UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, INGENIERIA Y MEDICINA

PROGRAMAS MULTIDISCIPLINARIOS DE POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

” ‘. b

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS AMBIENTALES

“Evaluacion de Pseudomonas endofitas de la raiz de Typha latifolia en la
fitoextraccion de Cd (ll)”

PRESENTA:

BQ. CLAUDIA ESTHELA MOCTEZUMA GRANADOS

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. CANDY CARRANZA ALVAREZ
ASESORES:
DR. ALEJANDRO HERNANDEZ MORALES

DR. ROBERTO BRIONES GALLARDO

San Luis Potosi, S.L.P., 7 de marzo de 2017.



CREDITOS INSTITUCIONALES

PROYECTO REALIZADO EN:

Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Unidad Académica
Multidisciplinaria Zona Huasteca (UAMZH). Universidad Autonoma de San
Luis Potosi (UASLP), México.

CON FINANCIAMIENTO DE:

Fondo de Apoyos Complementarios para la Adquisicion de Equipo Cientifico 2013-
CONACYT No. 205822

A TRAVES DEL PROYECTO DENOMINADO:

“Evaluacion de los factores fisicoquimicos y bioldgicos que influyen en la
fitoextraccion de plomo (Pb) y cadmio (Cd) por Typha latifolia (Espadaiia)”

AGRADEZCO A CONACYT EL OTORGAMIENTO DE LA BECA-TESIS
Becario No. 332537

LA MAESTRIA EN CIENCIAS AMBIENTALES RECIBE APOYO ATRAVES
DEL PROGRAMA NACIONAL DE POSGRADOS DE CALIDAD (PNPC)



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

DEDICATORIA

Agradeciendo primeramente a Dios por la oportunidad
brindada, con todo mi amor para mis padres Clara y Leonardo,
mi familia, mis amig@s, mi clau, companeros y amigos del
Laboratorio de Ciencias Ambientales (todos), chic@s de
servicio social, profesores que estuvieron apoyandome vy al
pendiente de los avances durante mi trayecto en esta etapa de
grandes retos y aprendizajes, a mis hermanos por presionarme
y preguntar a cada rato ¢,para cuando? y muy especialmente a
quienes me dirigieron y asesoraron en este proyecto (Dra.
Candy, Dr. Alejandro, Dr. Roberto); gracias por su apoyo
incondicional, paciencia y por alentarme dia a dia a lograr
mucho mas y por supuesto al Dr. Ramiro por sus puntuales
apreciaciones en la revision de tesis; asi como a cada persona
gue se acerco a brindarme su apoyo y contribuir con un granito
de arena hasta la culminacion de este proyecto.

Disculpen por no escribir nombres, pero no quiero fallarles en

caso de que olvidase algun@ (el estres, ya saben), sin
embargo, los llevo en mi corazoén... infinitas gracias a todos!!

BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

RESUMEN

Las plantas de Typha latifolia (Espadafia) tienen la capacidad de remover y acumular
metales como Pb, Cr, Mn y Cd. En estudios recientes, se han aislado y caracterizado
bacterias de la raiz de T. latifolia tolerantes a elevadas concentraciones de Cd y con
caracteristicas de promocioén de crecimiento vegetal. Sin embargo, no se ha evaluado
el efecto de estos aislados bacterianos en plantas de T. latifolia, asi como las
interacciones de esta especie vegetal con las BPCV, los mecanismos de promocion
de crecimiento vegetal y su relacion en los procesos de fitoextraccion. Por lo anterior,
se evaluo el efecto de aislados endéfitos del género Pseudomonas (GRC140 y
GRCO093) en la fitoextraccion de Cd (lI) por plantulas de T. latifolia. Para ello, se
establecio el cultivo in vitro de T. latifolia a partir de semillas de plantas no expuestas
a contaminantes, inicialmente se establecieron las condiciones de cultivo para semillas
de T. latifolia evaluando dos tratamientos de asepsia (A y B). Con el tratamiento B, se
logré la germinacion de plantulas de Espadafia libres de contaminantes con una altura
de 12-14 cm aproximadamente y con adecuada raiz (5 cm). Ademas, se evalud el
efecto de la concentracion del metal sobre la germinacion de las semillas de T. latifolia,
encontrando que a mayor concentracion del metal mayor inhibicion de la germinacion.
Posteriormente, se expusieron las plantulas (n=2) en solucién Hoagland con 5, 10, 25,
50, 75y 100 ppm de cadmio (Il) aun pH de 6.0 y una fuerza iénica 0.05 M, en presencia
y ausencia de los aislados bacterianos GRC140 y GRC093 durante 10 dias, evaluando
el porcentaje de remocion y la acumulacion del metal en el tejido vegetal de las
plantulas de Espadafia. Se encontré que cuando se inocula el aislado GRC140 el
porcentaje de metal removido fue mayor al 50%, en la concentracion de 75 ppm
respecto al control, mientras que para GRC093 fue del 20% en la concentracion de 25
ppm; en cuanto a la acumulacion en el tejido vegetal, se observo que la concentracion
de cadmio fue mayor principalmente en el tejido radicular de T. latifolia cuando se
inocul6é el aislado bacteriano (GRC140) en las concentraciones de 5 y 10 ppm,
mientras que para GRC093; las concentraciones mayormente acumuladas en el tejido
radicular fueron 5, 10 y 75 ppm, sugiriendo que los aislados endofitos del género
Pseudomonas ejercen cierto efecto favorecedor en la eficiencia de fitoextraccion de
Cd (IN).
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Typha latifolia (Espadafia) es una planta de la familia Typhaceae orden de las Typhales
y subclase Commelinidae. Esta especie vegetal es considerada una planta
cosmopolita, perenne, rizomatosa, de 1-3 metros de altura, de tallos cilindricos, hojas
basales, lineares, de mas de 15 mm de anchura (Ye et al., 2001). Generalmente, es
capaz de producir 2.9 kg/m? de biomasa ya que posee altas velocidades de crecimiento
y reproduccion (Kaene et al., 1999). Se localiza principalmente en suelos inundados,
en orillas de cursos de agua, charcas y canales. Debido a su alta produccion de
biomasa y rapido crecimiento, esta especie vegetal es utilizada en los procesos de

fitorremediacion. (Ye et al., 2001).

Se ha descrito que las plantas adultas de T. latifolia tienen la capacidad de
remover y acumular 37 mg de Pb por kg de peso, 110 mg Cr /kg, 1651 mg Mn /kg y
669 mg Fe/kg, cuando se evalud en condiciones in situ (Carranza, 2005). Ademas, las
plantas de Espadafia propagadas en condiciones de invernadero presentaron la
capacidad de remover 0.35, 0.81 y 1.24 ppm de Cd cuando fueron expuestas a 0.85,
1.73 y 2.55 ppm del metal, respectivamente (Pecina-Martinez, 2008).

