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La inoculacion con hongos micorricicos y la aplicacion
de acido salicilico aumentan la tolerancia a
cobre en plantas de pimiento.

Inoculation with mycorrhizal fungi and application of salicylic acid increase
copper tolerance in pepper plants.
A inoculagdo com fungos micorrizicos e a aplicagdo de acido salicilico aumentam a
tolerancia ao cobre em plantas de pimentdo.
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Resumen

Summary

Resumo

Los metales pesados pueden acumularse
en el suelo como consecuencia de la
accion antropica o debido a factores natu-
rales afectando el crecimiento de las plan-
tas. La simbiosis que se establece entre
plantas y hongos formadores de micorri-
zas arbusculares ha demostrado mejorar la
tolerancia de las plantas a distintas situa-
ciones de estrés, como la toxicidad por
metales pesados, constituyéndose en una
herramienta potencial para el manejo de
plantas cultivadas bajo estas condiciones.
También se ha reportado que el acido
salicilico (AS), regulador de crecimiento
vegetal, incrementa la tolerancia al estrés
de los cultivos. Se estudié el efecto del AS
en situaciones de estrés por cobre en plan-
tas de pimiento no micorrizadas y micorri-
zadas con Funneliformis mosseae. Se
evaluaron las siguientes concentraciones
de cobre: 0; 0,1 y ImM (SO,Cu.5H,0) en
plantas pulverizadas con 0; 200 y 500uM
de AS. Se determind % de micorrizacion,
% de viabilidad, altura, peso seco, area
foliar, indice de verdor, contenido de
malonildialdehido y proteinas de hoja y
raiz. Las diferencias entre los tratamientos
se analizaron a través del analisis de la
varianza (ANOVA). Los pardmetros de
crecimiento disminuyeron al aumentar la
concentracion de Cu y las plantas inocula-
das mostraron mejores resultados que las
no inoculadas. Las plantas micorrizadas
presentaron menor concentracién de
malonildialdehido que las no micorriza-
das, tanto en hojas como raices. El conte-
nido de proteinas fue mayor en las plantas
inoculadas con respecto a las no inocula-
das y disminuy¢ frente al estrés por cobre
tanto en hojas como raices. El AS mostro
respuestas variables segiin el parametro
analizado, habiendo una mayor respuesta
en parametros morfologicos.

Palabras clave: metales pesados - mico-
rrizas arbusculares-Capsicum annuum

Heavy metals can accumulate in the soil
and affect plant growth due to anthropic or
natural factors. The symbiotic relation-
ship between arbuscular mycorrhizal
fungi and plants has been shown to
improve plant tolerance to different stress
situations, such as heavy metal toxicity,
thus constituting a potential tool for the
management of plants grown under these
conditions. It has also been reported that
salicylic acid (SA), a plant growth regula-
tor, increases stress tolerance in crops. The
effect of SA was studied on copper-
stressed pepper plants without
mycorrhizae and mycorrhizae with
Funneliformis mosseae. The concentra-
tions of copper evaluated were 0; 0.1; and
1 mM (SO,Cu.5H,0) in plants sprayed
with 0; 200 and 500 uM SA. We deter-
mined mycorrhization %, viability %,
height, dry weight, leaf area, green index,
malonildialdehyde content and leaf and
root proteins. Data were analyzed by
ANOVA. Growth parameters decreased
with increasing Cu concentration, and
better results were obtained in inoculated
than in non-inoculated plants.
Mpycorrhizal plants had lower concentra-
tions of malonildialdehyde than non-
mycorrhizal plants, both in leaves and
roots. Protein content was higher in inocu-
lated plants than in non-inoculated plants
and decreased in the presence of copper
stress, in both leaves and roots. SA showed
variable responses according to the
parameter analyzed, with a higher
response in morphological parameters.

Keywords: heavy metals-arbuscular
mycorrhizal-Capsicum annuum

Os metais pesados podem se acumular no
solo como resultado da agdo antropogéni-
ca ou devido a fatores naturais, afetando o
crescimento das plantas. A simbiose esta-
belecida entre plantas e fungos micorrizi-
cos arbusculares mostrou melhorar a
tolerdncia das plantas a diferentes situa-
¢oes de estresse, como a toxicidade de
metais pesados, constituindo uma ferra-
menta potencial para o manejo de plantas
cultivadas nessas condi¢des. Também foi
reportado que o dcido salicilico (AS), um
regulador do crescimento vegetal, aumen-
ta a tolerdncia ao estresse das culturas.
Foi estudado o efeito do AS em situagoes
de estresse por cobre em plantas de pimen-
tdo ndo micorrizadas e micorrizadas com
Funneliformis mosseae. Foram avaliadas
as seguintes concentragdes de cobre: 0;
0,1 y ImM (SO,Cu.5H,0) em plantas
pulverizadas com 0; 200 e 500uM de AS e
foram determinadas as porcentagens de
micorrizagdo, de viabilidade, altura, peso
seco, drea foliar, indice de verdor, teor de
malondialdeido e proteinas foliares e
radiculares. As diferencas entre os trata-
mentos foram analisadas através da and-
lise de varidncia (ANOVA). Os pardme-
tros de crescimento diminuiram com o
aumento da concentra¢do de Cu e as
plantas inoculadas apresentaram melho-
res resultados que as ndo inoculadas.

