas fue mucho mayor que en raices bajo todos los estreses evaluados,
incluidos los inducidos por ZnClz2 , CuSO4 , NaCl y CdClz; este hallazgo implica que la
actividad de resistencia al estrés del gen TaLEA1 se observa principalmente en las hojas

en lugar de las raices (Gao et al. 2007).

Recientemente se estudié el papel de Cenococcum geophilum (CG) y Suillus
luteus (SL) en la regulacién de la tolerancia a la toxicidad por Cd en retofios de
sauce (Salix psammophila), se identificaron distintos genes, entre ellos, los genes que
codifican proteinas del acido indolacético (IAA) que se regulan positivamente de forma
significativa en arboles jovenes colonizados con hongos en comparacion con retofios de
sauce sin inoculacion con adicion de Cd. Ademas, en la via de biosintesis y sefalizacién
de ABA, los genes se regularon positivamente bajo la inoculacién con C. geophilumy la

presencia de cadmio (Wang et al., 2025).

6.5 Hongos enddfitos

Segun Lu et Al., (2021), las plantas estan habitadas internamente por una multitud
de hongos que pueden trascender la barrera de las endodermis, liberarse del ataque de
las sefiales inmunes de la planta, cruzar desde la corteza de la raiz hasta el sistema
vascular y, posteriormente, prosperar como enddfitos en los 6rganos de la planta. Los

enddfitos contribuyen a la movilizacién de nutrientes desde la materia organica compleja,
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hasta la planta hospedante promoviendo asi, el crecimiento de las plantas. Ademas, las
redes complejas de hifas conectan los sistemas de raices de plantas individuales
regulando el flujo de nutrientes, la interaccion competitiva entre y dentro de las especies
de plantas, influyendo en aspectos ecoldgicos y coexistencia de la comunidad vegetal.
Como organismos sésiles, las plantas siempre estan bajo presion y desafios constantes
(Tariq et al., 2025), el hospedaje de endofitos en plantas es vital para la salud de las
plantas en su entorno natural de modo que puedan hacer frente a muchos factores

estresantes a lo largo de su vida.

Los hongos endofitos son promotores del crecimiento vegetal, ya que desempeifian
un papel importante en el alivio del estrés abiotico en las plantas mejorando la tolerancia
del huésped a ambientes adversos, como sequia, alta salinidad, frio, calor y estrés por

metales pesados (Figura 1).

Figura 1. Relacion planta-enddfito entre entornos de estrés bidtico y abidtico (Lu et al.,
2021).
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6.6 Uso de los hongos endéfitos para mejorar el rendimiento de los cultivos

La toxicidad por metales pesados puede resultar en la pérdida del 25 al 80% de
varios cultivos agricolas ya que las raices de las plantas son vulnerables al efecto toxico
del metal pesado, lo que lleva a un crecimiento radicular deficiente. La creciente demanda
mundial de alimentos, impulsada por una poblacion humana en constante expansion,
requiere estrategias para mejorar la productividad agricola y mitigar la pérdida de
rendimiento de los cultivos causada por diversos factores de estrés (bidticos y abidticos).
El estrés bidtico es causado por fitopatégenos, plagas y nematodos, junto con el estrés
abidtico como la sal, el calor, la sequia y los metales pesados, que plantean graves
riesgos para la seguridad alimentaria y la productividad agricola. Actualmente, los
meétodos tradicionales basados en productos quimicos sintéticos han provocado dafos
ecoldgicos debido a impactos no deseados en organismos no objetivo y la aparicion de
microbios resistentes a ellos (Rashid et al., 2023). Los enddfitos fungicos demuestran
capacidades para el manejo de las plantas contra el estrés bi6tico y abidtico mediante la
mejora directa o indirecta de la inmunidad innata de las plantas, es decir, contribuyen a
elevar las tasas de fotosintesis, estimulan el crecimiento vegetal, facilitan la
mineralizacion de nutrientes y, producen compuestos bioactivos, hormonas y enzimas
mejorando asi la productividad general y la resistencia de las plantas al estrés (Gowtham
et al., 2024).

6.7 Uso de los hongos endéfitos para mitigar estrés por metales pesados

Los enddfitos fungicos tienen mecanismos de quelacion o acumulacion de
metales. En la Tabla 1, se observa los mecanismos que se han estudiado en algunas
plantas modelo con la presencia de metales pesados. Los enddfitos, mejoran la
resistencia de las plantas a los metales pesados al aumentar el mecanismo antioxidante,
lo que produce una desintoxicacion que permite que la planta crezca en suelo
contaminado. El papel de los simbiontes fungicos beneficiosos en la acumulacién y
tolerancia a metales de las plantas se ha subestimado durante muchos afos; sin

embargo, ha atraido mas interés recientemente. Los endodfitos fungicos afectan
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positivamente a la vegetacion de la siguiente manera: (1) indirectamente mediante la
formacion del suelo, lo cual es particularmente importante en entornos degradados y (2)
directamente al ajustar la adaptacion de la planta a la toxicidad de los metales y mejorar

el rendimiento de la biomasa vegetal (Malgorzata et al., 2019).

Tabla 1. Mecanismos y agentes contaminantes estudiadas en plantas de variedad de

especies e inoculadas con cepas fungicas endofitas.

