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La incorporacién de metales pesados al medio como modo de contaminacion por el uso de fertilizantes y
plaguicidas es una de las problematicas que mas preocupan a las organizaciones vinculadas al monitoreo del
ambiente. El cobre es un micronutriente esencial para el crecimiento vegetal, pero en elevadas concentraciones
es toxico. Las micorrizas arbusculares, participan activamente en el metabolismo de los metales pesados,
aumentando la tolerancia de las plantas que crecen en sitios contaminados. Se evaluaron las respuestas
morfolégicas vy fisiolégicas de plantas de pimiento inoculadas con el hongo micorricico arbuscular Funneliformis
mosseae en concentraciones crecientes de cobre en un cultivo hidropénico. Se realizaron mediciones
morfoldgicas (peso seco, area foliar), fisiolégicas (conductancia y resistencia estomatica, indice de verdor,
temperatura de hoja, conductividad relativa de membranas celulares) y bioquimicas (patron proteico, contenido
de malondialdehido). Las plantas inoculadas con el hongo micorricico arbuscular toleraron una concentracion
mayor de cobre que las no inoculadas y esta concentracién varié segun el parametro analizado. En general, en
las plantas micorrizadas se observé un aumento del umbral de tolerancia al cobre.
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Ruscitti, Marcela; Cecilia Arango; Sebastian Garita; Valeria Bernardo (2019) Morphological and physiological
parameters of pepper plants inoculated with Funneliformis mosseae under hydroponic conditions and with
high copper concentrations. Rev. Fac. Agron. Vol 118 (1): 85-97.

Industrialization and agricultural activity, through the use of fertilizers and pesticides, have caused severe
environmental pollution. The heavy metals incorporation is one of the problems that most concern organizations
linked to environmental monitoring. Copper is an essential micronutrient for plant growth but in high
concentrations it is toxic. Arbuscular mycorrhizae actively participate in the heavy metals metabolism, increasing
the tolerance of plants growing in contaminated sites. The morphological and physiological responses of pepper
plants inoculated with the arbuscular mycorrhizal fungus Funneliformis mosseae in increasing concentrations of
copper in a hydroponic culture were evaluated. Morphological measurements (dry weight, foliar area),
physiological measurements (stomatal conductance and resistance, greenness index, leaf temperature, relative
conductivity of cell membranes) and biochemical (protein pattern, content of malondialdehyde) were made. The
growth of the non-inoculated or inoculated pepper plants showed a decrease with the increase of the copper
concentration in the medium. The plants inoculated with the arbuscular mycorrhizal fungus could withstand a
higher concentration of copper than the non-inoculated ones and this concentration varied according to the
parameter analyzed. In general, in mycorrhized plants an increase in the tolerance threshold to copper was
observed.
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INTRODUCCION

Ciertas practicas de la agricultura moderna como el
sobrepastoreo, la fertilizacion y la deforestacién, son
algunas de las causas de la erosion, acidificacion,
contaminacion, salinizacion, desequilibrio de nutrientes
y compactacion del suelo (Lal, 2001). Tal como sucede
con la agricultura rural, la agricultura urbana y peri-
urbana implica riesgos para la salud de la poblacion si
no es manejada apropiadamente (Giuffré et al., 2005).
Existen riesgos de enfermedades asociadas con la
reutilizacion de desechos urbanos y aguas residuales,
otras de transmision vectorial, las asociadas con la
utilizacion de agroquimicos y, por ultimo, las asociadas
a la contaminacion de suelo y agua con
concentraciones nocivas de algunos elementos y
compuestos quimicos, como hidrocarburos policiclicos
aromaticos y metales pesados (MP) (Lock & De Zeeuw,
2000). La relacion entre la agricultura urbana y la
seguridad alimentaria es un concepto fundamental a
tener en cuenta en la gestion municipal, ya que
involucra aspectos econémicos, sociales y ambientales
(Cabannes & Dubbeling, 2001). Estudios recientes han
demostrado que la contaminacion por metales pesados
es un aspecto importante de la degradacién ecoldgica
(Baldantoni et al, 2004). Si bien se asocia
principalmente a la actividad industrial, la actividad
agropecuaria a través del uso de fertilizantes y
plaguicidas, introduce en el ambiente cantidades
importantes de MP como Zn, Mn, Cu y Pb.

Los procesos de contaminacion de los suelos como
consecuencia del actual modelo productivo intensivo,
seguiran afectando y perjudicando a los ecosistemas,
tanto en la actualidad como en el futuro, ya que, los
metales pesados son elementos persistentes en el
suelo que no se biodegradan, ya que, en general, no
participan en funciones metabdlicas especificas de los
seres vivos (Abollino et al., 2002, Olivares Rieumont et
al., 2013). Las plantas absorben los metales pesados
desde el suelo de forma pasiva con el flujo masal de
agua, o por transporte a través de la membrana
plasmatica de las células de la raiz. La combinacién de
pH bajo y elevada concentraciéon de metales en el suelo
resulta en una alta absorcién por parte de las plantas
(Thornton, 1999). Esto representa una amenaza
potencial para el hombre, ya que la acumulacion de MP
en las plantas es su principal via de entrada en la
cadena alimentaria (McLaughlin et al., 1999).