As plantas micorrizadas apresentaram
menor concentra¢do de malonildialdeido
do que as ndo micorrizadas, tanto nas
Jfolhas como nas raizes. O teor de proteina
foi maior nas plantas inoculadas em com-
paragdo com as ndo inoculadas e diminu-
iu perante ao estresse de cobre nas folhas
e nas raizes. O AS apresentou respostas
variaveis de acordo com o pardmetro
analisado, com maior resposta nos pard-
metros morfologicos.

Palavras-chave: metais pesados - micor-
rizas arbusculares - Capsicum annuum
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Introduccion

Argentina es el principal productor de pimiento (Capsicum
annuum L.) en Sudamérica, ocupando una superficie que varia
de 3000 a 6000 has desde la provincia de Jujuy hasta Rio Negro.
Las principales zonas productoras de pimiento para consumo en
fresco, tanto a campo como en invernadero, son Buenos Aires,
Salta y Corrientes (Del Pino, 2016). El Cinturén Horticola de La
Plata (CHLP), localizado en la periferia de la ciudad de La Plata,
constituye el area productiva mas importante del Cinturdén Verde
Bonaerense. El pimiento ocupa el tercer lugar (24%) de 1a super-
ficie cultivada en el CHLP después de la lechuga y el tomate (Del
Pino, 2016). Esta especie, conocida como morrdn, pertenece a la
familia Solanaceas. Es una planta que requiere suelos franco-
arenosos, bien drenados, presentando moderada tolerancia a la
salinidad tanto del suelo como del agua de riego.

La horticultura ha experimentado una transformacion radical de los
sistemas productivos durante las ultimas décadas; la incorporacion
de invernaderos para cultivo bajo cubierta, el riego por goteo, el
uso de cultivares mejorados e hibridos, el empleo de fertilizantes y
fitosanitarios, ha aumentado la produccion de las cosechas. En
contrapartida, los problemas socio-ambientales de la horticultura
bonaerense, son notorios, tal como lo muestra la presencia de
residuos quimicos derivados de los fertilizantes y fitosanitarios en
los productos cosechados, en el suelo y en las aguas subterraneas
(Bocer, 2002; Souza Casadinho & Bocero, 2008).

Enlaactualidad, los suelos agricolas estan de ligera a moderada-
mente contaminados por distintos metales pesados (MP) como
consecuencia de la actividad agropecuaria e industrial prolonga-
da (Schwartz et al., 2003). La toxicidad de los MP para las plan-
tas varia en funcion de la concentracion, el estado de oxidacion y
la persistencia, dado que, en su justa medida, algunos resultan
indispensables (Navarro Avifi6 et al., 2007). En altas concentra-
ciones los MP inhiben la actividad de las proteinas por alteracion
de su estructura generando deficiencias y presencia de moléculas
ROS (Reactive Oxigen Species) provocando como consecuen-
cia estrés oxidativo (Yadav, 2010). La sensibilidad de las plantas
a los MP depende no solo de la concentracion sino también del
estado de desarrollo de la planta al ser expuesta al mismo (Liu et
al.,2005).

El cobre es uno de los MP que mas afecta los suelos agricolas, ya
que esta presente en la formulacion de muchos fertilizantes y
productos fitosanitarios (fungicidas), que se acumulan en los
horizontes superficiales (Kabata-Pendias,2011). El exceso de Cu
en los suelos del CHLP puede ser una problematica a tenerse en
cuenta debido al uso durante décadas de fungicidas de semillas y
la aplicacion de Caldo Bordelés (fungicida foliar en base a sulfato
de cobre) como practica habitual de los productores de la region.

El Cu es un cofactor de numerosas enzimas vegetales, que parti-
cipa en procesos fisioldgicos claves como la respiracion, la foto-
sintesis, la reduccion y fijacion del nitrégeno, el metabolismo de
las proteinas y de la pared celular. También estd involucrado en
el control de la permeabilidad del xilema, la regulacion de la
sintesis de DNA y RNA y en reacciones de 6xido-reduccion
(Kabata-Pendias, 2011). Este metal tiende a acumularse en la
raiz, con baja translocacién a la parte aérea alterando el creci-
mientoy lamorfologiade la raiz (Marschner, 1995). No obstante,
el exceso de cobre inhibe el crecimiento de la parte aérea (Lidon
& Henriques, 1992; Murphy & Taiz, 1997; Ruscittietal., 2017).