Cepa endofita Planta Metal Mecanismos Referencia
huésped Pesado
Aspergillus flavus Triticum Pb Mejora del | Tiwari etal., 2023
aestivum crecimiento vy
(Trigo) capacidad de
fitorremediacion
Piriformospora indica Nicotiana Cd Tolerancia a | Suetal., 2021
tabacum metales
L.(Tabaco) pesados
Exophiala pisciphila Zea mays | Cd Regulacion y | Wang etal., 2016
(Maiz) respuesta
fisiolégica
Suillus granulatus /| Pinus Cd Crecimiento y | Zhou et al., 2024
Pseudopyrenochaeta sp. tabulaeformis tolerancia al Cd
Funneliformis mosseae / | Robinia Pb Crecimiento, Yang et al., 2015
Rhizophagus intraradices pseudoacacia Respuesta
L. enzimatica
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Prueba de crecimiento in vitro con diferentes concentraciones de Pb (NOs)2 con
microorganismos endoéfitos

Para la prueba de crecimiento in vitro con diferentes hongos enddfitos, se probaron
las cepas SF0504, CO81403, CO71403 y R02809 que corresponden a los hongos
Endoradiciella communis, Phialophora livistonae, Cyphellophora clematidis y Sordaria
hansenii respectivamente. Se probaron diferentes concentraciones de Pb(NO3):2 al
0.001%, 0.002%, 0.02%, 0.05% y 0.1% en medio PDA que corresponde a 6.25 ppm,
12.5 ppm, 125 ppm, 312 ppm y 625 ppm de plomo. Se colocd un explante de cada hongo
mencionado de 0.5 cm de diametro en el centro de la caja y se dejo incubar durante 14
dias para identificar el crecimiento radial, para ello, se consideraron las medidas del
ancho y de largo del crecimiento y se tomo6 un promedio de ambos valores para cada caja

después del tiempo de incubacion, la prueba se realizé por triplicado (Figura 2).

Figura 2. Establecimiento de cultivo in vitro de hongos endofitos con diferentes

concentraciones de nitrato de plomo.
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7.2 Obtencion de la plantula

Para el desarrollo de la prueba en invernadero, se adquirié la semilla de pino
pifionero de la Ascension, Aramberri, Nuevo Ledn del ciclo 2022. Se desinfectd por
imbibicién utilizando peroxido de hidrogeno al 4% durante 5 horas, se enjuagd y se puso
a secar a temperatura ambiente (Figura 3). Para la siembra, la semilla se colocé en
charolas de 77 cavidades utilizando una mezcla de peat moss: perlita (1:1) esterilizada a
120°C, 1.5 libras de presién por una hora. Dos meses después de la emergencia de la
plantula, se trasplantaron a macetas de plastico de 12 cm de ancho por 10 cm de largo,
con una mezcla de peat moss:perlita previamente esterlizado (1:1). Se destinaron 4
repeticiones de 5 plantulas por unidad experimental (20 plantulas por tratamiento). Las

plantulas fueron irrigadas con los tratamientos mencionados en la Tabla 2.

Figura 3. Desinfeccion y siembra de la semilla de Pinus cembroides en invernadero.
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7.3 Obtencion del inéculo

Las cepas de hongos enddfitos que se desarrollaron mejor a altas concentraciones
de Pb (NOs)2 se colocaron en medio de cultivo liquido Merlin-Norkans modificado (MNM)
con la siguiente composicion: glucosa (10 g/L), extracto de malta (3 g/L), extracto de
levadura (1 g/L), fosfato dipotasico (0.5 g/L), sulfato de magnesio hexahidratado (0.15
g/L), y fosfato de amonio y potasio (0.5 g/L). En un matraz de 250 mL con 150 mL de
medio MNM se colocaron 5 explantes de 0.5 cm de diametro del crecimiento fungico
previamente obtenido en agar PDA de los hongos mencionados y se coloco en agitacion
durante 120 horas a 27°C, se realiz6 una serie de repeticiones para lograr suficiente
in6culo para las plantulas. Las plantulas se inocularon quince dias después del trasplante
con 15 mL de medio de cultivo ajustado a 1.5 x 108 blastosporas/mL. La inoculacién con
los endofitos se realizd a los tres meses después del trasplante (Figura 4). Las plantulas
se mantuvieron en invernadero durante 6 meses, se estuvieron irrigando con la dosis mas
elevada de Pb(NO3)2 (Figura 5); una vez transcurrido el tiempo, se colocaron en

nitrégeno liquido para el analisis de enzimas y expresion de genes.
\ — v - - v

Figura 4. Inoculacién de hongos enddfitos en plantulas de Pinus cembroides inducidas

al estrés por plomo.
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Figura 5. Irrigacion de Pb(NO3)2 al 0.1 % en plantulas de Pinus cembroides establecidas

en invernadero.

Tabla 2. Tratamientos evaluados en plantulas de Pinus cembroides en invernadero.

Tratamiento Hongo Concentracion de
Pb (NOs)2

T1 Endoradiciella communis | 0.1%

T2 Phialophora livistonae 0.1%

T3 ninguno 0.1%

T4 Endoradiciella communis ninguna

T5 Phialophora livistonae ninguna

T6 Testigo ninguno
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7.4 Evaluacion de la actividad enzimatica

Para la obtencion de material vegetal, un dia posterior al riego con los tratamientos
mencionados, se separo6 de cada plantula la raiz y el follaje; para ello, se limpio el sustrato
de la raiz y se coloco tanto la raiz como el tallo de cada tratamiento por separado en
papel aluminio y se transportd en nitrégeno liquido al ultracongelador para mantener el
material a -80°C. Las plantulas se cosecharon 6 meses después del trasplante, se moli6
usando nitrégeno liquido, la parte radicular y follaje de la planta considerando 5 plantulas
por tratamiento. Para determinar la actividad enzimatica, se usaron 200 mg de tejido
molido y se colocd en un tubo de 2mL con 20 mg de polivinilpirrolidona (PVP) (Signma-
Aldrich Corporation, Saint Louis, MO, USA) para estabilizar la enzima, 1.5 mL de buffer
de fosfatos 0.1M (pH 7.2), se homogenizé en vortex durante 10 minutos y se centrifugd
durante 5 minutos a 12,500 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo

para realizar las determinaciones.

7.4.1 Proteinas totales

Se utilizd la técnica de Bradford por espectrofotometria para la cuantificacion de
proteinas. Se tomaron 100 uL del extracto y se colocd en un tubo de ensayo afiadiendo
5 mL de reactivo de Bradford el cual se dejé reposar por 5 minutos. Una vez pasada la
incubacion, se ley6 en el espectrofotdmetro a 595 nm con un espectrofotdmetro UV-Vis
(Thermo Scientific Model G10S, Waltham, MA, USA). Al mismo tiempo, se realizé una
curva de calibracion con albumina de suero bovino reportando los valores en mg/gr

(Figura 6). Se realiz6 un total de 4 repeticiones por tratamiento.
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La curva de proteinas se realizd con albumina de suero bovino 10 ppm a 800 ppm.