Otros estudios demostraron que las plantas plantas de T. latifolia y
Ceratophyllum demersum, al ser expuestas a concentraciones de 5, 10, 20, 50 y 100
ppm de Pb (II), acumularon predominantemente el metal en la raiz (Saydideger et al.,
2004). De manera similar, se ha reportado que conforme la concentracién del metal
incrementa en la solucién, mayor es la internalizacién en la planta, la cual predomina
en el tejido radicular (Alonso et al., 2009).

Recientemente, Leura y cols. (2013), evaluaron la remocion de Cd (ll) por
espadafia y se encontré una eficiencia de 38% y 41% de remocion cuando fue
expuesta a concentraciones de 5y 7.5 ppm, respectivamente. Ademas, cuando la
planta es expuesta a 20 ppm de Cd (lI), la eficiencia de la remocién aumenté al 55%,
es decir que, al aumentar la concentracién del Cd, aumenta la eficiencia de remocion,
pero también aumentan los efectos fitotoxicos en las plantas por la exposicion a altas

concentraciones de metales (Alonso et al., 2009; Leura et al., 2013).
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En condiciones naturales, las plantas han desarrollado diversos mecanismos
para reducir la toxicidad por la exposicidn a metales pesados. Algunas, por ejemplo,
establecen interacciones simbioticas con microorganismos presentes en la rizosfera,
entre los que se encuentran las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV)
(Zhuang et al., 2007). Estas bacterias toman sus nutrientes principalmente de los
exudados de la raiz y desarrollan algunas actividades como la solubilizacién de fosfato,
produccion de sideréforos, acido indol acético (AIA), 1-Aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminasa que favorecen el crecimiento de la planta y
supervivencia a las condiciones de estrés a las que son sometidas (Sarabia-Ochoa et
al., 2010).

Se han realizado estudios para la identificacion de bacterias endofitas con la
capacidad de promover el crecimiento, en plantas del género Typha. Dichos estudios
demuestran que Klebsiella oxytoca GR-3 es una bacteria enddfita de las raices de T.
australis con la capacidad de solubilizar fosfato, fijar nitrégeno y producir acido indol
acético, lo que favorece el proceso de fitorremediacion de la planta hospedera (Jha y
Kumar, 2007). Por otra parte, estudios sobre la diversidad bacteriana de la raiz de T.
angustifolia han identificado molecularmente microorganismos enddofitos, de los cuales
dominan los géneros: Rhodoferax, Pelomonas, Uliginosibacterium, Pseudomonas,
Aeromonas, Rhizobium, Sulfurospirillum, llyobacter y Bacteroides (Li et al., 2011).
Respecto a T. latifolia (Espadafa), se ha cultivado junto con Phragmites australis en
humedales para el tratamiento de residuos industriales y se ha observado la diversidad
bacteriana asociados a T. angustifolia (Calheiros et al., 2009).

En estudios recientes, Rolon (2015), aislo y caracterizé bacterias de la raiz de
T. latifolia tolerantes a elevadas concentraciones de Cd (500-750 ppm), con
caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal como solubilizacién de fosfatos,
produccion de sideréforos, ACC desaminasa y acido indol acético (Rolon, 2015). En
dicho estudio, se establecid un modelo para evaluar el efecto de cuatro aislados
obtenidos, del género Pseudomonas de la raiz de T. latifolia en la proteccion de
semillas de Cucumis sativus L. (pepino) expuestas a 50 ppm de Cd (ll), demostrando
gue dichos aislados promueven el crecimiento del sistema radicular, permitiendo la

elongacion de la raiz primaria y emergencia de raices laterales de las plantulas de

2
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pepino expuestas (Rolén, 2015). Sin embargo, no se ha evaluado el efecto de estos
aislados bacterianos en plantas de T. latifolia, Por ello, es importante estudiar la

interaccion planta-bacteria y evaluar si favorecen o no el proceso de fitoextraccion.
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1.1 Antecedentes

Se ha demostrado que las bacterias enddfitas son fundamentales para la
supervivencia de las plantas, ya que las ayudan a controlar ataques de patdgenos,
insectos y nematodos (Hallmann et al., 1998) a través del fortalecimiento del sistema
de resistencia (ISR) de las plantas (Kloepper et al., 2006). Ademas, se han encontrado
qgue las bacterias endofitas favorecen el proceso de germinacion de semillas, y
estimulan el crecimiento de las plantulas favoreciendo su establecimiento de manera
mas rapida en ambientes adversos (Bent, 1998).

Algunas bacterias enddfitas son capaces de colonizar los 6érganos
reproductores de las plantas, por ejemplo, flores, frutos y semillas (Stone et al., 2000).
Ademas, debido a la movilizacion de nutrientes en los suelos, llegan a producir
numerosos reguladores del crecimiento vegetal, actuando como proteccion de plantas
a fitopatégenos por el control o inhibicion de estos, mejorando las condiciones del
suelo, los procesos de biorremediacién de suelos contaminados por el secuestro de
metales pesados toxicos y compuestos xenobidticos dentro los tejidos vegetales
(Ahemad, 2012). Por otra parte, las bacterias enddfitas asociadas a especies vegetales
hiperacumuladoras favorecen la eficiencia del proceso de fitorremediacion y aumentan
la produccion de biomasa vegetal mediante tres mecanismos: (1) incremento de la
superficie de la raiz y la produccién de pelos radiculares, (2) incremento de la
disponibilidad de los metales, (3) Incremento en la transferencia de metales solubles
desde la rizésfera hasta los diferentes tejidos de la planta (Weyens et al., 2009; Ma et
al., 2011). Estas bacterias pueden promover el crecimiento vegetal y jugar un papel
importante durante el proceso de remocion y extraccion del metal. Las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal producen fitohormonas como el acido indol acético
(AIA) que suprime el estrés en las plantas por la actividad ACC desaminasa. Ademas,
mejoran el estado nutricional de la planta debido a la presencia de actividades como
la fijacion de N2, solubilizacion de PO4 2 vy la produccién de sideréforos (Sessitsch et
al., 2013).
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1.2 Planteamiento del problema
Los aislados endofitos de Typha latifolia, del género Pseudomonas que exhiben
actividades de promocion del crecimiento en plantas de pepino, podrian favorecer el

proceso de fitoextraccion cuando son inoculadas en plantulas de T. latifolia.
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1.3 Justificacion

Typha latifolia es una especie vegetal considerada como hiperacumuladora de algunos
metales pesados por lo que ha sido ampliamente estudiada en procesos de
fitoextraccién. Se ha observado que cuando la especie vegetal es expuesta durante
un periodo de 10 dias en concentraciones de Cd (20-85 ppm), la planta presenta signos
de fitotoxicidad como clorosis, marchitamiento y deshidratacion a partir del sexto dia,
por lo que es importante realizar el estudio de las interacciones planta-microorganismo
a través de bacterias del género Pseudomonas, aisladas (de la raiz de T. latifolia),
tolerantes a cadmio (II) que pudieran favorecer la promocion de crecimiento, la
tolerancia de la planta a elevadas concentraciones de Cd (Il), mejorando asi, la

eficiencia de fitoextraccion.
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1.4 Objetivos e Hipotesis
1.4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de bacterias enddfitas del género Pseudomonas tolerantes a metales

pesados en la fitoextraccion de Cd (Il) por Typha latifolia (Espadafa).