Las plantas han desarrollado diferentes estrategias que activan
su sistema de defensa ante diversas situaciones de estrés. La
Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) puede ser inducida por
agentes bidticos (patogenos atenuados) o abidticos (compuestos
quimicos) y se asocia al incremento de la concentracion de acido
salicilico (AS) (acido 2-hidroxibenzoico) en los tejidos vegeta-
les. Numerosos trabajos dan cuenta del efecto positivo del AS
sobre la regulacion del estrés oxidativo generado como conse-
cuencia de la presencia de elevadas concentraciones de MP en el
suelo (Metwally et al., 2003; Drazic & Mihailovic, 2005; El-
Tayeb etal., 2006; Zhang et al., 2015). Investigaciones recientes
muestran que el tratamiento preliminar de las plantas con bajas
concentraciones de AS podria tener un efecto de aclimatacion,
aumentando la tolerancia hacia la mayoria de los estreses abioti-
cos, debido principalmente a una mejora en la capacidad antioxi-
dante (Horvath etal., 2007).

Las micorrizas arbusculares (MA) son una asociacion simbiotica,
de caracter mutualista, que se establece entre la mayoria de las
plantas vasculares y algunos hongos benéficos del suelo, y proba-
blemente son, en abundancia, las mas importantes (Sarabia Ochoa
et al., 2010). Esta estrategia evolutiva se conoce desde hace mas
de un siglo, aunque en las ultimas décadas se ha convertido en una
herramienta de gran utilidad para la horticultura, la agricultura y
las forestaciones, para las que hay evidencias sobre su eficiencia
(Pawlowska & Charvat, 2004; Ruscitti et al., 2011). La simbiosis
facilita la absorcion de agua y de iones minerales como P, N, K,
Ca, Mg, Fe, Mn. Entre otras ventajas, las micorrizas arbusculares
pueden conferir tolerancia a las plantas frente a situaciones de
estrés hidrico, salino, por deficiencia de nutrientes, residuos de la
industria petrolera, exceso de metales pesados o sustancias fitoto-
xicas y patogenos (Linderman, 1992; Cabello, 1997; Kaya et al.,
2009; Beltrano et al., 2013; Ruscitti etal., 2017).

Uno de los mecanismos implicados en el incremento de la tole-
rancia de las plantas micorrizadas a los metales pesados, implica
un aumento en la absorcion y en el transporte raiz — tallo de los
MP en las plantas micorrizadas (fitoextraccion), mientras que en
otros casos, el hongo contribuye a la inmovilizacion de los MP en
el suelo (fitoestabilizacion). Segun Marschner & Dell (1994), las
hifas externas de los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
pueden absorber y transportar el cobre, en las plantas micorriza-
das, aumentando la concentracion en los tallos y raices. Esta
respuesta depende no solo de la especie vegetal, el hongo y las
condiciones edaficas sino también de la concentracion del metal.
Ruscitti et al. (2017) demostraron que en plantas de pimiento
micorrizadas, a bajas concentraciones el cobre se acumulaba en
las raices, mientras que a mayores concentraciones se transloca-
baalaparte aérea.

Si bien existe vasta bibliografia sobre la proteccion que ejerce la
micorrizacion sobre el estrés por metales pesados, y también del
AS en estas situaciones, poca es la informacion sobre la interac-
cion de la simbiosis y la aplicacion de inductores de resistencia
en el estrés por MP.

En funcion de lo expuesto se plante6 la hipdtesis de que la inocu-
lacién con hongos micorricicos arbusculares (HMA) y el AS
aplicado en forma exdgena generan un efecto sinérgico aumen-
tando la tolerancia de las plantas de pimiento al exceso de Cu en
el suelo. El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de la mico-
rrizacion y la aplicacion de AS en plantas de pimiento creciendo
en un sustrato con elevadas concentraciones de cobre.
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Materiales y métodos

Eltrabajo experimental se realiz6 en invernaculo con temperatu-
ra controlada y fotoperiodo natural entre los meses de agosto y
diciembre en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), Facul-
tad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de
LaPlata(34°S, 58°0).

Un total de 108 semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) cv.
Almuden, desinfectadas superficialmente con NaClO (10%)
durante 5 minutos, y enjuagadas con agua estéril se sembraron en
speeldings de 250 cm’ de capacidad por celda, con una mezcla
tindalizada de perlita:vermiculita:arena (1:1:1). A la mitad de las
celdas se le incorpord indculo de Funneliformis mosseae (M) y a
la otra mitad indculo inactivado (por autoclavado a 120 °C
durante 30 min) (NM), para generar las mismas condiciones
experimentales. El indculo estaba constituido por una mezcla de
sustrato, hifas, esporas (40 a 70 esporas g de inéculo) y frag-
mentos de raices de trébol (Trifolium repens L.) micorrizadas
con Funneliformis mosseae (M) (aislado SB1, Coleccion del
Instituto Spegazzini, UNLP).