El cobre es considerado un micronutriente esencial
para las plantas, y juega un rol importante en la
asimilacion de CO; y la sintesis de ATP. El cobre esta
asociado con enzimas y proteinas involucradas en
reacciones redox (Cu+1 / Cu+2) como la plastocianina,
una proteina cloroplastica involucrada en el transporte
electronico que ocurre en la fase luminica de la
fotosintesis entre el fotosistema Il y el fotosistema |, y
enzimas como la citocromo oxidasa involucrada en la
cadena transportadora de electrones en la respiracion
aerébica que ocurre en las crestas mitocondriales
(Yadav, 2010). Por otra parte, es el componente del
complejo enzimatico fenolasa, que oxida fenoles y se
relaciona con la biosintesis de lignina, ya que forma
algunos de sus precursores (Azcon-Bieto & Talon,
2000). El receptor de etileno ETR1, una proteina
transmembranal, requiere la unién de cobre para su
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funcionamiento (Rodriguez et al., 1999). Este metal,
junto con el zinc es un cofactor de dos de las siete
superoxido dismutasas (CDS1, CDS2) descritas en
Arabidopsis (Bowler et al., 1992). Rara vez las plantas
presentan deficiencias de cobre, principalmente debido
a que éste se encuentra disponible en baja
concentracion en la mayoria de los suelos. El sintoma
inicial de una deficiencia de cobre es la produccion de
hojas de color verde oscuro, las cuales pueden
presentar manchas necréticas. Estas manchas
aparecen primero en la punta de las hojas jévenes y
luego se extienden hacia la base y los margenes. Las
hojas pueden abarquillarse o presentar malformaciones
y en caso de deficiencias extremas pueden abscisionar
prematuramente (Taiz & Zeiger, 2006). Sin embargo, el
cobre en cantidades excesivas, se vuelve toxico ya que
interfiere con los procesos fotosintéticos y respiratorios,
la sintesis de proteinas y el desarrollo de organelas
vegetales (Upadhyay & Panda, 2009). Especificamente,
el exceso de cobre puede causar clorosis, inhibicion del
crecimiento de la raiz, estrés oxidativo y dafio a la
permeabilidad de las membranas plasmaticas, lo que
lleva a la liberacion de iones. El estrés oxidativo
provoca la peroxidacion de lipidos de las membranas,
conduciendo a la apariciéon de malondialdehido (MDA),
uno de los subproductos de la descomposicién de los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, utilizado como indicador de estrés oxidativo
(Martinez-Trujillo et al., 2009; Bouazizi et al., 2010;
Ghaderian & Ravandi, 2012). El efecto téxico del cobre
afecta fundamentalmente el crecimiento y la morfologia
de la raiz, ya que este metal, tiende a acumularse en la
misma con baja ftraslocacion a la parte aérea
(Marschner, 1995), sin embargo, en plantas de
pimiento, creciendo con elevadas concentraciones de
este metal, se observé una gran traslocacion a la parte
aérea (Ruscitti et al., 2017). El dafio provocado en las
raices en respuesta al exceso de cobre provoca una
menor absorcion de agua y nutrientes, alterando el
estado hidrico de la planta, que se refleja en una
disminucion de la conductancia estomatica (Taiz &
Zeiger, 2006). La inhibicion del crecimiento de la raiz
por altas concentraciones de MP fue reportado por
Martinez-Trujillo et al. (2009) y Ortiz-Castro et al.
(2007), evidenciado por la disminucién del indice
mitotico.

Algunos microorganismos benéficos para las plantas
que habitan el suelo, como los hongos formadores de
micorrizas arbusculares, participan activamente en el
metabolismo de los MP en el suelo, aumentando la
tolerancia de las plantas que crecen en sitios
contaminados (Ruscitti et al, 2017). La importancia
ecolégica de las micorrizas arbusculares esta avalada
por su presencia en mas del 95% de las especies
vegetales (Quilambo, 2003, Ruscitti et al., 2011;
Beltrano et al., 2013a; Beltrano et al., 2013b). En esta
asociacion la planta aporta compuestos carbonados
para la nutricion del hongo, y el hongo contribuye
aumentando la absorcién de agua y nutrientes del suelo
(Gange et al., 1999), jugando un papel clave en el
reciclaje de nutrientes en el ecosistema (Smith & Read,
1997).

La planta micorrizada presenta diversas ventajas, entre
ellas se ha estudiado la induccion de una mayor
tolerancia/resistencia frente a distintos estreses bioticos



Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata (2019) Vol 118 (1): 85-97

y abidticos (Snijders, 1994; Dassi et al., 1998; Ruscitti
et al., 2011; Beltrano et al., 2013b). La micorrizacion
disminuye significativamente el efecto detrimental de la
salinidad (Ruscitti et al., 2007) y también puede conferir
tolerancia a patéogenos del suelo, ya sea por
competencia por los sitios de colonizacion (Linderman,
1992) o por activar mecanismos de defensa en la planta
huésped (Cordier et al., 1996). También se ha
investigado el incremento de la tolerancia de las plantas
al estrés hidrico, por deficiencia de nutrientes, exceso
de metales pesados y sustancias fitotéxicas (Barea et
al., 2005; Kaya et al., 2009; Manoharan et al., 2010;
Ruscitti et al., 2011, 2017; Beltrano et al., 2013a). Se ha
descrito ademas que las micorrizas confieren tolerancia
a pesticidas (Ocampo, 1993), herbicidas (Ocampo &
Barea, 1982; Beltrano et al., 2013a) o residuos de la
industria petrolera (Cabello, 1997).