1.4.2 Objetivos Especificos

1.

Determinar las condiciones de pH para la evaluacion de la fitoextraccion de
diferentes concentraciones de Cd (ll) por plantas de Typha latifolia.

Evaluar el efecto de la concentracion de Cd (Il) en la germinacién de semillas
de T. latifolia.

Establecer el cultivo in vitro de T. latifolia a partir de semillas de plantas no
expuestas a contaminantes.

Evaluar el efecto de los aislados bacterianos del género Pseudomonas
tolerantes a metales pesados en el incremento de la fitoextraccion de distintas
concentraciones de Cd (ll) por plantulas in vitro de T. latifolia.

Determinar los parametros de fitotoxicidad que participan durante la
fitoextraccion de Cd (ll) en plantas asociadas a bacterias tolerantes y plantas

libres de bacterias.
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1.4.3 Hipétesis
Typha latifolia (Espadafia) se asocia con los aislados bacterianos enddfitos, del género
Pseudomonas mediante interacciones simbiéticas que favorecen la promocioén de

crecimiento radicular, le confieren tolerancia a Cd (ll), y favorecen la fitoextraccion.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Metales pesados y su impacto ambiental

El término metal pesado es ampliamente utilizado en materia de contaminacion
ambiental; una de las definiciones quimicas mas aceptada los define como elementos
con una densidad mayor o igual a 5 g/cm? (Cafiizares, 2000). Aunque algunos son
esenciales en el metabolismo de los seres vivos, como el cobalto, cobre, hierro,
manganeso, molibdeno, vanadio, estroncio, y zinc, en concentraciones muy elevadas
éstos son demasiado toxicos inclusive a concentraciones muy bajas.

Ademas, tienden a persistir en el ambiente, dada su resistencia a la degradacion
guimica o biologica (Salomons y Fdrstner, 1995), constituyen un grupo de 65
elementos con caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas muy heterogéneas (Gadd,
1992). Por otra parte, se clasifican en esenciales y no esenciales. Los ultimos no
presentan funcién biolégica y su presencia puede ser tdxica; mientras que los
esenciales son requeridos por todos los organismos en cantidades trazas (Valls y De
Lorenzo, 2002).

La distribucion de los metales pesados se ve alterada por las actividades
humanas y pueden convertirse en contaminantes altamente peligrosos. La liberacion
de efluentes industriales, emisiones vehiculares, actividades agricolas, extraccion de
minerales y el refinamiento de productos mineros son consideradas las principales
fuentes de contaminacion por estos elementos en los ecosistemas terrestres,
acuaticos y aéreos (Jing, He y Yang, 2007). A diferencia de los contaminantes
organicos, el impacto ambiental de la contaminacion por metales se acentlia por estos
no ser biodegradables (Lasat, 2002). Su permanencia en los ecosistemas provoca
diversos y agudos efectos en la biota (Cordero et al., 2005).

Valdez y Cabrera (1999) consideran a los metales pesados como un tema de
interés; tanto en el campo ambiental, como en el de la salud publica. Los dafios que
causan son tan severos y en ocasiones tan ausentes de sintomas, que las autoridades
ambientales y de salud de todo el mundo ponen mucha atencion en minimizar la

exposicién de la poblacion, en particular de la poblacién infantil.
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Desde el siglo XIX, la mineria, la manufactura, y muchos otros procesos han
sido contribuyentes principales para la contaminacion por metales pesados extensiva
del medio ambiente (Barlow et al., 2000). Como un resultado al interés de las industrias
para encontrar un metodo eficiente en base a costos y beneficios para remediar
terrenos contaminados con metales se han implementado tecnologias basadas en la
fitorremediacion. La fitorremediacion es el uso de plantas para remover o estabilizar
un contaminante dafino en el ambiente. En la actualidad se ha demostrado que
algunas plantas pueden acumular niveles altos de metales normalmente toxicos en
sus tejidos y aun asi pueden sobrevivir (Barlow et al., 2000).

Las plantas pueden ser comparadas con bombas conductoras solares que
extraen y concentran elementos del ambiente. Ciertas plantas, conocidas como
hiperacumuladoras de metales, pueden extraer 5% de metales del suelo. La eficiencia
de una planta para que acumule algun metal del suelo depende de una gran cantidad
de condiciones, como la concentracion de metal en el suelo y su disponibilidad para la
planta, las caracteristicas fisicas del suelo, la presencia de otros contaminantes, la
tolerancia de la planta a la acumulacion del metal y los pardmetros estacionales
(Gambale et al., 2001).

2.2 Contaminacién ambiental por cadmio

El cadmio se encuentra en forma regular junto con los minerales de zinc, cobre y
plomo. Por lo tanto, la actividad volcanica es una razon natural para un aumento
temporal del medio ambiente en concentraciones de cadmio. Se utiliza ampliamente
en los procesos industriales, por ejemplo: como agente anticorrosivo, como
estabilizador en productos de PVC, como pigmento de color, como absorbente de
neutrones en las centrales nucleares, y en la fabricacion de baterias de niquel-cadmio.
Los fertilizantes fosfatados también muestran una gran carga de cadmio. A pesar de
que algunos productos de cadmio pueden ser reciclados, una gran parte de la
contaminacion por este metal es causada por la descarga y la incineracion de los

residuos que lo contienen (Jarup, 2003).
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2.2.1 Efectos del Cadmio en la salud humana

El cadmio presenta graves riesgos para la salud humana. Hoy en dia no puede ser
demostrado que este metal tiene funcion fisioldgica en el cuerpo humano. Por lo tanto,
ha aumentado su potencial como peligroso contaminante. Como se describiéo por
primera vez por Friedrich Stromeyer (Gottingen, Alemania) en 1817, el cadmio puede
provocar dafos al rifion, hueso, e incluso en pulmones. En relacion a este ultimo, se

ha asociado con algunos tipos de canceres y edemas pulmonares (Klassen, 2001).

2.3 Tecnologias de remediacion de sitios contaminados

En la actualidad, los avances tecnoldgicos para sanear ambientes contaminados con
metales pesados han conllevado al desarrollo de alternativas que se basan en el
empleo de organismos para restaurar dafios provocados por acciones antropogeéenicas
gue alteran la estabilidad de los diferentes ecosistemas. En este sentido resalta la
biorremediacion, tecnologias que consisten en el uso de sistemas biolégicos naturales
o0 mejorados genéticamente para degradar, transformar o eliminar sustancias
peligrosas organicas e inorganicas presentes en los suelos, agua y aire. Estas
tecnologias permiten que las concentraciones del contaminante sean no detectables
o estén por debajo de los limites establecidos como aceptables por las Agencias de
Control del Medio Ambiente, permitiendo la recuperacion de los sitios contaminados y
la proteccidon del ambiente (Mallick, 2003; De Olivera, 2004; Audet y Charest, 2007).