Curva de proteinas

1.9 y = 0.0011x + 0.1279
R? = 0.9669
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Figura 6. Curva de calibracion para determinar proteinas.

7.4.2 Actividad catalasa

La actividad enzimatica de la catalasa se cuantificé por espectrofotometria usando dos
tiempos de reaccion. El ensayo consistié en 100 uL del extracto vegetal con 900 uL de
H202 100mM y se le agregaron 400 uL de H2SO4 al 5% para detener la reaccion (T0),
para el tiempo 1, se tomaron 100 uL del extracto vegetal con 900 uL de H202 100mM y
se dejo actuar durante 1 minuto, transcurrido el tiempo, se afiadieron 400 uL de H2SOz4 al
5%. Tanto el tiempo 0 como el tiempo 1, se leyeron a 270 nm. Para este ensayo se realizo
un blanco para cada muestra usada el cual consistidé en 100 uL del extracto vegetal, 900
uL de Buffer de fosfatos 0.1 M y 400 uL de H2SO4 al 5%. Las unidades de catalasa se
expresaron como mM H202 min-'/proteinas totales. Se realizd un total de 4 repeticiones
por tratamiento. Para cuantificar las unidades de catalasa se realiz6 una curva de

calibracién con peroxido de hidrégeno de 10 a 100 mM (Figura 7).
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Se Interpolaron las absorbancias en la ecuacion obtenida en la curva de

calibracion y se uso la siguiente ecuacion para determinar la actividad catalitica:

Producto o sustrato * Volumen de reaccion * Tiempo

Proteinas totales mg g1

Catalasa
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Figura 7. Curva de calibracion para determinar catalasa.

7.4.3 Glutation peroxidasa

Se utilizé el método por espectrofotometria usando H202 como substrato, 200 uL
del extracto para determinacion de enzima se colocé en un tubo con la adicion de 400 uL
de glutation reducido 0.1 M y 200 uL de Na2HPO4. 0.067 M. Esta mezcla se calentd en
un bafo de agua a 25°C durante 5 minutos, posterior a ello, 200 uL de H202 1.3mM se
afiadieron para empezar la reaccién catalitica por 10 minutos. Al término de reaccion se
afiadid 1 mL de acido tricloroacético al 1% y la mezcla se colocé en bafio de agua por 30
minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm y 480 uL del sobrenadante se coloco
en un tubo de ensaye con 2.2 mL de Na2HPO4 0.32 M y 320 uL del colorante 5,5 ditio-

bis-2 acido nitro benzoico (1 mM) (DTNB) 1.0 mM para el desarrollo de color, la
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absorbancia se determiné a 412 nm. La actividad enzimatica se determiné con el
decremento en glutation peroxidasa (GSH) con el tiempo de reaccion expresando mM de
GSH min' total de proteinas™. Se realizé una curva de calibracion con glutation reducido,
se realiz6 un total de 4 repeticiones por tratamiento. La curva de calibracién de glutation
reducido se realizé de 0.02 a 1 mM (Figura 8). Los resultados se expresan como U *

proteinas totales (mg g™') donde U es igual mM EQ de GSH * min™' proteinas totales".

7.4.4 Contenido de fenoles totales

El ensayo se realizé con el extracto vegetal preparado como se indica en el paso
anterior, en ensayo se preparé usando 200 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1M, 50 uL del
extracto vegetal, 500 uL de Na2COs al 20% y 5 mL de agua destilada. El blanco consisti
en los mismos reactivos, pero usando 50 uL de buffer de fosfatos en lugar del extracto
vegetal. Las muestras se dejaron incubar a 45°C por 30 minutos y se leyeron en el
espectrofotometro a 750 nm. Los resultados se reportaron en ug/g. Al mismo tiempo se
realizé una curva de calibracion de acido galico siguiendo el protocolo descrito a una

Figura 8. Curva de calibracion para determinar glutatién peroxidasa.

concentracion de 100 a 1000 ppm de acido galico (Figura 9).
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Figura 9. Curva de calibracioén para determinar fenoles totales.

7.5 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN tanto de follaje como de raiz, se procedio a utilizar el
material molido con nitrégeno liquido resguardado a -80°C. Se sigui6 el protocolo de
Chang et al., (1993) modificado, se tomaron 200 mg de tejido vegetal o raiz segun sea el
caso y se agregé 1mL de buffer de extraccion calentado a 65°C (2% CTAB, 2% PVP,
100mM (Tris-HCI pH 8.0), 25 mM EDTA, 2.0 M NacCl, 0.5 g/L spermedina, 2% B-
mercaptoetanol), se mezcld dos veces por inversion y se realizé dos veces la extraccion
usando el mismo volumen de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 al centrifugar por 5
minutos a 10,000 rpm. El sobrenadante se colocé en un tubo estéril de 2 mL y se agrego
Ya de volumen de LiCl 10M y se mezcld. EI RNA se dejo precipitar toda la noche a 4°C y
se centrifugd a 10,000 rpm por 20 minutos. Se disolvio la pastilla en 500 uL de buffer
SSTE (NaCl 1.0M,0.5% SDS, Tris-HCI (pH 8.0) 10mM, EDTA (pH 8.0) 1mM). Se afadi6
el mismo volumen de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. El sobrenandante se transfirid
a un tubo nuevo previamente estéril y se agregaron dos volumenes de alcohol etilico

grado molecular para precipitar el RNA a -80°C durante 30 minutos o 2 horas a -20°C. Se
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centrifugd 20 minutos para recuperar el RNA, se desecho el sobrenadante y se seco la

pastilla. Se resuspendié con 50 uL de agua al 0.1% de dietil policarbonato (DEPC).

7.5.1 Purificacion de ARN

Se utilizé el kit de DNAase | Sigma para la purificacién del ARN, se tomaron 8 uL
de ARN y se le agregaron 12 uL de DNAase | reaction buffer, se dejo incubar durante 5
minutos y se le agregaron 4 ulL de stop buffer. A partir de este ARN purificado, se obtuvo

el ADN complementario.