Los metales pesados pueden ser absorbidos por las
hifas del hongo y transportados a la planta. Se han
descrito casos en que las plantas micorrizadas
muestran un aumento en la absorcién y en el transporte
raiz — tallo de MP (fitoextraccién), mientras que en otros
casos, el hongo contribuye a la inmovilizacién de los
MP en el suelo (fitoestabilizacion) (Gaur & Adholeya,
2004; Khan, 2005). El resultado de la colonizacion
micorricica sobre la detoxificacion de los suelos
contaminados depende de la combinacién planta —
hongo — MP y esta influenciado por las condiciones del
suelo (Orlowska et al., 2005). Ruscitti et al. (2017)
demostraron que la inoculacién con hongos
micorricicos arbusculares incrementd la tolerancia de
las plantas de pimiento al exceso de cobre en el suelo,
evidenciado por una mayor actividad fotosintética y en
consecuencia mayor crecimiento.

En base a todo lo expuesto, es claro que la
contaminacion por cobre producida por las actividades
antropicas afecta el normal crecimiento de las plantas,
generando alteraciones a nivel morfoldgico, fisiolégico y
bioquimico. El objetivo del trabajo fue evaluar las
respuestas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas de
plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) inoculadas
con el hongo micorricico arbuscular Funneliformis
mosseae y expuestas a concentraciones crecientes de
cobre en un sistema hidropénico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo

El ensayo se realiz6 en condiciones controladas de
temperatura (16°C a 26°C) en el invernaculo del
Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), La Plata,
Argentina (34° 52' S; 57° 58 W) bajo fotoperiodo
natural, entre los meses de agosto y diciembre. Las
semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California
Wonder 300’ fueron desinfectadas superficialmente con
NaClO (10%) durante 5 minutos, y lavadas tres veces
con agua estéril. Se colocd una semilla por celda en
bandejas plasticas (speedling) de 72 celdas y 55 cc de
capacidad individual, sobre una mezcla tindalizada de
tierra-arena (1:1). A la mitad de las celdas se le
incorpord 20% de inéculo de Funneliformis mosseae
(FM) y a la otra mitad, a modo de control, la misma
cantidad de indculo inactivado por tindalizacion (NI),
para generar las mismas condiciones experimentales.
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El hongo micorricico arbuscular utilizado Funneliformis
mosseae ((T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A.
Schuessler 2010)) corresponde al aislamiento SB1, de
la Coleccion del Instituto Spegazzini, UNLP. Se
multiplicd en terrinas, utilizando como sustrato una
mezcla estéril de arena:perlita:vermiculita (1:1:1 v/iv) y
trébol blanco (Trifolium repens L.) como planta trampa.
Este in6culo estaba constituido por una mezcla de
sustrato, hifas y fragmentos de raices de trébol
(Trifolium repens L.) micorrizadas en un 90%, y una
densidad de esporas de 60 esporas g'1 de sustrato
seco. Cuarenta dias después de la siembra, cuando las
plantas de pimiento inoculadas alcanzaron 50% de
micorrizacion, determinado segun la técnica de
Trouvelot et al. (1986), se extrajeron de las bandejas,
se lavaron las raices y se pasaron a condiciones de
hidroponia en potes de plasticos de 5 litros de
capacidad aireados periddicamente y con solucion
nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950). Se
realizé el cultivo en hidroponia para poder estudiar el
efecto del cobre sin la interferencia del sustrato que
actua como amortiguador. Una semana después se
agregaron las distintas soluciones de cobre, segun se
detalla a continuacion.

Tratamientos realizados

La solucién nutritiva de Hoagland se suplementé con

concentraciones de Cu crecientes, hasta 1000 uM,

concentracion a partir de la cual se afecta la viabilidad

de las estructuras del hongo micorricico (Ruscitti,

2017), quedando definidos los siguientes tratamientos:

A- Plantas no inoculadas (NI) y B- Plantas
inoculadas con F. mosseae (FM)

Cultivadas con 0, 10, 50, 100, 200 y 1000 uM de

CUSO4. 5 H20.

Parametros medidos

Parametros fisiologicos

A las veinticuatro horas de agregar las distintas
concentraciones de cobre, se determiné el indice
mitético mediante el recuento de células en mitosis de
los apices radicales, con el objetivo de inferir el efecto
del cobre en el crecimiento de las raices. Los
meristemas radicales de diez plantas por tratamiento se
colocaron en una caja de Petri sobre papel de filtro
embebido en 8- hidroxiquilonia (0,02% v/v) durante 3
horas. Posteriormente, las raices se lavaron tres veces
con agua destilada durante cinco minutos cada uno.
Luego el material se fij6 colocandolo en tubos con
solucion de Carnoy (etanol : acetato, 3:1), cada dos
horas, se realiz6 el recambio de la solucion, en tres
oportunidades. Finalmente, el material se conservé a
4°C hasta la realizacion de los preparados. En ese
momento, las raicillas se llevaron a bafos secuenciales
de agua destilada durante cinco minutos en cada uno,
en tres oportunidades, a fin de extraer el fijador. A
continuacién se procedié a realizar la digestion de las
paredes celulares con HCI (1N) en estufa a 45°C
durante 30 minutos. Finalmente, los apices radicales se
tiferon con aceto-orceina durante cinco minutos y se
montaron en el portaobjeto realizando la técnica de
“squash” (Sass, 1958). El indice mitdtico (IM),
expresado como porcentaje, se determiné contando el
numero de células en mitosis sobre el numero total de
células por apice. Las observaciones se realizaron en
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un microscopio 6ptico Carl Zeiss Photomicroscope |l
(Oberkochen, Germany).