Las tecnologias de remediacién representan una alternativa atractiva para
disminuir los niveles de contaminantes en sitios acuaticos o terrestres con el fin de
evitar efectos adversos a los seres humanos y al ambiente (Matagi et al., 1998).
Pueden clasificarse con base en su principio de aplicacion en:

a) Tratamientos biolégicos (biorremediacién). se utiliza para describir una variedad
de sistemas que utilizan organismos vivos (plantas, hongos y bacterias) para
degradar, transformar o remover compuestos organicos toxicos, productos
metabdlicos inocuos 0 menos toxicos. Esta estrategia bioldgica depende de las
actividades catabolicas de los organismos, y sus capacidades para utilizar los

contaminantes como fuente de alimento y energia. Puede emplear organismos

11
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de

b)

c)

Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

propios del sitio contaminado (autéctonos) o de otros sitios (exdgenos), puede
realizarse in situ 0 ex situ, en condiciones aerobias 0 anaerobias. Los procesos
de biorremediacion se han usado con éxito para tratar suelos, lodos y
sedimentos contaminados con hidrocarburos del petréleo (HTP), solventes
(benceno y tolueno), explosivos (TNT), clorofenoles (PCP), pesticidas (2,4-D),
conservadores de madera (creosota) e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) (Volke y Velasco, 2002).

Biosorcion. es la separacion pasiva de metales y metaloides por interacciones
con material biolégico vivo o0 muerto y es, hasta ahora, el acercamiento mas
practico y ampliamente usado para biorremediacion de metales. Implica
mecanismos fisico-quimicos por los que las especies metalicas son sorbidas
y/lo acomplejadas en biomasa o productos microbianos. Los procesos de
biosorcidén son, esencialmente, pseudo-proceso de intercambio iénico, en los
cuales los iones metalicos son intercambiados hacia componentes de carga
opuesta unidos a la biomasa o a una resina. En general, depende del pH del
liquido y de las caracteristicas quimicas del metal (Volke y Velasco, 2002).
Tratamientos fisicoquimicos. Los tratamientos fisicoquimicos aprovechan las
propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado
para destruir, separar o contener la contaminacion. Este tipo de tecnologias
generalmente son efectivas en cuanto a costos y pueden concluirse en periodos
cortos. Las tecnologias fisicoquimicas pueden realizarse in situ 0 ex situ. La
mayoria se aplican in situ. Entre las tecnologias fisicoquimicas para tratamiento
in situ, se encuentran la remediacion electrocinética (RE), el lavado de suelos
(LS), la extraccion por solventes (ES), la extraccion de vapores (EV) y la

solidificacion/estabilizacion (S/E) (Volke y Velasco, 2002).
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2.4 Estrategias de fitorremediacion

Una tecnologia emergente en la restauracion del medio ambiente es la
fitorremediacion, proceso que se refiere al uso de plantas para la remocion de
contaminantes organicos e inorganicos. Esta tecnologia es una alternativa atractiva
debido a que es llevada a cabo in situ, minimiza los costos y la exposicion humana a
los contaminantes (Salt et al., 1998). La fitorremediacion consiste en cuatro diferentes
tecnologias con un mecanismo diferente de accion para la remediacion de suelos,
sedimentos 0 agua contaminada con metales pesados. El proceso de evasion o
también denominado fitoestabilizacion, involucra la secrecion de metabolitos al medio
extracelular por parte de la planta a fin de formar complejos insolubles con los metales
impidiendo de esta forma su absorcién (Salt et al., 1998). Por otro lado, el proceso de
tolerancia de las plantas a los metales es mas complejo e involucra los mecanismos
denominados rizofiltracién, fitodegradacion, fitovolatilizacion y fitoacumulacion. La
rizofiltracion involucra la absorcion y acumulacion selectiva del metal en la raiz, pero
presenta la limitante de que la eliminacion del metal del sitio requiere de la cosecha de
la planta completa. En los procesos de fitodegradacion y fitovolatilizacion el
contaminante es transformado a otras formas quimicas o volatiles como es el caso del

mercurio, arsénico y selenio (Salt et al., 1998).

Una limitante de estos procesos es la posible generacion de formas con mayor
grado de toxicidad y en el caso de la formacién de compuestos volatiles, la
reincorporacion del contaminante al medio ambiente. Por ultimo, la acumulacion
continua de metales en los tejidos aéreos de las plantas denominada fitoacumulacién
se presenta como una tecnologia emergente en la restauracion del medio ambiente y
se basa en la capacidad que poseen algunas plantas de extraer y acumular metales

en el tallo y en las hojas (Salt et al., 1998).

2.5 Especies vegetales que favorecen la acumulacion de metales pesados

Para crecer y completar su ciclo de vida, las plantas deben adquirir macronutrientes
(N, P, K, S, Ca y Mg), y micronutrientes (Fe, Zn, Mn, Ni, Cu y Mo) en cantidades
inferiores a 10 mg/Kg. Las plantas han desarrollado mecanismos especificos para

remover, translocar y acumular estos nutrientes. Por ejemplo, el movimiento de
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metales a través de membranas biolégicas es mediado por proteinas con funciones de
transporte. Estudios ecoldgicos han revelado la existencia de comunidades endémicas
de plantas como es el caso de la familia Thlapsi, las cuales se han adaptado a crecer
en sitios con cantidades elevadas de Zn, Cu y Ni (Lasat, 2000). En algunas especies
como Festuca rubra, esta adaptacion es lograda mediante la exclusion en la captacion
de metales por las raices, estas plantas son conocidas como excluidoras (Lasat, 2000).
Un segundo grupo de plantas conocidas como acumuladoras han desarrollado
mecanismos para la acumulacion de altos niveles de metales mediante la formacion
de compuestos de coordinacién con acidos organicos (citrato, malato, oxalacetato),
proteinas (metalotioneinas y fitoquelatinas) péptidos cortos (glutation) y aminoacidos
(prolina), confinando estos compuestos de coordinacion en vacuolas y pared celular

en donde no interfieren con la fisiologia vegetal (De la Rosa et al., 2004).

En general, el mecanismo de captacion de metales es selectivo, las plantas
pueden aceptar algunos iones, pero rechazar otros. La seleccién de captar un ion
depende de la estructura y propiedades de los transportadores de membrana. Estas
caracteristicas permiten a los transportadores reconocer y llevar a cabo el transporte
de iones especificos a través de la membrana. Por ejemplo, algunos transportadores
median el transporte de cationes divalentes, pero no reconocen a cationes mono o
trivalentes. Por otra parte, un tercer grupo de plantas conocidas como indicadoras
presentan una pobre capacidad de captacion y transporte de metales pesados, sin
embargo, la cantidad de metales encontrados en sus tejidos es indicativa de los niveles
de metales en el suelo (Baker y Walker, 1990).