7.5.2 Cuantificaciéon y calidad de ARN

Para identificar si la calidad de ARN fue la correcta, el ARN se diluyé 1:100, para
ello, se tomaron 2 pl del ARN obtenido y se mezclaron con 198 pl de agua inyectable
estéril. El ARN se mezcld gentilmente subiendo y bajando con una pipeta. Se esperé a
que las burbujas se aclararan y se utilizé agua inyectable estéril en la celda de referencia

(en blanco), se midi6 la absorbancia a 280 nm y 260 nm.

Se calcularon los valores de A280 y A260 en donde la concentracion de ADN en
ng/uL = A260 x 100 (factor de dilucién) x 50 (factor de conversion) y el cociente
A260/A280 para identificar la pureza (contaminacion con proteinas), se realizé al dividir

el A260 corregido por el A280 corregido.

7.5.3 Calidad del ARN; Electroforesis horizontal de agarosa al 1%

Para la preparacion del gel de agarosa al 1% se disolvieron 0.45 g de agarosa en
150 mL de buffer TAE 1x (Trizma base, acido borico, EDTA 0.5M) en un vaso de
precipitado, para su homogeneizacion se utilizé una parrilla de calentamiento (300°C)
hasta que la mezcla se tornd transparente y se dejé enfriar hasta alcanzar una
temperatura de 45°C. La solucion se vertié en un portagel al cual se le agregé un peine
para la formacion de los pozos (evitando dejar burbujas en el gel). Se dejo solidificar el

gel durante 15 a 20 minutos y se removié el peine. Para la preparacion de las muestras
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de carga, sobre una tira de papel parafilm se coloc6 una gota (1 pL) de buffer de carga
(50% de glicerol, 1 mM EDTA, 0.2% azul de bromofenol y 60 ug/mL de red gel), y se
colocaron 5 pL del ADN de una muestra y 4 pL de marcador molecular 100 pb marca
Axygen, posteriormente se mezcld succionando y expulsando de 5 a 10 veces con ayuda
de una micropipeta. La mezcla se coloco en un pozo del gel, se coloco en la camara de
electroforesis y se agregé un volumen de buffer TAE 1x hasta cubrir completamente el
gel. Las muestras se fraccionaron a 90-95 volts por 45 minutos. Una vez pasado el tiempo
otorgado, se logro la visualizacidn de las bandas correspondientes a cada gen, esto con
ayuda del Transiluminador de luz UV. EL objetivo del gel fue ver dos bandas claras del
ARN obtenido.

7.5.4 Obtencion de ADN complementario

Se usé el kit cDNA de Sensifast TM 1, usando 1 pg de ARN, para la sintesis de
ADN complementario, se tomaron 16 uL de reaccién de ARN, se afiadieron 4 uL de iScript
RT supermix (BioRad 1708841) a 16 pL de reaccion de ARN (total ~20 pl).

Para el protocolo de reversa transcriptasa, se realizdé un cebado: 5 min a 25 °C,
transcripcion inversa: 30 min a 42 °C, inactivaciéon de RT: 5 min a 85 °C. Se conservo el

cADN a -20 °C para realizar la PCR cuantitativa en tiempo real.

7.5.5 PCR en tiempo real

Para la prueba de expresion de genes, se utilizé cDNA a partir del RNA de raiz y
follaje por tratamiento (se obtuvieron 3 repeticiones por tratamiento), se utilizé el kit Forget
Me Not gPCR el cual cuenta con Sybr green como fluoréforo, Se usaron 10 uL del Master
Mix que incluye la Taq polimerasa, 0.2 pyL de cebador forward, 0.2 yL de cebador reverse,
0.4 uL de ROX, 0.5 yL de cDNAYy 6.7 uL de H20.
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En la Figura 10 se muestra el equipo StepOne™ de Applied Biosystems, utilizado realizar
la reaccion de PCR en tiempo real mediante el método de curva relativa estandar,
utilizando Sybr Green como sefal de fluorescencia. El programa de qPCR consistioé en
10 min a 95 °C, 40 ciclos de PCR, 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. El nivel medio de
expresion de los genes mencionados en la Tabla 3, se registré como RQ. Segun el disefio

de Hernandez-Hernandez et al., (2018).

Figura 10. Prueba de expresion de genes en equipo StepOne™ de Applied Biosystems.
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Tabla 3. Primers de los genes de pino reportados para evaluar la expresion por estrés

sometido a salinidad / toxicidad por metales pesados.

Gene

Secuencia (5'a 3")

Regién que codifica

Referencia

ACT-1F

CAGTGTCTGGATTGGAGGTTC

B-actina (gen endégeno)

Chen et al.,
1996

ACT-1R

TCTGTGGACGATGGAAGGAC

B-actina (gen endégeno)

Chen et al.,
1996

Nramp3-F

AAGGAATTGCTGCTAGGGCT

Proteina 3 de macrofagos
asociada a la resistencia
natural

(NRAMP3)/Transportador
de metales NRAMP (1-4)

Warren et
al., 2022

Nramp3-R

CACCAGAGCTGAGTGGAGAA

Proteina 3 de macrofagos
asociada a la resistencia
(NRAMP3)
[Transportador de
metales NRAMP (1-4)

natural

Warren et
al., 2022

LEAS8-1-F

CCAGTACCATCTGCAGAGAC

Proteinas abundantes en

la embriogénesis (LEA)

Xu et al.,
2021

LEA8-1-R

GTAACCCTGGGCATTTGGCTG

Proteinas abundantes en

la embriogénesis (LEA)

Xu et al.,
2021

TPPD-F

GAACTTGATCTGGACATGGC

Gen de la trehalosa-
fosfato fosfatasa (TPPD)
asociado al metabolismo

de la trehalosa

Xu et al,
2021

TPPD-R

CACTGTGGAACGCATCGTATC

Gen de la trehalosa-
fosfato fosfatasa (TPPD)
asociado al metabolismo

de la trehalosa

Xu et al,
2021

PER1-F

CGATTGCTTCGTTAATGGC

Gen que codifica para

enzima peroxidasa

Xu et al,
2021

PER1-R

CGGAATCGCGAGCAGCAATG

Gen que codifica para

enzima peroxidasa

Xu et al,
2021
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7.6. Analisis de datos

Los datos de crecimiento radial in vitro, contenido de proteinas, enzimas y contenido de
fenoles, se analizaron mediante un andlisis de varianza usando el software estadistico R.
En el caso de visualizar diferencias significativas, las medias se separaron por la prueba

de Duncan con un alfa de 0.05 usando el paquete agricolae del programa R.