Catorce dias después del agregado de cobre, se
determind la conductancia estomatica, la resistencia
estomatica y la temperatura de hoja, mediante la
utilizacion de un Porémetro Decagon SC-1. Las
mediciones se realizaron entre las 16 y las 18 horas, en
el sector medio de la planta, en la porcion media de la
Ultima hoja completamente expandida y no senescente,
se midieron 8 plantas por tratamiento. También se
determiné el indice de verdor con un medidor SPAD-
502 Minolta, en el tercio medio de la ultima hoja
expandida.

La conductividad relativa (CR) de membranas celulares
se realizé a partir de 200 mg de material fresco de
hojas y 200 mg de raiz de cada una de las 8 plantas
por tratamiento, segun el método de Lutts et al. (1996),
a partir de la siguiente férmula:

CR (%) = (L1/L2) x 100

Donde, Ly y L, son las lecturas de conductividad
eléctrica antes y después del autoclavado
respectivamente.

Parametros bioquimicos

A los 30 dias de iniciados los tratamientos, se realizd
una toma de muestras para la determinacién del
contenido de malondialdehido (MDA: producto de la
peroxidacion lipidica como consecuencia del dafio de
las membranas celulares) en 200 mg de tejidos frescos
de la ultima hoja completamente expandida y 200 mg
de raiz , por la reaccion con el acido thiobarbiturico
(TBA) descripta por Heath & Packer (1968).

El analisis cualitativo de la composicién proteica se
realiz6 mediante electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida (SDS — PAGE), de acuerdo a la
técnica de Laemmli (1970). Para la extraccion de
proteinas se tomaron 250 mg de muestras de hoja y
250 mg de muestra de raiz, de cada una de las 8
plantas por tratamiento. Esta técnica permite separar en
forma simultanea distintas fracciones proteicas. El peso
molecular de las distintas bandas se estimé utilizando
un patron de Peso Molecular, LMW calibration kit for
SDS Electrophoresis, Pharmacia. Las corridas
electroforéticas se realizaron en una cuba vertical
HOEFLER SE 600 con una fuente de poder EPS 1001.
Los geles obtenidos se analizaron por densitometria
utilizando programas de analisis de imagenes (Syngene
Analyzer e Image J).

Parametros morfolégicos

Terminado el ensayo se determind el area foliar con un
medidor de area foliar Li 3000, LICOR, Lincoln, NE,
USA y el peso seco de las plantas, luego de secar el
material en estufa a 80°C hasta peso constante.

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado,
en un factorial 6 x 2, con seis concentraciones de cobre
y dos niveles de micorrizacion. Los datos fueron
sometidos a analisis de la varianza y las medias
comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics
Centurion). El nimero de repeticiones (n) fue cuatro por
tratamiento y 8 plantulas por repeticion.
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RESULTADOS

Parametros fisiologicos

El indice mitético, expresado como el porcentaje de
células en mitosis sobre el total de células observadas,
disminuyé al aumentar la concentracién de Cu en la
solucion. Comparando los tratamientos realizados, se
observoé que el valor de este indice con 1000 uM de
Cu disminuy6 un 95% en las plantas no inoculadas y 88
% en las inoculadas comparado con 0 pM de Cu.
También se observé que las plantas inoculadas con
Funneliformis mosseae en 0 y 10 uyM de Cu
presentaron, valores de indice mitético
significativamente mas bajos que las plantas sin
inocular (tabla 1). Los bajos valores de indice mitético
en las concentraciones mas altas de cobre, explican la
baja tasa de crecimiento de las raices.

Tabla 1. Indice mitético promedio de plantas de
pimiento inoculadas y sin inoculacién con Funneliformis
mosseae, a las 24 horas del agregado de
concentraciones crecientes de cobre a la solucion
nutritiva. M: micorrizacién, Cu (uM): Concentraciones
crecientes de Cu, M x Cu: interaccion entre la
micorrizacién y las concentraciones crecientes de Cu.
Letras mintsculas distintas indican  diferencias
significativas en la columna, letras mayusculas distintas
indican diferencias significativas en la fila (p<0,05).

indice mitético (%)

Cu (MM) Noinoculado Funneliformis mosseae
0 50a A 34a B

10 37b A 19b B

50 1,8 bc A 21 b A

100 13 ¢c A 1,3 ¢c A

200 11 ¢ A 0,7d A

1000 02d A 04d A

M < 0,001

Cu < 0,001

M x Cu < 0,001

La determinacion de la conductancia y resistencia
estomatica indica el estado hidrico de la planta ante
una situacion de estrés, como la presencia de altas
concentraciones de Cu en el medio de crecimiento
(Taiz & Zeiger, 2006).