Cuando las plantas presentaron dos hojas expandidas, 40 dias
después de la siembra (DDS), se comenzo con el tratamiento de
acido salicilico (AS); por aspersion foliar hasta llegar al punto de
goteo, una vez por semana y hasta finalizar el ensayo. Se utiliza-
ron las siguientes concentraciones de AS: 0 uM (0AS), 200 uM
(200AS)y 500 uM (500AS), mas el agregado de Tween 20 (Bio-
pac) como emulsionante. A los 60 DDS, se comenzd con el trata-
miento de Cu como CuSO,.5 H,0, incorporando al riego normal
soluciones de 0 mM (0Cu); 0,1 mM (0,1Cu) y I mM (1Cu). Las
eleccion de las dosis se determind en funcion de trabajos previos
(Ruscitti et al., 2017). Las plantas se regaron periddicamente con
solucion nutritiva Hoagland completa (Hoagland & Arnold,
1950) durante todo el ensayo.

Tabla 1: Tratamientos realizados

Tratamientos Micorrizacion CuSO4 AS Ne
5H20 (mM) (pM) repeticiones
T1 0 0 6
T2 0 200 6
T3 0 500 6
T4 NM 0,1 0 6
T5 0,1 200 6
T6 0,1 500 6
T7 1 0 6
T8 1 200 6
T9 1 500 6
T10 0 0 6
T11 0 200 6
T12 0 500 6
T13 M 0,1 0 6
T14 0,1 200 6
T15 0,1 500 6
T16 1 0 6
T17 1 200 6
T18 1 500 6

Al final del ensayo (110 DDS), se realizaron las siguientes deter-
minaciones:

- Peso seco por plantas (PS), mediante secado en estufa a 80°C
hastapeso constante.

- Area foliar: mediante un scanner con un software para analisis
deimagenes (ImageJ)

- Incremento diario de altura (cm), se calculd con la formula:

IDA= (A2 —A1)/D= cm/dia

AlyA2=alturainicial y final respectivamente
D=djias transcurridos entre las mediciones

- Tasa de crecimiento relativo (TCR) expresa el crecimiento en
peso seco a partir de 1 gramo de PS de la planta en un intervalo de
tiempo (Gonzalezetal., 1986), se calculé con la férmula:

TCR = (InPS2 — InPS1) /(t2-t1)= (g/ g dia)

PS1=Peso seco inicial (g)
PS2=Peso seco final (g)
tl y t2=tiempo (dias)

- Indice de Verdor: se determind con el medidor de clorofila
Minolta SPAD 502, sobre la tltima hoja expandida constituyen-
doun estimador de contenido de nitrégeno en las hojas.

- Contenido de malondialdehido (MDA): se evalud segun el
método de Heath & Packer (1968), como un indicador del dafio
provocado por el estrés, evidenciado por la peroxidacion de los
lipidos de las membranas celulares. Se tomaron 200 mg de peso
fresco de hoja y raiz, y se maceraron con 1 mL de &cido tricloroa-
cético al 0,1%, luego se centrifugaron. A 1 mL de sobrenadante
se le agregd 1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) al 0,1%, se
centrifugd y al sobrenadante se le agregd 1 mL del reactivo TCA-
BHT-TBA (TCA 20%, &cido tiobarbitirico (TBA) 0,37% y
butilhidroxitolueno (BHT) 0,01 g) seguidamente, los tubos se
incubaron durante 30 minutos a 95°C. Pasado este periodo, se
introdujeron en un baiio de hielo para detener la reaccion y luego
se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos. Finalmente, se
separo el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 532 y 600 nm
enun espectrofotometro Shimadzu UV 160 UV/V. La concentra-
cion de MDA se calculd usando un coeficiente de extincion de
155mM "' cm™:

Equivalentes de MDA (nmol.ml") =(A,,, - A,,) / 155.000] 10°

- Contenido de proteinas solubles: el contenido de proteinas
solubles se determind a partir de 200 mg de la ultima hoja expan-
dida o igual peso de raiz, de acuerdo al método de Bradford
(1976).

- Micorrizacién: el porcentaje de micorrizacion (%M) se cuanti-
ficd de acuerdo a Touvelot et al. (1986). Para ello se selecciona-
ron en forma aleatoria fracciones de raices no lignificadas y se
procedio a clarificar y teflir segun la técnica de Phillips & Hay-
man (1970). Las raices se aclararon con KOH al 10% (p/v) y se
tifleron con azul de tripan mediante la técnica de Phillips &
Hayman (1970). Fragmentos de raices tefiidas, de aproximada-
mente 1cm de longitud, se montaron en portaobjetos observan-
dose al microscopio optico. Se realizaron 3 repeticiones de cada
tratamiento, cada una de 10 fragmentos de raiz. De cada muestra
se observo la presencia de campos negativos (sin presencia de
estructuras fungicas) y positivos (con presencia de estructuras
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fingicas). En los campos positivos se tuvo en cuenta el tipo de
estructura (arbusculos, vesiculas, hifas) presente dentro de la
raiz. El porcentaje de micorrizacion (%M) se calculd como la
proporcién de raices infectadas sobre el niimero total de frag-
mentos de raiz observados, calculando también el porcentaje de
arbusculos (%Ar) y vesiculas (%V).