Para el caso de expresion génica, se realizdé un analisis de Kruskal-Wallis en el software

estadistico R.

VIIl. RESULTADOS

8.1 Prueba de crecimiento radial in vitro

En la Tabla 4 se muestran los resultados de crecimiento radial in vitro al evaluar
diferentes cepas a distintas concentraciones de Pb(NOs)2, donde en todos los
tratamientos se encontraron diferencias altamente significativas. Phialophora livistonae,
toler6é altas concentraciones de plomo destacando que conforme la concentracion de
plomo iba en aumento, su capacidad de crecimiento no se vio perjudicada en un grado
tan alto con respecto al testigo (Figura 11). Por otra parte, encontramos datos que fluctuan
constantemente, tal es el caso de Cadophora sp., Nectriella pironii y Sordaria hansenii
(Figura 12-14) las cuales conforme ocurria un aumento de metal pesado sus datos no
reflejaban una relacion uniforme, en cambio el hongo Endoradiciella communis (Figura

15) tuvo una respuesta positiva, adaptandose al mayor porcentaje de plomo.
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Tabla 4. Crecimiento radial de endofitos a diferentes concentraciones de Pb (NO3)2.

Pb(NO3). | Phialophora | Endoradiciella | Cadophora Nectriella Sordaria
livistonae communis sp. pironii hansenii
0.001% 3.84+0.38 a | 8.00+0.0 a 2.17+0.28 bc | 2.931+0.67 a | 2.45+0.38 a
0.002% 3.92+0.03 a | 7.67+0.58 a 1.85+0.26 ¢ | 2.9840.13 a | 2.45+0.05 a
0.020% 2.17+0.08 b | 7.43t0.81a | 2.37+0.12b | 1.67+0.12a | 1.43+0.06 b
0.050% 2.6+1.02ab | 7.67+0.58a | 2.95+0.31a |2.75+0.10b | 2.55+0.13 a
0.100% 2.2+t0.48b | 4.23+0.73 b 1.73+0.23 ¢ | 1.78+0.06 b | 1.92+0.21
ab
Test 3.96+0.35 a | 8.00+0.00 a 3.07+¢0.28 a | 2.97+0.03 a | 2.52+0.25 a
ANOVA 0.000923 1.71e-05*** | 0.000101 *** | 0.000113 0.000147

Figura 11. Prueba de crecimiento radial in vitro de Phialophora livistonae a diferentes

concentraciones de Pb (NOs3)2.
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Figura 12. Prueba de crecimiento radial in vitro de Cadophora sp. a diferentes
concentraciones de Pb (NOs)z.

Figura 13. Prueba de crecimiento radial in vitro de Nectriella pironii a diferentes

concentraciones de Pb (NOs3).
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Figura 14. Prueba de crecimiento radial in vitro de Sordaria hansenii a diferentes

concentraciones de Pb (NOs)z.

Figura 15. Prueba de crecimiento radial in vitro de Endoradiciella communi a diferentes

concentraciones de Pb (NOs3)2.
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8.2 Perfil enzimatico foliar

Se encontré que no hubo diferencias significativas en la cantidad de proteinas del
testigo con aquellas plantulas que fueron irrigadas con plomo (Figura 16), sin embargo
se observa que los tratamientos inoculados con cepas enddfitas y adicidon de plomo

indujeron un menor contenido de proteinas en follaje con respecto al testigo.
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Figura 16. Comparacion del contenido de proteinas en plantulas de Pinus cembroides

(follaje) inoculado con hongos endofitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs3)2 al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con

Pb (NOs)2al 0.1%.
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Los datos arrojan que las plantulas inoculadas con hongos enddfitos e irrigadas
con plomo presentaron mayor contenido de fenoles a nivel foliar con respecto al testigo,
reportando SF + Pb en un 64.81 % y CO8+ Pb 60.64% (Figura 17), sin embargo, si
comparamos de forma individual a plantulas que solo contenian el metal pesado o el

hongo enddfito notamos que no existen diferencias significativas.
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Figura 17. Comparaciéon del contenido de fenoles en plantulas de Pinus cembroides

(follaje) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs)2al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOs)2al 0.1%.
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Los datos arrojados en la actividad catalasa de tratamientos inducidos al estrés e
inoculados con cepas de enddfitos en comparacion al testigo (Figura 18), muestran de
forma muy notoria que la cepa de Endoradiciella communis presentd contenidos mas
altos, expresando el 1492.03% respecto al testigo, indicando su alta tolerancia al estrés

en hoja.
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Figura 18. Comparacion enzimatica de la actividad catalasa en plantulas de Pinus

cembroides (follaje) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs)2al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOs)z2al 0.1%.
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En cuanto a la actividad de glutatién peroxidasa se ve reflejado que Phialophora livistonae
presenta diferencias significativas con el resto de los tratamientos (Figura 19), aunque
encontramos que dicha cepa enddfita al ser inoculada sin la presencia de metal pesado
no arroja datos tan elevados, siendo proporcional a Endoradiciella communis y al testigo

respectivamente.
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Figura 19. Comparacion de la actividad enzimatica glutation peroxidasa en plantulas de

Pinus cembroides (follaje) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs)z2al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOs)2al 0.1%.

33



8.3 Perfil enzimatico raiz
Para todos los metabolitos evaluados se encontraron diferencias altamente

significativas respecto a los tratamientos evaluados.