La conductancia estomatica fue mayor en las plantas
inoculadas con el hongo. En ausencia de cobre la
micorrizacion aumentd la conductancia estomatica un
57%. Este pardmetro disminuyé al aumentar la
concentracion de cobre en la solucién, a partir de 100
UM, en las plantas micorrizadas la disminucién fue de
44% mientras que en las no micorrizadas fue de 36%
(figura 1A). Esta respuesta puede relacionarse con el
dafo que produce el metal en las raices, disminuyendo
la absorcidon de agua y nutrientes de la solucion. Ante
un balance hidrico desfavorable, una de las primeras
respuestas de las plantas es el cierre estomatico, o
disminucién de la conductancia estomatica, con el
objetivo de reducir la transpiracién, lo que indicaria que
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la micorrizacién atenda el desbalance hidrico
provocado por el Cu, (Ruscitti, 2017) al mantener los
estomas abiertos, favoreciendo la  produccion de
biomasa. Todo esto fue confirmado por la resistencia
estomatica, que es la inversa de la conductancia, y
mostré el mismo comportamiento (figura 1B). Segun el
analisis de varianza la conductancia estomatica
presento diferencias significativas con la micorrizacion,
las concentraciones de cobre y la interaccion de ambos
factores. Mientras que para la resistencia estomatica
presentd diferencias so6lo para la micorrizacion y el
cobre, pero no se observaron interacciones entre los
factores.

La temperatura de la hoja sufri6 un aumento gradual
con el aumento de la concentracién de cobre. En las
plantas no inoculadas se observd un aumento
significativo de la temperatura a partir de la presencia
de cobre en concentraciones de 50 pM y con
concentraciones similares o superiores a 200 uM. En
las plantas micorrizadas el aumento de temperatura de
las hojas se observé a partir de concentraciones de

180 -
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0O uM
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Bcontrol

mmosseae
40 +

30 4

20
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OuM

10 uM

10uM 50 uM

cobre

cobre

cobre de 100 puM. El aumento de la temperatura esta
directamente relacionado con el aumento de la
resistencia estomatica y esto se debe al efecto
refrigerante que ejerce la transpiracion en las plantas
(figura 2A) (Taiz & Zeiger, 2006)

Cuando aumentd el cobre en el medio, el indice de
verdor (SPAD) disminuyé tanto en las plantas
micorrizadas como no micorrizadas. En las no
inoculadas se observé una disminucion significativa a
partir de 50 uM, respecto al tratamiento sin cobre;
mientras que en las inoculadas con el hongo micorricico
esa reduccion se observo a partir de una concentracion
de 100 uM y fue del 32%. En todas las concentraciones
de cobre ensayadas las plantas inoculadas con F.
mosseae presentaron mayores indices de verdor que
las plantas no inoculadas, aunque las diferencias no
fueron significativas (figura 2B). Sin embargo, el analisis
estadistico mostré6 diferencias  significativas  al
modificarse las concentraciones de cobre y con la
interaccion micorrizacién:cobre.

2]

Econtrol

B mosseae

100 uM 200 uM 1000 uM

50uM 100 uM 200 uM 1000 uM

Figura 1. Valores medios de conductancia (A) y resistencia estomatica (B) de plantas de pimiento no inoculadas e
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre y su
correspondiente error estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre para

cada tratamiento de inoculacion (p<0,05).
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Figura 2. Valores medios de Temperatura de hoja (A) e Indice de verdor (B) de plantas de pimiento no inoculadas e

inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre. Letras distintas
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre para cada tratamiento de inoculacién (p<0,05).

La conductividad relativa de la raiz, como indicador de
dano de las membranas celulares, aumentdé al
aumentar las concentraciones de cobre. En todos los
casos, este parametro, fue mayor en las plantas no
inoculadas, donde hubo un aumento significativo del
orden del 75% a partir de 50 yM. En las inoculadas con
Funneliformis mosseae ese aumento se produjo a partir
de 100 uM y fue de 48%. Las plantas no inoculadas
alcanzaron valores mayores al 50%, mientras que las
inoculadas no alcanzaron 40%, en la maxima
concentracion de cobre, lo que indicaria que la
micorrizacion atenué el dafio en las membranas de la
raiz (tabla 2). Lo que estaria confirmando los resultados
encontrados en la peroxidacion de los lipidos de
membrana. La conductividad relativa de las hojas de las
plantas de pimiento fue baja y no se modificé con la
concentracion de cobre ni con la micorrizacion,
alcanzando valores inferiores al 15% (tabla 2). El
analisis de varianza para la conductividad relativa,
mostré que en raiz, las diferencias significativas estan
dadas por la micorrizacion, el cobre y la interaccién de
ambos, en hoja no se observaron diferencias
significativas y, segun los valores alcanzados, no se
puede aseverar que las membranas celulares hayan

90

sido dafiadas por accion del cobre.

Parametros bioquimicos

La determinacion de malondialdehido en tejidos de la
raiz presentd valores bajos y no mostré diferencias
significativas con las distintas concentraciones de cobre
ni con la inoculacién (tabla 3). El MDA determinado en
las hojas presentd valores superiores a los encontrados
en la raiz. El aumento del contenido de MDA fue de
37% respecto al control en las plantas no inoculadas;
mientras que en las plantas inoculadas se observé una
diferencia significativa a partir de 50 yM de Cu. En las
plantas micorrizadas cultivadas en presencia de 100,
200 y 1000 pM de cobre, se observd un incremento
significativo de los valores de MDA en hojas.