- Viabilidad micorricica (%SDH): se evaluo la actividad de la
enzima succinato deshidrogenasa como indicador de la viabili-
dad de las estructuras fungicas, basada en el porcentaje de mico-
rrizacion, de acuerdo al procedimiento descrito por Smith &
Gianinazzi-Pearson (1990).

- Dependencia micorricica (DM): se estim6 de acuerdo a Plen-
chette etal. (1983). Este indice permite evaluar la eficiencia de la

Resultados y Discusion

micorrizacion en la produccion de biomasa, al relacionar el peso
seco total de las plantas micorrizadas y no micorrizadas de
acuerdo con la siguiente formula:

MD = PS de las plantas micorrizadas — PS de las plantas no micorrizadas x 100
PS de las plantas micorrizadas

Analisis estadistico

El diseflo experimental fue completamente aleatorizado, en un
factorial de 2x3x3, con dos niveles de micorrizacion (NM; M),
tres concentraciones de AS (0; 200 y 500 uM de AS) y tres con-
centraciones de cobre (0; 0,1 y 1 mM de CuSO4.5H20) y seis
repeticiones por tratamiento. Los datos fueron sometidos a
analisis de la varianza de tres vias y las medias comparadas por el
testde LSD al 5%.

En este trabajo todas las plantas de pimiento inoculadas mostra-
ron colonizacidn, a pesar del poder inhibitorio que el cobre ejerce
sobre los hongos micorricicos, ya sea porque inhibe la germina-
cién de esporas o la propia colonizaciénde las raices (Jamal et al.,
2002; Lin et al.,2007; Marques et al., 2007; Andrade et al., 2008;
Ruscitti et al., 2017) Estos resultados coinciden con Joner &
Leyval (2001) quienes afirmaron que los hongos micorricicos
pueden subsistir en suelos altamente contaminados con metales
pesados.

Se observo una disminucion del porcentaje de todas las estructu-
ras fingicas evaluadas con el aumento de la concentracionde Cu,
siendo mas afectado de porcentaje de hifas respecto al porcentaje
de vesiculas. El porcentaje de hifas disminuy6 un 51% con 0,1
mM de Cuy 77% con 1 mM de Cu conrespectoa los tratamientos
sin cobre. Lo mismo sucedi6 con el porcentaje de arbusculos y
vesiculas. Estos datos coinciden con lo expuesto por Ruscitti et
al. (2017) quienes revelaron la sensibilidad a la toxicidad con Cu
mediante la reduccion del porcentaje de micorrizaciéon en
pimiento (Tabla 2). En cuanto a la viabilidad de las estructuras
fungicas, determinada por la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa, se observo una reduccion significativa en las

plantas sometidas a estrés por Cu con respecto a las plantas sin
Cu. Las plantas tratadas con inéculo inactivo no presentaron
actividad de SDH. En los tratamientos con 0,1 mM y 1 mM de
Cu, ambos sin aplicacionde AS, el %SDH se redujoun 71% y un
84% conrespectoa 0 mM de Cuy sin AS. La aplicacionde AS no
modifico estos resultados. El AS incrementd la dependencia
micorricicacon las concentraciones de Cu evaluadas, demostran-
doun efecto sinérgico entre lamicorrizaciony el AS (Tabla 2).

La inoculacién con MA moriger6 el efecto del estrés por Cu. Las
plantas M mostraron un incremento diario de altura significativa-
mente superior con respecto a las NM. Las plantas micorrizadas
sometidas a 1 mM de Cu y asperjadas con 200 y 500 pM de AS
presentaron un incremento diario de altura de 112 'y 125% supe-
rior, con respecto a las que no recibieron AS respectivamente. La
aplicacion de AS + MA provoco un efecto sinérgico en este para-
metro (Figura 1A). Esta tendencia se observo también en el peso
seco, el cual disminuyd 80% en las plantas no micorrizadas y
alrededor del 20% en las micorrizadas, respecto a las plantas sin
Cu. En los tratamientos con 1 mM de Cu, las plantas asperjadas
con 500 uM de AS incrementaron un 50% el peso seco con res-
pecto alas que no fueron asperjadas (Figura 1B).

Tabla 2: Porcentaje de hifas (%H), arbusculos (%Ar), vesiculas (%V), viabilidad micorricica (%SDH) y dependencia micorricica
(DM) en plantas micorrizadas de pimiento, en los diferentes tratamientos de Cuy AS, determinadaalos 110 DDT.