Existe una gran variedad de especies hiperacumuladoras como Arabidopsis
halleri (Ernst, 1968), Thlaspi caerulescens (Madico et al., 1982), Melastoma
malabathricum (Watanabe et al., 1998), entre otras, que cumplen con una elevada
velocidad de crecimiento. Sin embargo, hay especies que acumulan bajas
concentraciones de metal y producen elevada biomasa como Cannabis sativa
(Ostwald, 2000), Typha sp. (Horne, 2000), Brassica juncea (Bafiuelos et al., 1997), las

cuales también pueden ser utilizadas en los procesos de fitorremediacion.
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2.6 Fitotoxicidad por metales pesados

Algunos metales pesados como Fe, Cu, Mn y Zn entre otros, son esenciales para el
crecimiento y desarrollo normal de una planta debido a que forman parte de los
constituyentes de enzimas y proteinas. Sin embargo, elevadas concentraciones de
metales tanto esenciales como no esenciales se traducen en sintomas de toxicidad e
inhibicion en el crecimiento de las plantas (Lassat, 2000). Los sintomas de toxicidad
observados en plantas son debido a la unién de metales a los grupos sulfhidrilo
presente en proteinas, dando como resultado una alteracibn en su estructura y
provocando una inhibicién en su actividad. Ademas, el exceso de metales pesados
causa estrés oxidativo, resultado de la formacion de radicales libres y especies
reactantes del oxigeno (Jones et al., 1991). Otra razén de la toxicidad de los metales
es debido a que remplazan a los metales esenciales presentes en pigmentos, enzimas

o células, interrumpiendo de esta forma su funcion biolégica (Jones et al., 1991).

2.7 Respuestas de las plantas y tipos de estrés por metales pesados
La toxicidad de un i6bn metélico depende de la capacidad de interactuar con las
moléculas de la célula, por lo tanto, el agente de toxicidad es el i6bn y no el metal, el
cual no es soluble. Su peligro real depende de la concentracién de iones solubles
presentes en el sustrato y disponibles para la planta. Una razén por la que los metales
son toxicos es porque causan estrés oxidativo (Pilon-Smits & Pilon, 2002), el cual se
define como aquel tipo especial de estado bioquimico de una célula o tejido, que puede
ocurrir en plazos cortos o largos, en donde la generaciéon de especies quimicas
oxidantes rebasa la capacidad de produccion o la actividad de especies antioxidantes
(Benavides et al., 2002).

Algunas especies vegetales pueden crecer en ambientes contaminados porque
han desarrollado una variedad de mecanismos que minimizan el exceso de metales a
los cuales estan expuestas. Estos mecanismos incluyen: inmovilizacion de los iones
toxicos en la pared celular; impedimento de la absorcion a través de las capas del
protoplasma; induccion al estrés proteico como proteccion a la toxicidad metalica
(chaperoninas y metalotioneinas); compartamentalizacion y formacién de compuestos

acidos organicos e inorganicos (por el cual metal es transportado a la vacuola donde
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se inactiva), derivados de fenoles y glucésidos en las vacuolas y retranslocacion
(bromofenoles, flavonoides, floroglucinol, ésteres gélicos y fluorotaninos) (Larcher,
1995; Andrade et al., 2002).

En las plantas, el estrés por metales activa los sistemas antioxidantes,
compuestos por radicales libres de moléculas de barrido tales como ascorbato y
glutation y las enzimas implicadas en su biosintesis y reduccion (Noctor y Foyer, 1994).
Existen otras moléculas implicadas en la prevencion del estrés oxidativo, como son las
enzimas de superoéxido dismutasas (SOD) (Bowler et al., 1994; Inzé y Van Montague,
1995). La superproduccién de cualquiera de estos componentes puede conducir a una
alta tolerancia del estrés por metales.

La acumulacion de metales pesados en plantas se lleva a cabo en dos fases: la
fase activa de acumulacion, corresponde a la etapa inicial y es la fase rapida del
proceso. Se da cuando los metales son adsorbidos a la superficie por atraccion
electrostatica a los sitios cargados negativamente. Y la fase pasiva, que es mucho mas
lenta, donde los iones metélicos son transportados a través de la membrana celular y
dentro de los organelos intracelulares (Chong et al., 2000; Sanchez-Rodriguez et al.,
2001). La fase de acumulacion activa es esencialmente independiente de los factores
que afectan el metabolismo tales como temperatura, luz, pH y salinidad (Ospina et al.,
2005), por lo cual se realiza rapidamente. Un ejemplo de esto es la incorporacion de
Pb, que segun Loaban y Harrison (1994) puede ser absorbido pasivamente por

polisacaridos cargados en la pared celular y en la matriz intracelular.

Un ejemplo de respuestas de tolerancia al estrés en las plantas es el caso del
estrés causado por metales pesados, donde los diferentes patrones de captacion de
los metales pueden estar relacionados a diferentes mecanismos de tolerancia (Baker
y Walter, 2000). Entre estos mecanismos, se describen tres estrategias basicas que

se asocian a tres diferentes modelos lineales:

a) La estrategia de exclusion: cuando los valores de concentracion de metal para
las plantas estan por encima del rango de concentraciones del metal en el

medio, sugiriendo que las concentraciones se mantienen a un nivel bajo,
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constante, hasta que se alcanza una concentracion critica en el medio, que es
cuando ocurre la toxicidad (Baker y Walter, 2000).

b) La estrategia de acumulador: cuando los metales se concentran activamente
dentro de los tejidos de la planta, por encima del rango de concentracion del
medio, implicando una fisiologia altamente especializada (Baker y Walter,
2000).

c) La estrategia de indicador: cuando la captaciéon de metales y el transporte al
interior de la planta son regulados, u ocurre la acumulacion pasiva, de modo
gue las concentraciones internas reflejen exactamente las concentraciones
externas; a esta Ultima estrategia corresponden los modelos lineales altamente

correlacionados (Baker y Walter, 2000).

2.8 Mecanismos de detoxificacién de metales pesados por las plantas

Cuando el contenido de metales pesados en el suelo alcanza niveles que rebasan los
limites maximos permitidos causan efectos inmediatos como inhibicion del crecimiento
normal y el desarrollo de las plantas, y un disturbio funcional en otros componentes
del ambiente, asi como la disminucién de las poblaciones microbianas del suelo, el

término que se usa o se emplea es “polucion de suelos” (Navarro et al., 2007).