El modelo proteico de la hoja fue modificado por la alta
concentracion de Cu y por la micorrizacion. El aumento
en la concentracion de Cu provocd una modificacion del
perfil proteico comprendido entre los 94 y 67 kDa, ya
que a partir de 200 uM de Cu se observé un polipéptido
de aproximadamente 73 kDa, que seria el resultado de
la inoculacion y la exposicion al metal pesado ya que
estas bandas no estan presentes en las plantas no
inoculadas (figura 3).
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Tabla 2. Datos promedios de conductividad relativa de raiz (CR raiz), conductividad relativa de hojas (CR hoja), de
plantas de pimiento no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (FM), cultivadas en presencia de
distintas concentraciones de cobre, M: micorrizacién, Cu (uM): Concentraciones crecientes de Cu, M x Cu: interacciéon
entre la micorrizacién y las concentraciones crecientes de Cu, ns: no significativo. Letras minusculas distintas indican
diferencias significativas en la columna, letras mayusculas distintas indican diferencias significativas en la fila (p<0,05).

CR raiz (%) CR hoja (%)

Cu (uM) NI FM NI FM

0 2380bA 19,98bB 12.14aA 6,43 aA
10 2212bA 16,86bB 12,02aA 9,17 aA
50 4177aA 1544bB 11,00aA 8,88 aA
100 4668aA 2966aB 11,13aA 11,09 aA
200 4689aA 3130aB 1147aA 11.41aA
1000 52,42 aA 39.42aB 11,24aA 10,08 aA
M < 0,001 ns

Cu < 0,001 ns

M x Cu < 0,001 ns

Tabla 3. Malondialdehido de raiz (MDA raiz), malondialdehido de hojas (MDA hoja) de plantas de pimiento no
inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (FM), cultivadas en presencia de distintas concentraciones de

cobre. M: micorrizacion, Cu (uM): Concentraciones crecientes de Cu, M x Cu: interaccion entre la micorrizacion y las
concentraciones crecientes de Cu, ns: no significativo. Letras mintsculas distintas indican diferencias significativas en la
columna, letras mayusculas distintas indican diferencias significativas en la fila (p<0,05).

Cu (uM) MDA raiz MDA hoja
(nmol g PF) (nmol g PF)

NI FM NI FM
0 4,68 aA 4,04 aA 9,68 bA 8,11 bA
10 4,83 aA 5,09 aA 9,59 bA 9,88 bA
50 4,62 aA 5,23 aA 9,73 bA 9,72 bA
100 4,46 aA 5,05 aA 9,15 bA 12,41 aA
200 4,82 aA 4,96 aA 10,29 bA 12,18 aA
1000 5,66 aA 5,24 aA 13,34 aA 14,01 aA
M ns ns
Cu ns ns
M x Cu ns <0,05

En las raices, con el aumento en la concentraciéon de
cobre se observé una disminuciéon en el contenido de
proteinas, evidenciado por una disminucion en la
intensidad de las bandas correspondientes a los
polipéptidos de alto peso molecular. El patron proteico
de la raiz también fue modificado por el Cu y la
micorrizacion, observandose en las plantas
micorrizadas un polipéptido de aproximadamente 112
kDa (figura 4).

Parametros morfolégicos

El area foliar de las plantas de pimiento cultivadas en
hidroponia, disminuy6 al aumentar la concentracion de
cobre. En las plantas no inoculadas se observé una
disminucion significativa de 44% a partir de 50 uM vy
una caida aun mayor, 79%, en las plantas cultivadas en
presencia de 1000 pM de Cu. En las plantas
micorrizadas también se produjo una reduccién del area
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a partir de 50 pM de 51% y de 74% en 1000 pM. En
todos los tratamientos las plantas micorrizadas
mostraron mayor area foliar que las no inoculadas
(figura 5A). El andlisis estadistico mostré diferencias
significativas en el area foliar para micorrizacién, el
cobre y la interaccién de ambos factores, demostrando
que la micorrizacion atenta el efecto toxico del metal en
el area foliar.

El peso seco de las plantas cultivadas en hidroponia,
disminuyé con el agregado del cobre en la solucion,
aunque las diferencias fueron significativas a partir de
200 pM, tanto en las plantas inoculadas como en las no
inoculadas, en las plantas micorrizadas disminuyé 51%
y en las no inoculadas 60% (figura 5B). En todas las
concentraciones estudiadas, las plantas inoculadas
mostraron una mejor respuesta. Segun el analisis de
varianza las diferencias significativas en el peso seco
se observaron con el aumento de la concentracion de
cobre en la solucion.
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Figura 3. Patrén proteico de hojas de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con Funneliformis mosseae,
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre, mediante SDS-PAGE, m: marcador de peso molecular, 1:
0 uM, 2: 10 uM, 3: 50 uM, 4: 100 uM, 5: 200 uM y 6: 1000 uM de Cu. La flecha indica el polipéptido de 73 KDa.

KDa
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micorrizadas no micorrizadas

Figura 4. Patrén proteico de raices de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con Funneliformis mosseae,
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre, mediante SDS-PAGE, m: marcador de peso molecular, 1:
0 uM, 2: 10 uM, 3: 50 uM, 4: 100 uM, 5: 200 uM y 6: 1000 uM de Cu. La flecha indica el polipéptido de 112 KDa.