Cu (mM) AS (uM) H (%) AR (%) V (%) SDH(%) DM (%)
0 62aA 28aA 80aA 90aA -
0 200 44aA SbA 70aA 8laA -
500 34aA 20aA 85aA 87aA -
0 20aB 20aA 78aA 19aB 6,2bA
0,1 200 27aAB 6bA 68aA 13aB 38,6aB
500 22aA 6bB 73aAB 35bB 50,3aA
0 5aB 0aB 6laA 14aB 0,1bB
1 200 12aB 2aA 66aA 9aB 78,4aA
500 7aB 0aB 60aB 8aC 65,3aA
Efectos principales
Cu <0,001 <0,001 <0,05 <0,001 <0,001
AS ns <0,05 ns ns <0,05
Interacciones Cu x AS ns <0,05 ns ns ns

Letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de AS para cada concentracion de Cu (p<0,05). Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos de Cu para cada concentracion de AS (p<0,05). ns: no significativo
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Figura 1: Efecto de distintas concentraciones de Cuy AS sobre A) incremento diario de altura (IDA) B) peso seco total (PS); C) area
foliar (AF) y D) tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas de pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(M). Referencias: 0Cu: 0 mM Cu; 0,1Cu: 0,1 mM Cu; 1Cu: 1 mM Cu.; 0AS: 0 uM AS; 200AS: 200 uM AS; S00AS: 500 pM AS.
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Tabla 3: Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (MICO), Cobre (Cu) y acido salicilico (AS) y su interaccion sobre el
incremento diario de altura (IDA), peso seco (PS), area foliar (AF) y tasa de crecimiento relativo (TCR).

IDA PS AF TCR
Fuente de variacion Gl Cuadrado Medio Valor-P Cuadrado  Valor-P  Cuadrado Valor-P Cuadrado Valor-P
Medio Medio Medio

MICO 1 0,0247 0,0001 5,1535 0,0000 271100,8500 0,0001 0,0012 0,0000
Cu 2 0,1382 0,0000 9,0323 0,0000  68916,2300  0,0001 0,0010 0,0000
AS 2 0,0039 0,0585 0,5929 0,0000 3188,8100  0,0001 0,0001 0,0000
INTERACCIONES

MICOxCu 2 0,0192 0,0000 1,9453 0,0000 6465,9500  0,0001 0,0003 0,0000
MICOxAS 2 0,0105 0,0011 0,2043 0,0086 1494,8400  0,0003 0,0000 0,2222
CuxAS 4 0,0009 0,6120 0,1837 0,0029 587,0000 0,0078 0,0000 0,0128
MICOxcCuxAS 4 0,0013 0,4147 0,1753 0,0038 618,4200 0,0060 0,0000 0,0094

Estos resultados concuerdan con otros autores en donde la altura
y otros parametros de crecimiento se vieron afectados en forma
negativa por la presencia de metales pesados en el suelo, siendo
menor el efecto del estrés en plantas que fueron inoculadas con
hongos micorricicos (Ruscitti et al., 2011; 2017). Los resultados
encontrados coinciden con Rabie (2005) quien determind, en
ensayos de trigo y poroto colorado micorrizados con Glomus
mosseaey expuestos a cobre, que la simbiosis disminuiael efecto
negativo del cobre sobre el peso seco de las plantas. Del mismo
modo Novoa & Palma (2010) obtuvieron resultados similares a
los del presente estudio utilizando plantas de alfalfa como hués-
ped, inoculadas con Glomus spp.

El 4rea foliar disminuy¢ significativamente con 1 mM de Cu tanto
en las plantas NM como en las M, no obstante las M superaron en
mas del 50% a las NM. Esto concuerda con lo experimentado por
diversos autores (Lidon & Henriques, 1992; Murphy & Taiz,

1997) quienes comprobaron que el exceso de cobre produce
efectos toxicos sobre las plantas, inhibiendo el crecimiento de la
parte aérea. El AS redujo el efecto detrimental de las altas
concentraciones de Cu en las plantas micorrizadas en forma
significativa (Figura 1C). Las plantas que no fueron tratadas con
Cu no mostraron diferencias en este parametro frente a la
aplicacion de AS. Estos resultados condicen con Guzméan Tellez
et al. (2011) quienes demostraron que en ausencia de estrés el
efecto del 4cido salicilico dependera de la concentracion aplicada
y de la especie vegetal, encontrandose en ocasiones ausencia de
efectos. En general, el uso de AS en forma de aspersion foliar
muestra beneficios sobre el crecimiento de la parte aérea de las
plantas sometidas a algun factor causante de estrés.

No se observaron diferencias significativas en la TCR entre
plantas micorrizadas y no micorrizadas cuando crecieron sin Cu
en el sustrato, mientras que las M superaron en forma significati-
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Figura 2: Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el indice de verdor, medido con SPAD, de plantas de pimiento no
inoculadas (NM) e inoculadas con Funneliformis mosseae (M).Referencias: 0Cu: 0 mM Cu; 0,1Cu: 0,1 mM Cu; 1Cu: 1 mM Cu.