Algunas plantas son capaces de acumular cantidades excesivas de metales
pesados, y se les conoce con el término “hiperacumuladoras”. Estas, generalmente
tienen poca biomasa debido a que ellas utilizan mas energia en los mecanismos
necesarios para adaptarse a las altas concentraciones de metal en sus tejidos. La
capacidad de las plantas para bioacumular metales y otros posibles contaminantes
varia segun la especie vegetal y la naturaleza de los contaminantes. Estas diferencias
en la absorcién de metales, pueden ser atribuidas precisamente a la capacidad de
retencion del metal en cuestion, por el suelo de cultivo y a la interaccion planta-raiz-
metal. Las plantas hiperacumuladoras pueden superar 100 o mas veces los valores

normales de metales acumulados (Navarro et al., 2007).
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Existen diferentes aspectos de interaccion planta-metal relacionados con
tolerancia y detoxificacion, entre los cuales se pueden describir los siguientes (Figura
1):

Micorrizas: Son ciertos hongos del suelo que se encuentran en asociacion
simbidtica con las raices de las plantas (la mayoria). La propia palabra define la
simbiosis entre un hongo (mycos) y las raices (rhizos) de una planta. La asociacion
fisica se produce porque las raices de las plantas se unen con las hifas de
determinados hongos. De esta manera, la simbiosis proporciona por parte del hongo
nutrientes minerales y agua (suelo), y por parte de la planta, sustratos energéticos y
carbohidratos (fotosintesis). Las plantas micorrizadas presentan una mayor tolerancia
a los metales pesados gracias, en parte, a la capacidad para inmovilizar los metales
en la raiz, impidiendo que éstos pasen a la parte aérea de la planta. Una primera
barrera a la entrada de metales pesados la constituiria la pared celular del hongo, que
tiene una gran capacidad de absorber cationes sobre su superficie, puesto que ésta
se encuentra cargada negativamente. Ademas, el hongo restringe el movimiento del
metal a las raices de la planta. Para ello se sirve de diversos mecanismos que varian
segun la especie del hongo. Sin embargo, se ha observado también una intensa
actividad de translocacion y absorcion de metales pesados en algunas especies por
efecto de las micorrizas, evidenciando que funcionan en ambos sentidos, impidiendo
la entrada de metales pesados y favoreciendo su acumulacion, y, por tanto,
procurando una alternativa de utilizacion en fitorremediacion. En cualquier caso, los
procesos esquematizados, en que participan las micorrizas son: -absorcion/adsorcion
de metales pesados en el hongo, reduccion del acceso de los metales pesados al
apoplasto por hidrofobia y quelacion de los metales pesados con exudados del hongo
(Navarro et al., 2007).

e Pared celulary exudados de raiz: La raiz constituye el tejido de entrada principal
de metales pesados en la planta. Hasta alli los metales pesados pueden llegar,
fundamentalmente, por un proceso de difusion en el medio, mediante un flujo
masivo y por intercambio catidnico. La raiz posee cargas negativas en sus

células, debido en gran medida a la presencia de grupos carboxilo del acido
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péctico. Las cargas negativas de estas células de la rizodermis interaccionan
con las positivas de los metales pesados presentes en el suelo, creando un
equilibrio dindmico que facilita la entrada hacia el interior celular. De esta forma,
los cationes entran por la pared celular, que ademas es hidrofilica, lo que facilita
el transporte i6nico. Una vez unidas las cargas positivas a las negativas de la
pared celular, los metales pesados se transportan, por via apoplasica y
simplastica (Navarro et al., 2007).

Por ejemplo, se ha observado que los exudados favorecen la absorcion de Fe
en suelo deficientes en el mismo. La exudacion de mucilagos que forman una
capa externa a la raiz (mucigel), también favorece la complejacién de metales
pesados como el Cd, Cuy Pb (Navarro et al., 2007).

e Membrana plasmatica: La membrana plasmatica se ve rapidamente afectada
por metales pesados. Sobre ella se reproducen efectos especificos segun el
metal, promoviendo dafios mediante varios mecanismos. Por ejemplo, se sabe
que el Cu y el Cd alternan la composicion de los lipidos de membrana y
provocan la fuga de solutos de la célula (Navarro et al., 2007).

Sin embargo, la membrana plasmatica puede estar involucrada en la tolerancia
a metales pesados reduciendo la captacién o estimulando las bombas de flujo
de metales que promueven la entrada al citosol. Se sabe que las plantas
tolerantes protegen la membrana. Béasicamente, mediante mecanismos de
reparacion que mantienen la integridad de la membrana plasmatica, utilizando
mecanismos de proteccién (proteinas de choque térmico, metalotioneinas,
entre otros), mejorando los mecanismos de homeostasis de metal, promoviendo
un influjo reducido a través de la membrana plasmatica y promoviendo un eflujo
selectivo (metabdlicamente, es decir energéticamente, mas conveniente que los
mecanismos especificos de influjo y restriccién) (Navarro et al., 2007).

Por lo que las proteinas pueden acumular y/o tolerar metales pesados como Fe,
Cu, Mn, Zn y Mg (Navarro et al., 2007).

e Quelacidén: Es el secuestro de los metales contaminantes mediante la unién a
ligandos especificos (principalmente peptidicos) producidos por la propia
planta. El metal se rodea de los ligandos formando un complejo. Los ligandos
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simples, como el agua, sélo forman un enlace con el &tomo central, y se llaman
monodentados o monocoordinados. La planta utiliza este mecanismo de
complejacién en el interior de la célula para detoxificar (amortiguar) los metales
pesados, uniendo a ellos ligandos para formar complejos. De esta manera, el
metal queda inmerso en una interaccion quimica que le mantiene en equilibrio
electrénico (complejado), pero que no lo deja fuera del metabolismo, no se ha
eliminado del citoplasma de la célula y, por consiguiente, sigue siendo
potencialmente toxico. Los metales pesados muestran gran afinidad por
determinados grupos funcionales como principales ligandos, como grupos
sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. Los ligandos que utiliza
son basicamente aminoéacidos y acidos organicos, y mas especificamente, dos
clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas. Entre los aminoacidos y los
acidos organicos se encuentran los acidos citrico y malico, las histidinas, asi
como la cisteina (Navarro et al., 2007).

e Metalotioneinas (MTs): Fueron las primeras proteinas identificadas (en
mamiferos) como transportados de Cd. Son polipéptidos de unos 70-75
aminoacidos con un alto contenido de cisteinas, aminoacido capaz de formar
complejos con cationes mediante el grupo sulfhidrilo que posee como radical.
Se cree que son las responsables esenciales de la quelacion de metales
pesados en el citoplasma de las células de mamiferos y bacterias, pero se
piensa también que no son proteinas tan decisivas en el proceso de quelacion
de metales pesados en plantas (Navarro et al., 2007).

e Fitoquelatinas (PCs): Son ligandos de alta afinidad que complejan metales
pesados. Se identificaron después que las MTs. Se piensa que las fitoquelatinas
pueden desempefar en plantas el papel equivalente al que las metaloteinas
desempefian en mamiferos y bacterias. Las fitoquelatinas se inducen
rapidamente en plantas por tratamiento con metales pesados. Su disminucion
provoca una mayor sensibilidad a metales pesados, por tanto, su papel en la
tolerancia y acumulacion de metales pesados en plantas es critico.

El glutatién es el sustrato para la biosintesis de las PCs. Ademas de que ayuda

a la tolerancia y acumulacién de Cd, también es importante para la acumulacién
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de metales como Zn, Cr, Cuy Pb. Es importante sefialar que el Cd es un efector
positivo de la sintesis de fitoquelatinas (Navarro et al., 2007).