La inoculacion de P. cembroides con los hongos endodfitos Endoradiciella
communis (SF) y Phialophora livistonae (CO8) y la consecuente irrigacion con plomo,
indujo una respuesta metabdlica diferencial y acentuada en la raiz de las plantulas. El
contenido de proteinas se vio drasticamente reducido en los tratamientos combinados
SF+Pb y CO8+Pb alcanzando los niveles mas bajos de todos los grupos y siendo
estadisticamente inferiores al control y al tratamiento de plomo. En contraste, los
tratamientos de hongos enddfitos por si solos, mostraron el contenido de proteinas mas
alto (Figura 20).
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Figura 20. Comparacion del contenido de proteinas en plantulas de Pinus cembroides

(raiz) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs)2 al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOs)2al 0.1%.
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De manera notoria, el contenido de fenoles se incremento significativamente en

los tratamientos combinados, con SF+Pb presentando el valor mas alto en un 1485.62%

(mas de 1500 ug), la sola exposicion con plomo incremento los fenoles respecto al testigo

confirmando el estrés abidtico en un 548. 69% (Figura 21). Sin embargo, la acumulacion

fue maxima en presencia de los endofitos.
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Figura 21. Comparacion del contenido de fenoles en plantulas de Pinus cembroides

(raiz) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras

representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,

CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb

(NOs)2 al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con

Pb (NOs)2al 0.1%.
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Los resultados de la actividad de catalasa (CAT) (Figura 22) indican que dicha
actividad se incrementd masivamente en los tratamientos donde las plantulas fueron
expuestas tanto a los hongos endéfitos como al plomo. Registrando el 3020.60% en el
caso de SF+ Pby 2722.02% para plantulas inoculadas con CO8 + Pb respecto al testigo.
En contraste, el tratamiento de unicamente plomo solo exhibié una actividad de CAT basal
o casi nula, similar a la actividad de CAT en el testigo y los tratamientos de hongos

enddfitos en si.
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Figura 22. Comparacién enzimatica de la actividad de catalasa en plantulas de Pinus

cembroides (raiz) inoculado con hongos enddfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras
representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,
CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con
Endoradiciella communis irrigada con Pb (NOs)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb
(NOs)2 al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOs)z2al 0.1%.
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La actividad de la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX) se incremento

exponencialmente en los tratamientos combinados (Figura 22 y Figura 23). La exposicion

de plomo no indujo la GPX.
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Figura 23. Comparacion de la actividad enzimatica glutation peroxidasa en plantulas de

Pinus cembroides (raiz) inoculado con hongos endéfitos e irrigadas con plomo.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD, p<0.05). Las barras

representan el error estandar. SF=plantas inoculadas con Endoradiciella communis,

CO8= plantas inoculadas con Phialophora livistonae, SF + Pb= plantas inoculadas con

Endoradiciella communis irrigada con Pb (NO3s)2 al 0.1%, Pb= plantas irrigadas con Pb

(NOs)2 al 0.1%, CO8 + Pb= plantas inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con
Pb (NOsz)2al 0.1%.
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8.4 Expresioén génica en plantulas de Pinus cembroides tanto en follaje como raiz
inoculadas con hongos endofitos e irrigadas con solucion de Pb(NOs3)2 al 0.1%.

En la Tabla 5 se muestra el cambio en la expresion génica de follaje de plantulas de pino
pifionero al ser tratadas con nitrato de plomo al 0.1%. Se encontr6 que no hubo
diferencias significativas en el cambio de la expresién del gen NRAM y PER en
comparacion con LEA8 y TTPD. El hongo Phialophora livistonae por si solo aumenté la
expresion de LEA8 y también cuando fue irrigado en combinacién con plomo. Para el gen
TPPD, hubo una sobre expresion del gene en las plantas inoculadas con E. communis

en combinacién con plomo.

Tabla 5. Cambio de expresidon genica 2*(-AACt)en plantulas de Pino cembroides (follaje)

inoculadas con hongos enddfitos e irrigadas con solucion de Pb(NOs3)2 al 0.1%.

LEAS TPPD NRAMP PER
cos8 7997.36+5323.93 0.46+0.36 68514.34+39573.52 | 4.91+1.80
SF 9.77+£8.77 0.30+0.18 124.63+£73.14 0.24+0.19
Pb 48.49+13.73 1.85+1.11 48.33+13.14 23.15+18.27
SF+Pb 71.51+62.98 283516.8+194334.00 | 116.42+32.20 128.6£76.99
CO8+Pb | 96.66+50.13 0.72+0.57 3.06%1.80 382.79+£222.56
Testigo | 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00
Kruskal- | 0.009954 0.03264 0.06296 0.103
Wallis
p-value

En cuanto a la expresion de genes a nivel de raiz en plantulas de Pinus cembroides, se
encontré que todos los tratamientos fueron altamente significativos. Se encontré que para
el gene LEAS8 el hongo P. livistonae en combinacion con plomo fue el que se sobre
expres6 en mayor proporcion y al ser inoculado sin plomo, este se inhibié. Se encontrd
que en plantulas irrigadas unicamente con plomo, hubo una expresion de gen TPPD y
PER, mientras que NRAMP y LEAS8 se inhibié. Cuando se combiné el hongo E. communis

con plomo, sobreexpreso el gene TPPD y NRAMP en comparacion al testigo, mientras
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que P. livistonae, inhibié la expresion de TPPD, NRAMP y PER cuando se combind con

plomo.