0AS:0uMAS;200AS: 200 uM AS; S00AS: 500 uM AS.
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Tabla 4: Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion
(MICO), Cobre (Cu) y acido salicilico (AS) y su interaccion
sobre el indice de verdor.

Indice de Verdor

Fuente de variacion Gl Cuadrado Medio  Valor-P
MICO 1 44,4630 0,2212
Cu 2 64,2872 0,1210
AS 2 16,2289 0,5729
INTERACCIONES

MICOxCu 2 41,0869 0,2521
MICOXAS 2 75,0007 0,0871
CuxAS 4 5,4369 0,9423
MICOxcCuxAS 4 24,5571 0,4995

va ala NM en ambas dosis de Cu. A su vez las plantas asperjadas
con concentraciones de 200 y 500 uM de AS mostraron mayor
tasa de crecimiento relativo en las plantas inoculadas con F.
mosseae (Figura 1D).

El cobre es un micronutriente, pero al aumentar su concentra-
cion, se torna fitotoxico (Demirevska-Kepova et al., 2004; Vai-
llant et al., 2005). La reduccion del crecimiento de plantas some-
tidas a un estrés por MP ha sido relacionada al dafio de las estruc-
turas moleculares y supramoleculares y cambios fisioldgicos
debido a un estrés oxidativo (Lombardi & Sebastiani, 2005). Es
posible que el mejor comportamiento observado en los parame-
tros de crecimiento bajo esta situacion de estrés, se atribuya al
alto porcentaje de colonizacién por HMA encontrado en este
trabajo en las plantas de pimiento. La mayor tolerancia a metales
pesados en las plantas inoculadas puede estar relacionada a que
las raices se vuelven mas ramificadas y aumentan su biomasa, lo
que les permite mejorar su capacidad de absorcion de nutrientes.
Por otro lado la plantas micorrizadas también aumentan la absor-
cién y acumulacion de MP en las raices evitando su transloca-
cion hacia la parte aérea (Ruscitti etal., 2017).

En la Figura 2, se observa que hubo un mayor indice de verdor
asociado a las plantas micorrizadas en altas concentraciones de
Cu. La aplicacion de AS no produjo diferencias significativas
entre los tratamientos. Los resultados de la influencia del AS no
coinciden con lo que describen Popova et al. (2003) y Singh &
Usha (2003), quienes observaron que frente a condiciones de
estrés, aquellas plantas que fueron asperjadas con AS mostraron
un mayor contenido de clorofila frente a las no tratadas.

El Cu, Co, Pb y Cd causan una disminucion en el contenido de
clorofilay de proteinas en las plantas. Abdul Razak (1985) deter-
mino una disminucién de la actividad fotosintética y en la sinte-
sis de clorofila por la acumulacion de metales pesados. Nuestros
resultados coinciden con Yurekli & Porgali (2006) quienes
encontraron que la sintesis de clorofila es alterada por altas
concentraciones de Cu, como se observo en las plantas no mico-
rrizadas con ImM de Cu. Esto puede ser el resultado de la inhibi-
cion de una enzima, de su ruta biosintética o por la modificacion
de la absorcion de un nutriente importante (Fe). Ruscitti et al.
(2017) determinaron que el contenido de clorofila y proteinas se
redujo con el aumento de la concentracion de Cu en plantas de
pimiento, en coincidencia con este trabajo.

El analisis de varianza indic6 que hay diferencias significativas
en la cantidad de MDA en hojas con respecto a los tratamientos de
Cuy AS, no habiendo diferencias significativas entre plantas NM
y M, mientras que si se encontraron diferencias significativas en
la interaccion entre las tres variables analizadas (Figura 3A).

La concentracion de MDA es un indicador del estrés oxidativo
(Garita, 2012). En la Figura 3B, se puede observar un aumento de
los valores de MDA en raices de las plantas sometidas a estrés con
respecto a las plantas sin Cu, en las NM como en las M, lo que
sugiere un efecto de estrés oxidativo debido al Cu, que aumenta la
actividad de enzimas lipoxigenasas, que catalizan la peroxidacion
de lipidos tal como lo encontrado por Ahmad et al. (2010). Ade-
mas, numerosos estudios informan que los niveles de MDA se
incrementan en plantas expuestas a tratamientos con MP (Ozou-
nidou, 1994; Yurekli & Porgali, 2006). La produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como consecuencia de un estrés por
concentraciones toxicas de Cu puede dafiar las membranas tila-
coidales y alterar el transporte de electrones (Lombardi & Sebas-
tiani, 2005). La aplicacion de AS disminuy¢ la peroxidacion de
lipidos en el tratamiento con ImM de Cu en las plantas micorriza-
das (Figura 3A) Nuestros resultados concuerdan con Metwally et
al. (2003) que describieron la funcion protectora del AS en la
regulacion del estrés oxidativo, generado como consecuencia de
elevadas concentraciones de metales pesados en el suelo.