Las PCs se sintetizan en el citosol, donde se unen a compuestos metalicos
formando complejos. Sin embargo, técnicas de HPLC y rayos X detectan
mayores concentraciones de metal y PCs en el interior de la vacuola, por lo que
se deduce que el transporte y acumulacion en su interior estan implicados en
tolerancia y detoxificacion. En consecuencia, parece ser que el paso final en el
proceso de detoxificacion, esto es, desde la movilizacion del metal del suelo a
las raices hasta llegar al interior de las células tanto de la raiz como de las hojas,
es la compartamentalizacion vacuolar (Navarro et al., 2007).

e Compartamentalizacién vacuolar: El eflujo de iones y el transporte al interior de
la vacuola constituyen dos maneras diferentes de conseguir el mismo objetivo:
reducir la concentracion de metales téxicos en el citoplasma. La diferencia entre
ambos, es que mientras en el primer caso no es una garantia de que el
problema de la toxicidad esté resuelto, en el segundo caso si lo es. Ademas del
bien documentado proceso de acumulacion, de los complejos PCs-Cd en
vacuola, hay evidencias de acumulacion de otros metales, involucrando
diferentes sistemas de transporte desde el tonoplasto como Zn, Ni, Pb, Mn o Co
(Navarro et al., 2007).

e Biotransformacion: Al conjunto de cambios metabdlicos por medio de los cuales
los tejidos incrementan la polaridad de un toxico, o a la transformacion quimica
de un compuesto en el organismo, se le denomina biotransformacién. Para
reducir la respuesta toxica de una sustancia en un organismo hay que disminuir
la cantidad de sustancia de forma activa (toxica) y el tiempo de permanencia de
la misma en el sitio de accion. Esto se logra incrementando la polaridad ya que
ello aumenta la difusibilidad del toxico y por tanto puede incrementar la

velocidad de excrecion (Navarro et al., 2007).
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Figura 1. Aspectos de interaccion planta-metal relacionados con tolerancia y detoxificacion de

metales pesados (Basada en Virgen, 2016 y modificada por Moctezuma, 2017).

2.9 Bacterias endofitas y su potencial biotecnoldgico
Las bacterias endofitas son llamadas asi debido a que hacen viven naturalmente en
los tejidos internos de las plantas, llevando a cabo la colonizacion de los espacios
intracelulares sin generar ningun efecto negativo para la planta que las hospeda.
Practicamente todas las plantas estan colonizadas por una diversidad de bacterias
endofitas. Estas bacterias pueden ser detectadas en un momento particular dentro de
los tejidos de plantas aparentemente sanos (Schulz y Boyle, 2006). La mayoria de las
endofitas colonizan diferentes compartimentos de la planta como apoplasto,
incluyendo los espacios intercelulares de las paredes de las células y vasos del xilema.
Se ha demostrado que las bacterias enddfitas se encuentran asociadas a diferentes
tejidos de plantas lefiosas, incluidas gimnospermas y angiospermas (Chanway, 1998).

Algunos estudios demuestran que las bacterias endoéfitas pueden llegar a ser
fundamentales para la supervivencia de las plantas, ya que las ayudan a controlar
ataques patdgenos, insectos y nematodos (Hallmann et al., 1998) debido a que tienen
la capacidad de identificar la presencia de estos organismos de manera rapida y
contribuyen al desencadenamiento del fendmeno de induccién del sistema de
resistencia (ISR) de las plantas (Kloepper et al., 2006).

Por otra parte, se ha encontrado que las bacterias endodfitas favorecen el
proceso de germinacion de semillas y estimulan el crecimiento de las plantulas a
establecerse de manera méas rapida en ambientes adversos (Bent, 1998). Algunas

bacterias son capaces de colonizar los 6rganos reproductores de las plantas, por
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ejemplo, flores, frutos y semillas (Stone et al., 2000), y pueden llegar a formar
infecciones discretas dentro de los tejidos de plantas sanas para todo o casi todo su
ciclo vida (Limsuwan et al., 2009). Ademas, llegan a producir numerosos reguladores
del crecimiento vegetal, actuando como proteccion de plantas a fitopatdégenos por el
control o inhibicion de estos, mejorando la estructura del suelo, los procesos de
biorremediacién de suelos contaminados por el secuestro de metales pesados téxicos

y compuestos xenobioticos dentro los tejidos vegetales (Ahemad, 2012).

Los beneficios descritos, se posibilitan gracias a la capacidad de las bacterias
para sintetizar sustancias metabdlicas como antibioticos y fungicidas, al igual que otros
metabolitos secundarios que incluyen compuestos anticarcinogénicos, compuestos
volatiles orgénicos, antivirales y agentes inmunosupresores (Lodewyckx et al., 2002).
También, se han encontrado bacterias endoéfitas resistentes a metales pesados,
capaces de degradar compuestos organicos complejos y herbicidas (Ryan et al., 2008;
Germaine et al., 2008).

Borges et al., (2009) sugieren que los microorganismos enddfitos pueden haber
desarrollado un sistema genético que les permite transferir informacion entre ellas y la
planta hospedera. Algunos endofitos son capaces de sintetizar sustancias
biolégicamente activas similares a los metabolitos secundarios producidos por la
planta hospedera (Wang y Dai, 2011). Dichas propiedades pueden ser ampliamente
utilizadas en el area biotecnoldgica, garantizando beneficios. Los microorganismos
endofitos asociados a especies vegetales han sido reportados como productores de

una diversidad de compuestos bioactivos con multiples usos (Strobel, 2003).

2.10 Uso de bacterias endofitas en la fitorremediacion

Las bacterias enddfitas asociadas a especies vegetales hiperacumuladoras favorecen
la eficiencia del proceso de fitorremediaciéon y aumentan la produccion de biomasa
vegetal mediante tres mecanismos: (1) incremento de la superficie de la raiz y la
produccion de pelos radiculares, (2) incremento de la disponibilidad de los metales, (3)
Incremento en la transferencia de metales solubles desde la rizosfera hasta los

diferentes tejidos de la planta (Weyens et al., 2009; Ma et al., 2011).
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Por otra parte, estas bacterias endoéfitas pueden promover el crecimiento
vegetal y jugar un papel importante durante el proceso de remocién y extraccion del
metal. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal producen fitohormonas como
el acido indolacetico (AlA) que suprime el estrés en las plantas por la produccion de
etileno (debido a la ACC desaminasa). Ademas, mejoran el estado nutricional de la
planta debido a la presencia de actividades como la fijacion de N2, solubilizaciéon de
POys y la produccion de sideroforos (Sessitsch et al., 2013).

Las bacterias endofitas interactian estrechamente con su huésped dentro de
los tejidos internos de plantas, en comparacion con los microorganismos de la rizésfera
y la filésfera (Weyens et al.,, 2009). Las interacciones entre enddfitos y plantas
hiperacumuladoras ha tenido mucho interés en los ultimos afos para el estudio de la
composicion de las comunidades bacterianas que viven en un nicho con impactado
por la presencia de metales pesados y la posible aplicacion de procesos
biotecnoldgicos en la biorremediacion (Idris et al., 2004; Barzanti et al., 2007; Mengoni
et al., 2009; Luo et al., 2010).