Tabla 6. Cambio de expresion génica 2*(-AACt) en plantulas de Pino cembroides (raiz)

inoculadas con hongos enddfitos irrigadas con solucién de Pb(NO3)2 al 0.1%

LEAS TPPD NRAMP PER

CcOo8 0.001+0.0006 21.63+18.25 0.213+0.18 0.198+0.24
SF 0.019+0.017 0.0123+0.011 0.369+0.24 0.103+0.10
Pb 0.007+0.006 5.583+1.19 0.555+0.62 1.27+0.97
SF+Pb 0.003+0.002 232431.93+56527.41 9.01+8.30 7.20+£6.20
CO8+Pb 7.304£8.01 0.65+0.539 0.05+0.02 0.096+0.049
Testigo 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00
Kruskal- | 0.01356 0.007432 0.02537 0.03356
Wallis
p-value

IX. DISCUSION

Con la intencion de conocer la capacidad de crecimiento y adaptabilidad del
microorganismo en concentraciones de metal pesado, se lograron observar los datos de
crecimiento radial segun la concentracion de Pb, por lo que es posible deducir que la
cepa E. communis tuvo una adaptabilidad de absorcion mas elevada en comparacion al
resto de los hongos inoculados e incluso con respecto a la mayor concentracién de Pb.
En cuanto a las plantulas irrigadas con plomo, se observo el contenido total de proteinas
en follaje de los diferentes tratamientos, destacando que CO8 + Pb (Tratamiento
inoculado con Phialophora livistonae e irrigada con Pb), la cantidad de proteinas es
mucho menor en comparacion con el testigo reflejando que Phialophora livistonae hace
una funcién de inhibicién ante la presencia del metal pesado, esto es debido a que cuando
una planta incrementa su contenido total de proteinas bajo exposicion a metales pesados,
puede indicar una activaciéon de mecanismos de defensa, mitigando el efecto del estrés

por plomo, reduciendo la necesidad de una respuesta proteica elevada. Dicho de otro
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modo, la asociacion simbidtica parece proteger a las plantas, probablemente mediante
mecanismos de inmovilizacion del metal o mejora de la absorcidon de nutrientes
esenciales. Por otro lado, los tratamientos SF, CO8 y Testigo (sin plomo) mantuvieron
valores intermedios (9—10 ppm), sin diferencias significativas entre si, lo cual indica que
la presencia de los hongos no altera negativamente el metabolismo proteico en ausencia

de estrés.

Se ha reportado que los antioxidantes no enzimaticos como los fendlicos eliminan
radicales dafinos, las plantas necesitan estos metabolitos secundarios para defenderse
y eliminar radicales dafinos bajo estrés de metales pesados, en un estudio con S.
lycopersicum se produjeron mayores cantidades de fenoles y flavonoides en plantas
inoculadas con plantas asociadas a P. lilacinus (Hongo endofito inoculado). Los
resultados revelaron que las plantas inoculadas con P. lilacinus aumentaron la cantidad
de contenido total de fenoles (Musa et al. 2023). De esta manera es posible comparar
con los resultados arrojados en la Figura 17 y Figura 21 referente a follaje y raiz en Pinus
cembroides, donde se obtuvo también mayor contenido de fenoles en los tratamientos

inoculados con las cepas de hongos endofitos e irrigadas con Pb respectivamente.

Es importante indicar que hubo un aumento de la actividad catalasa ante
concentraciones de Pb sin ningun enddfito, sin embargo, al comparar con los tratamientos
que contienen las cepas enddfitas y concentraciones de plomo, estos fueron mas
elevados, de forma similar se arrojaron datos en un estudio bajo estrés con cadmio en
plantas de maiz (Zea mays). En particular, la mejora considerable de las actividades de
CAT en plantas inoculadas con hongos septados oscuros (DSE) (E. pisciphila), en todas
las concentraciones de Cd, implica el papel crucial que tiene esta enzima en la proteccion
de las plantas inducida por DSE contra el estrés oxidativo. Las propiedades antioxidantes
de las hojas del maiz inoculado con DSE difirieron del control no inoculado, lo que sugiere
que los hongos DSE como P. livistonae usado en este estudio, puede ser capaz de regular
los genes que codifican enzimas antioxidantes, proporcionando proteccion contra

especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wang et al 2016).

En los ultimos afos, un numero creciente de estudios han indicado que GPX

(gluation peroxidasa) funciona tanto en la deteccion como en la eliminacion de
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hidroperoxido, y también interactua especificamente con proteinas asociadas para
conferir oxidacion inducida por peroxido. Yang et al. (2015), estudiaron el estrés por
plomo en la planta Robinia pseudoacacia L. e inocularon diferentes hongos micorrizicos
quienes confirieron proteccion a la planta y tolerancia ante concentraciones de metal
pesado, asi mismo se destaco la reaccion enzimatica obteniendo resultados de glutation
peroxidasa mas elevados respecto al testigo, de la misma forma en este estudio se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos SF+Pb= plantas inoculadas
con Endoradiciella communis irrigada con Pb(NOs)2 al 0.1% y CO8+Pb= plantas
inoculadas con Phialophora livistonae irrigadas con Pb(NOs3)2al 0.1%, determinando que
la simbiosis generada con las cepas endoéfitas mejora la reaccién enzimatica ayudando

a la planta a reducir el dafio oxidativo causado por la concentracion de plomo.

Las proteinas LEA (proteinas abundantes en la embriogénesis tardia) se expresan
y acumulan en gran medida en las plantas durante la etapa de deshidratacion de las
semillas, asi como en respuesta a condiciones de déficit hidrico y otros entornos adversos
(French et al 2018). La exposicion a condiciones adversas suele causar estrés oxidativo
y la generacién de ROS en las plantas, las proteinas LEA pueden reducir directamente el
estrés oxidativo eliminando las ROS e indirectamente reducir su produccion al secuestrar
los iones metalicos que las generan en las células deshidratadas (Gao et. al 2012). De
acuerdo con la literatura es posible deducir la expresion del gen LEA en este estudio, por
lo tanto, se encontré que dicho gen se presentd en plantulas que contenian Phialophora
livistonae + Pb a nivel foliar, la expresion del gen LEA nos indica que efectivamente la
cepa de Phialophora livistonae tiene la capacidad para reducir el estrés en plantas
forestales aportando una simbiosis entre la planta y el huésped en presencia de metales
pesados, generando una respuesta positiva. La baja expresién en SF + Pb sugiere que
E. communis no activa esta via en tejido radical, en contraste con lo observado en el

follaje, donde este gen mostré una alta induccion.