DISCUSION fue afectada por concentraciones de cobre en el orden
de 0 hasta 65 pM, mientras que la actividad se perdio
Los resultados de este trabajo concuerdan con los en presencia de 80 y 90 uyM. En las raices laterales la
reportados por Ronco et al. (2008) quienes observaron respuesta fue similar, lo que sugiere que si bien el
en plantas de pimiento que la inoculacién con Glomus crecimiento es afectado por la presencia del cobre, éste
mosseae disminuy6 el indice mitético en todos los continda y no se detiene por completo. EI mismo autor
tratamientos, con diferentes concentraciones del describié que el crecimiento de la raiz primaria se
herbicida glifosato. A mayor concentracion del inhibe gradualmente conforme se aumenta la
herbicida, correspondié un menor indice mitético, de la concentracién de cobre, inhibiéndose completamente
misma manera en este trabajo se encontré que el con 90 pM. Elizarraras (2005) y Ortiz-Castro et al.
indice mitético disminuyé al aumentar el estrés por (2007) demostraron que el aluminio y el cromo, en
cobre. Fusconi et al. (1999), también reportaron que la concentraciones minimas actian inhibiendo el
micorrizacion con G. mosseae afecté la actividad crecimiento de la raiz principal de las plantas,
mitética de las células meristematicas, de la misma incrementando el desarrollo de raices laterales. Esta
manera que la observada en este trabajo. Segun los estrategia posiblemente le permite a las plantas
estudios realizados por Martinez-Truijillo et al. (2009) la aumentar la superficie del sistema radical y de esta
actividad mitética de la raiz primaria de Arabidopsis no manera mantener la tasa de absorcion de nutrientes.
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Figura 5. Valores medios de Area foliar (A) y Peso seco (B) de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con
Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre y su correspondiente error
estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre para cada tratamiento de

inoculacién (p<0,05).

Alteraciones similares han sido reportadas en plantulas
de maiz sumergidas en una solucion suplementada con
50 uM de aluminio (Doncheva et al., 2005).

Jonak et al. (2004) trabajando con alfalfa expuesta a
altas concentraciones de cadmio y cobre, observaron
que la detoxificacion de los metales pesados estuvo
relacionada a cambios en la expresion de genes,
sintesis de péptidos y proteinas quinasas. Estos
autores encontraron cuatro quinasas que se activan
rapidamente por efecto del cobre, mientras que las
mismas proteinas también son inducidas por el cadmio,
aunque esta respuesta es mas lenta. Zhang et al.
(2009) encontraron resultados similares en arroz, en
donde las elevadas concentraciones de cobre no soélo
inhibieron la germinacion de las semillas, ademas
indujeron la sintesis de proteinas de bajo peso
molecular, las que aparentemente estarian involucradas
en mecanismos de tolerancia y respuesta a la toxicidad
al cobre. En este trabajo, se observaron cambios en la
expresion del patrén proteico en relacion a la presencia
del cobre y de la micorrizacion. Los polipéptidos
sintetizados en los tejidos foliares de las plantas
micorrizadas estarian relacionados con mecanismos de
detoxificacion y tolerancia al cobre. En situaciones de
estrés por cromo, Ruscitti ef al. (2011) reportaron una
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disminucion en el contenido de proteinas foliares con el
aumento de la concentracion del metal en el sustrato.
John et al. (2012) encontraron también una disminucion
del contenido de proteinas solubles en presencia de
metales pesados en Brassica juncea L. La modificacion
del patrén proteico debido a la presencia de Cu vy la
micorrizacion, observado en este trabajo sugiere que la
inoculacion con HMA contribuiria a que las plantas
toleren  concentraciones superiores del metal,
evidenciado por los parametros morfolégicos y
fisiolégicos analizados. Varios autores han observado
en plantas micorrizadas diferencias en el patron de
expresion de proteinas en respuesta a los MP (Ouziad
et al., 2005; Hildebrandt et al., 2007) o bajo otros
estreses abiodticos (Sannazzaro et al., 2007).

Birhane et al. (2012) encontraron que las plantas que
conservaron mas agua en situacion de estrés
mantuvieron los estomas abiertos durante un periodo
de tiempo mas prolongado, lo que condujo a un
incremento de la asimilacion neta, coincidiendo con
Yano-Melo et al. (1999) Vinit-Dunand et al. (2002) y Wu
& Xia (2006). La simbiosis con hongos formadores de
micorrizas arbusculares genera condiciones que
conducen a un mejor estado hidrico de la planta, que
resulta en una mayor conductancia estomatica respecto
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de las plantas no micorrizadas, lo que coincide con los
resultados encontrados en este trabajo. Querejeta et al.
(2003) encontraron que el uso de hongos micorricicos
provocd un aumento en la conductancia estomatica en
una especie de crecimiento lento como Olea europaea
ssp. sylvestris pero no asi en una especie de
crecimiento rapido como Rhamnus lycioides. Por otro
lado, Davies et al. (2002) trabajando con girasol
observaron que el cromo afectd negativamente la
conductancia estomatica, resultado similar al
encontrado en las plantas de pimiento cuando se
expusieron al cobre en este trabajo.

Nuestros resultados coinciden con los reportados por
Yurekli & Porgali (2006) quienes observaron que el
contenido de clorofila disminuyé con la presencia de
100 uM de cobre en el medio. No obstante, Ruscitti et
al. (2017), no encontraron diferencias en el contenido
de clorofila a, b y carotenoides con el incremento de
cobre en el suelo. Sin embargo, Bernardo et al. (2018)
observaron un mayor indice de verdor asociado a las
plantas de pimiento micorrizadas en altas
concentraciones de Cu en el suelo y en coincidencia
con este trabajo el indice de verdor disminuye al
aumentar la concentracion del metal.