Como se puede observar en la Figura 4A, el contenido de protei-
nas foliares fue mayor en las plantas micorrizadas con respecto a
las no micorrizadas y disminuyo frente al estrés por cobre. Esto
concuerda con los trabajos de Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi
(1995) y Andrade et al., (2008), quienes reportaron mayores
niveles de proteinas foliares en las plantas micorrizadas. El anali-
sis de varianza mostrd diferencias significativas en todos los
tratamientos y en la interaccion de las tres variables.
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Figura 3: Efecto de distintas concentraciones de Cu y AS sobre el contenido de MDA de A) hojas y B) raices, de plantas de pimiento
no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M). Referencias: 0Cu: 0 mM Cu; 0,1Cu: 0,1 mM Cu; 1Cu: 1 mM Cu.
0AS: 0 uMAS; 200AS: 200 uM AS; 500AS: 500 uM AS.
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Tabla 5: Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (MICO), Cobre (Cu) y acido salicilico (AS) y su interaccion sobre el
contenido de MDA de hojas y raices.

MDA Hoja MDA Raiz
Fuente de variacion Gl Cuadrado Medio Valor-P Cuadre.ndo Valor-P
Medio
MICO 1 170,5900 0,0573 5,1535 0,0000
Cu 2 246,3200 0,0068 9,0323 0,0000
AS 2 65,9400 0,2285 0,5929 0,0000
INTERACCIONES
MICOxCu 2 86,2200 0,1482 1,9453 0,0000
MICOxAS 2 3,6000 0,9197 0,2043 0,0086
CuxAS 4 20,3400 0,7541 0,1837 0,0029
MICOxcCuxAS 4 8,6400 0,9593 0,1753 0,0038

Figura 4: Efecto de distintas concentraciones de Cuy AS sobre el contenido de proteinas de hoja (A) y de raices (B), de plantas de
pimiento no inoculadas (NM) o inoculadas con Funneliformis mosseae (M).Referencias: 0Cu: 0 mM Cu; 0,1Cu: 0,1 mM Cu; 1Cu: 1
mM Cu. 0AS: 0 uM AS; 200AS: 200 pM AS; 500AS: 500 uM AS.
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Tabla 6: Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (MICO), Cobre (Cu) y acido salicilico (AS) y su interaccion sobre el
contenido de proteinas de hojas y raices.

PROT Hoja PROT Raiz
Fuente de variacion Gl Cuadrado Medio Valor-P Cuadra:ldo Valor-P
Medio
MICO 1 29,9900 0,0001 3,9513 0,0001
Cu 2 69,0600 0,0001 0,1854 0,0002
AS 2 8,8100 0,0001 0,0077 0,6321
INTERACCIONES
MICOxCu 2 2,7400 0,0092 0,2515 0,0001
MICOxAS 2 3,4800 0,0031 0,0173 0,3625
CuxAS 4 3,1400 0,0007 0,0102 0,6537
MICOxcCuxAS 4 2,1200 0,0073 0,0048 0,8834
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En el caso de las proteinas de raices, se pudo notar una mayor
diferencia entre plantas inoculadas y no inoculadas, presentando
estas ultimas un menor contenido de proteinas, las cuales se
vieron afectadas por las mayores concentraciones de cobre (Figu-
ra4B). El analisis de varianza mostro diferencias significativas en
los tratamientos de micorrizacion y de Cu y en la interaccion de
estos dos factores. E1 AS no mostro diferencias significativas en
este parametro, esto indicaria que la inoculacion con MA deter-
mind el aumento de este parametro. Resultados similares han
reportado Jamalabad & Khara (2008) en trigo bajo estrés con
cadmio inoculado con Glomus intraradices.

Conclusiones

El aumento en el contenido de proteinas de las plantas de pimien-
to micorrizadas, puede deberse a un estimulo de la sintesis de
proteinas de novo (Barker et al., 1998) o a una alteracion en la
expresion de genes (Wyss et al., 1990). Hildebrandt & Bothe
(2007), determinaron que la induccion de genes que codifican
proteinas involucradas potencialmente en la tolerancia a metales
pesados en las plantas micorrizadas podria ser un factor que
contribuya a mejorar la respuesta.

La micorrizacion aumenté la tolerancia de las plantas de
pimiento a altas concentraciones de Cu en el suelo, evidenciado
en los valores de peso seco, altura, TCR y area foliar. La
aspersion de AS en bajas concentraciones ejercié un efecto
sinérgico, posiblemente a través de la induccion de
mecanismos de tolerancia al estrés abidtico provocado por el Cu.
En este trabajo se observo que el aumento en la concentracion de
cobre disminuyo la colonizacion de las raices de las plantas de
pimiento. El incremento de los valores de MDA indicarian un
dafio en las membranas celulares causada por el Cu. Los valores
de indice de verdor y proteinas también se vieron afectados en
formanegativa.

En base a lo expuesto, existen evidencias que permiten aceptar la
hipotesis planteada en este trabajo, la inoculacion con MA y la
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