La trehalosa 6-fosfato (Tre6P) denominado TPPD en este estudio, intermediario
de la biosintesis de trehalosa, es un metabolito de sefializacién esencial que vincula el
crecimiento y desarrollo de las plantas con el metabolismo del carbono (Kerbler et. al
2023). Aparte de funcionar como una fuente de carbono (de reserva) y un componente
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estructural en bacterias, hongos e invertebrados, la trehalosa también funciona como un
importante protector contra el estrés de las proteinas y las membranas durante
condiciones adversas como la deshidratacién, la alta salinidad, la hipoxia y la falta de
nutrientes (Vandesteene et al., 2012). Por lo tanto, se encontré que el gen TPPD se
expreso con mayor proporcion en las plantulas inoculadas con Endoradiciella communis
e inoculadas con plomo SF + Pb (232,431.93 + 56,527.41), por lo tanto, es posible deducir
que el hongo logré generar una proteccion en la plantula permitiendo que su crecimiento
no se viera afectado aun ante la presencia de metal pesado, comprendiendo el gran
potencial que el endodfito presenta. Este resultado indica que E. communis activa de
manera muy marcada la via de la trehalosa en condiciones de estrés por Pb,
posiblemente para mantener la integridad osmatica y reducir la generacion de ROS (Zafar
et al. 2024; Elkelish et al., 2025). Esta sobreexpresion sugiere que E. communis activa
intensamente la via osmoprotectora de la trehalosa en raices cuando el metal esta
presente, promoviendo la acumulacion de este disacarido para mantener la homeostasis
celular y la proteccion de proteinas frente al estrés por metales pesados (Sarkar y
Sadhukhan et al., 2022).

Las proteinas transportadoras de iones metalicos (es decir, los transportadores de
metales NRAMP) desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de las
concentraciones adecuadas de diversos iones metdlicos en los diferentes
compartimentos celulares, ya sea expulsando metales toxicos del citosol al exterior
celular o permitiendo su secuestro en compartimentos intracelulares (Wei et. al 2016). En
contraste con un estudio anterior se encontraron los efectos de la inoculacion
con Rhizophagus intraradices (Ri) bajo estrés por Cd sobre el crecimiento del arroz, la
absorcién de Cd junto con otros elementos y la expresion de genes de transporte de Cd,
incluyendo OsNRAMP1/5, al tener presente que la inactivacion de OsNRAMP5 han
demostrado que la pérdida de este gen reduce significativamente la acumulacion de Cd
en las raices y los granos mientras que la sobreexpresiéon de OsNRAMPS promueve el
transporte de Cd a las células de la raiz, pero disminuye significativamente la
acumulacién de Cd en las partes aéreas y los granos del arroz (Bao et. al 2025). En este
estudio encontramos que plantulas inoculadas con Phialophora livistonae y bajo estrés

con plomo mostraron un indice bajo de la expresion de este gen por lo tanto es posible
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deducir que reduce de forma significativa la presencia de metal pesado en raiz, tal como
se muestra en la Tabla 6, mientras que plantulas inoculadas con Endoradiciella communis
y estresadas con plomo presentan una expresion mucho mayor del gen NRAMP tanto a

nivel foliar como radicular.

Estudios han demostrado que las proteinas PRX desempefian funciones cruciales
en diversos procesos fisioldgicos de las plantas, como la formacién de lignina y
liposomas, la reticulacidon de proteinas de la pared celular, el metabolismo de auxinas, el
crecimiento celular y la elongacion. Ademas, los genes PRX (PER) también pueden
aumentar la resistencia al estrés al modular los niveles de especies reactivas de oxigeno
en las plantas (Luo et.al 2024). De acuerdo a los datos mostrados en las Tablas 5 y 6,
demuestran que las plantulas que se mantuvieron irrigadas con Pb e inoculadas con
cepas de hongos enddfitos presentaron una expresion mayor del gen PER, mostrando
una induccion notable en el tratamiento CO8 + Pb (382.79 + 222.56) y en menor medida
en SF + Pb (128.6 + 76.99), mientras que los demas tratamientos se mantuvieron

cercanos al control.

X. CONCLUSION

Este estudio aporta una nueva perspectiva ante la contaminacién por metales
pesados, especificamente en plantas forestales mitigando el impacto que trae como
consecuencia al inhibir procesos fisiologicos. Los resultados mas relevantes de esta
investigacion muestran que las cepas de endodfitos seleccionadas de Endoradiciella
communis 'y Phialophora livistonae respectivamente, generaron una respuesta
transcripcional de forma positiva en plantas de Pinus cembroides induciendo a la
proteccion de estrés oxidativo (ROS) ante el efecto simbidtico proporcionado entre la
planta y el hongo, asi mismo, genes de interés tuvieron una sobreexpresion por estrés
ante metales pesados, tal es el caso del gen PER generando una respuesta de
resistencia ante el estrés oxidativo y mejorando los procesos internos de la planta. Por
otra parte, ante la respuesta del gen TPPD sugiere que la cepa de enddfito refleja una
alta tolerancia ante la presencia de metales pesados que se han registrado como toxicos

0 que no aportan una relacion positiva en plantas. La investigacion demostré que la
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presencia de estos contaminantes no solo afecta los procesos fisioldégicos esenciales de
las plantas, sino que también limita su capacidad de crecimiento, desarrollo y

supervivencia.

Las respuestas transcripcionales observadas en P. cembroides indicaron que la
interaccidn simbidtica con estos hongos activd mecanismos de defensa asociados a la
proteccion contra el estrés oxidativo. En conjunto, estos hallazgos resaltan la importancia
de los hongos enddfitos como agentes biotecnoldgicos con potencial para ser utilizados
en programas de restauracion ecolégica y fitorremediacion en zonas afectadas por
contaminacion metalica. Asimismo, se abre la puerta a futuras investigaciones que
profundicen en los mecanismos moleculares implicados y en la aplicacién practica de
estas asociaciones simbidticas en diversas especies forestales. Esta aportacién no solo
amplia el conocimiento cientifico en torno al papel de los enddfitos en el estrés abidtico,
sino que también establece un fundamento sdlido para su uso sustentable en la

conservacion de los ecosistemas boscosos.
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