Los resultados de este trabajo muestran que el cobre
afecto la integridad de las membranas celulares, lo que
se puso en evidencia por la liberacion de electrolitos,
que fue significativamente mayor en las plantas no
inoculadas que en las inoculadas y en las raices mas
que en las hojas, en coincidencia con los resultados
reportados por Ruscitti et al. (2011), en plantas
cultivadas en presencia de concentraciones téxicas de
cromo en el suelo. Resultados similares se observaron
en plantas de maiz sometidas a concentraciones
elevadas de Cd (Krantev et al., 2008). En el caso del
cobre, los iones Cu®* pueden interactuar con los grupos
S y N en las proteinas celulares, que de esta manera
podrian alterar los canales ionicos de las membranas,
lo cual promoveria un alto flujo de iones de las células
(Backor et al., 2007). En coincidencia con nuestros
resultados, Ruscitti et al. (2017) observaron un
aumento del dafo en las membranas celulares de hojas
y raices, al aumentar el contenido de cobre en el suelo
y el efecto protector que ejercen las micorrizas
arbusculares en esta situacion.

Los resultados de este trabajo son similares a los
reportados por Muradoglu et al. (2015), que
encontraron en frutilla que la concentracion de MDA en
las hojas fue mayor que en la raiz cuando las plantas
se cultivaron en presencia de Cd. Esto indica que en las
raices de pimiento y frutilla, los metales pesados no
provocan alteraciones en la membrana de las células
de la raiz. En contraposicién, Yurekli & Porgali (2006)
determinaron en poroto que el incremento en la
peroxidacion de los lipidos después del tratamiento con
100 yM de cobre fue significativo en raiz, pero no en
tallos y hojas.

Mirlean et al. (2007) trabajando con plantas de vid
cultivadas en presencia de altas concentraciones de
cobre, observaron una disminucion en el peso seco y
area foliar, sugiriendo que algunos procesos
metabdlicos podrian ser afectados por las altas
concentraciones del metal. Malekzadeh et al. (2007)
observaron también que plantas de tomate inoculadas
con hongos micorricicos, acumularon mas materia seca
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y tuvieron mayor area foliar que las plantas no
micorrizadas en presencia de metales pesados, de
igual forma que nuestros resultados, indicando que la
micorrizacion promueve el crecimiento de las plantas en
esta situacion. En plantas de pimiento creciendo en
suelo con el agregado de cobre, Ruscitti et al. (2017)
observaron una disminucién del crecimiento de las
plantas a medida que aumentaba la concentracion del
metal y lo atribuyeron a la menor tasa de fotosintesis
registrada. Malekzadeh et al. (2007) adjudicaron la
respuesta a una menor traslocacion de los metales
pesados hacia los tallos y a la acumulacién de estos en
las estructuras fungicas representando una barrera
biolégica que podria proteger a la planta, en
coincidencia con Joner et al. (2000) que encontraron
altas concentraciones de metales pesados en el micelio
de Glomus, lo que indicaria que los HMA inmovilizarian
los metales pesados.

CONCLUSIONES

La contaminacion de los suelos agricolas por metales
pesados es un proceso que afecta no sélo los suelos de
numerosas areas del planeta, sino también la calidad
de los alimentos cosechados, al traslocar dichos
metales hacia los érganos comestibles.

En este trabajo, en plantas cultivadas en condiciones
de hidroponia, el cobre afectd el crecimiento en
moderadas y altas concentraciones. Las plantas
cultivadas en presencia de cobre redujeron la
conductancia estomatica y el cierre de estomas,
disminuyendo la transpiraciéon de las plantas. El
aumento de la temperatura, alter6 la capacidad de
disipar el calor por las hojas. Las plantas expuestas a
Cu mostraron inhibicién del crecimiento, evidenciado
por la reduccion de los valores de indice mitético. La
expresion de las proteinas de las plantas de pimiento
se alter6 en presencia de cobre en el medio,
manifestada por el desarrollo de perfiles proteicos
diferentes. Las plantas inoculadas con F. mosseae
creciendo en altas concentraciones de Cu, presentaron
mayor conductancia estomatica que las no inoculadas,
por lo que se concluye que la micorrizacion actua
atenuando el efecto del cobre sobre el desbalance
hidrico de los plantas de pimiento, las que mostraron un
mayor crecimiento y produccién de biomasa. El indice
de verdor, disminuyé6 ante la presencia de
concentraciones crecientes de cobre en el suelo, efecto
que no fue modificado por la micorrizacion. El cobre
alterd la funcionalidad de las membranas celulares de
la raiz afectando las proteinas y la conductividad
relativa de membrana. Todas estas alteraciones
fisiolégicas observadas en las plantas de pimiento
sometidas a estrés por cobre, se reflejaron también en
la disminucién del crecimiento, determinado por el area
foliar y el peso seco. La inoculacién con hongos
micorricicos arbusculares representaria una estrategia
viable para mitigar los dafos provocados por el Cu en
el suelo.

Los ensayos en condiciones de hidroponia, permitieron
estudiar el efecto directo del cobre en las plantas, sin la
interferencia del suelo que ejerce un efecto
amortiguador al adsorber el metal a sus particulas.
Futuros estudios en condiciones reales de produccion
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nos permitiran aseverar la veracidad de estos
resultados y extrapolarlos a diferentes situaciones.
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