Con base a lo anterior, algunas bacterias enddfitas asociadas a la especie
vegetal del género Populus han sido caracterizadas por su uso potencial en proceso
de fitorremediacién (Moore et al., 2006), un ejemplo es el uso de Burkholderia cepacia
G4 que incrementa la tolerancia de las plantas al tolueno (Van Der Lelie, 2005) y de
Methylobacterium populum sp nov. BJOO1 como participante de la biodegradacion de
compuestos, tales como: 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-
triazina (HMX) y octahidro-1,3,5-7-tetranitro-1,3,5-7-tetrazocine (RDX) (Van et al.,
2004).

Madhaiyan et al., (2007), demostré que la bacteria Burkholderia sp reduce la
acumulacion de cadmio y plomo en raices y brotes en plantulas de tomate como
también del metal que esta disponible en el suelo y estos es debido a la absorcion y
bioacumulacion del metal por parte de la bacteria. Estudios realizados por Zhang et al.
2011, confirmaron que las bacterias enddfitas resisten a diferentes concentraciones de
plomo y producen la enzima ACC deaminasa en la especie vegetal Allysusm

serpyllifolium, la cual confieren tolerancia al metal dentro de la planta mediante la

24
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

sintesis del etileno endégeno producido por la planta debido al estrés ocasionado por

el metal.

De esta manera, mediante las asociaciones planta-bacteria se ha reportado el
aceleramiento en la fitoremediacién de suelos contaminados con metales pesados,
principalmente debido a la promocidn de crecimiento de las plantas y la aceleracion de
los procesos de fitoextraccién (Grandlic et al., 2008; Kuffner et al., 2008; Kidd et al.,
2009; Ma et al., 2011, 2009; Compant et al., 2010; Dary et al., 2010).

2.11 Descripcion de Typha latifolia (Espadafia)

Typha latifolia (Espadafia) es una planta que cumple con las caracteristicas necesarias
para ser empleada en las técnicas de fitoextraccion. Pertenece a la familia Typhaceae
orden de las Typhales y subclase Commelinidae. Es una planta cosmopolita, perenne,
rizomatosa, de 1-3 metros de altura. Sus tallos son cilindricos y tiene hojas basales,
lineares, de mas de 15 mm de anchura. Las flores son unisexuales dispuestas en un
espadice compacto con aspecto de puro. Las femeninas tienen la parte inferior mas
ancha y de color oscuro o0 negro, y las masculinas en la parte superior son mas
estrechas y amarillentas. Ambas partes de la inflorescencia aparecen normalmente
contiguas, sin dejar espacio entre ellas. La floracién ocurre entre junio y agosto, el fruto
de Typha latifolia es de color castafio oscuro, cilindrico de superficie aterciopelada
(Figura 1) (Ye et al., 2001).

Esta especie vegetal, generalmente es capaz de producir 2.9 Kg/m? de biomasa
ya que posee altas velocidades de crecimiento y reproducciéon (Kaene et al., 1999). Se
localiza principalmente en suelos inundados en orillas de cursos de agua, charcas y
canales. Normalmente, Typha latifolia, no es una planta que se emplee para consumo
humano, sin embargo, en algunos lugares de Australia, China y América, las hojas
jovenes se utilizan como condimentos; los brotes se comen crudos o cocidos.
Actualmente, su resistencia a medios anoxicos y con altos grados de contaminacion
ha inducido su aplicacién en el campo de la fitorremediacién, en particular en sistemas
de aguas residuales como los humedales artificiales y sistemas de filtros de macrofitas
en flotacién (Simpson, 2005).

25
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

Carranza-Alvarez (2005) determiné que T. latifolia tiene la capacidad de
acumular 37 mg de Pb por Kg de peso, 110 mg Cr /Kg, 1651 mg Mn /Kg y 669 mg
Fe/Kg. Por otra parte, Pecina-Martinez (2008) reportdé que plantas de espadafa
propagadas en condiciones de invernadero presentaron la capacidad de remover 0.35,
0.81y 1.24 ppm de cadmio cuando fueron expuestas a 0.85, 1.73 y 2.55 ppm del metal
respectivamente. Ademas de remover 0.0935, 0.1505, 0.29 y 0.349 mg de cromo (VI)
cuando se sometieron a tratamiento con 0.154, 0.309, 0.637 y 1.176 mg de cromo

respectivamente.

Asi también Pavanelli-Gazzoni (2009) demostraron que la contaminacién del
suelo y agua con petréleo no afecta el desarrollo de la espadafia. Mediante
espectroscopia de fluorescencia y cromatografia de gases comprobaron la
contribucion de un cultivo de Typha latifolia en suelos contaminados por petréleo para
eliminar hidrocarburos totales de este, como lo son fluoreno, fluoranteno, benzo-[a]-
antraceno y benzo-[b]-fluoranteno, aunque no fue posible definir si hubo absorcion de

contaminantes o degradacion por la planta.

Ademas, Velazquez et al. (2008), mostraron que la captacién del Cd?* por raices
de Typha latifolia, tiene lugar por un intercambio de protones, eliminandose dos
protones por M#* acumulado. Ademas de que la captacion es independiente del estado
de la raiz. Sin embargo, indicaron que la captacién de Pb?* tiene lugar por un
mecanismo diferente, ademas de que la captacion de este metal cambia dependiendo
si la exposicion se realiza con la planta “viva” o “inerte”.

Sassmaz et al., (2008) estudiaron la absorcion de metales de Typha latifolia y
la transferencia de estos de las raices a las partes de la planta en un lago de Elazig,
Turquia, demostrando asi que T. latifolia podria ser considerado como un bioindicador
0 un bioacumulador para sedimentos y agua contaminados por metales.

Por otra parte, se han realizado estudios de remocion de compuestos organicos
como el 2,4-Diclorofenol en solucion por plantas de T. latifolia (Rodriguez-Hernandez,
2009), en los cuales se determind una tolerancia a 10 mg/L del compuesto. Es
importante mencionar que todos estos estudios se han realizado con plantas

completas en condiciones de vivero o hidroponia, sin embargo, para poder entender
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los mecanismos de interaccion planta-bacteria, es fundamental contar con plantas
libres de patdgenos y en condiciones controladas. Esto puede lograrse a través de una

técnica biotecnoldgica denominada cultivo de tejidos vegetales.

2.12 Cultivo de tejidos vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) se define como el conjunto de técnicas que
permite el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una
planta, desde una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales,
axénicas y controladas, ejerciendo asi, un control relativo sobre los procesos
morfogenéticos, fisioldgicos y bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo
estudio (Abdelnour y Vincent, 1994; Pérez et al., 1999).

El CTV se basa en la teoria de la totipotencia implicita en la teoria celular de
Schleiden y Schwan, emitida en 1838 y 1839. Esta teoria establece que la célula es
una entidad autdbnoma y totipotente la cual, al ser separada de un organismo
multicelular y cultivada bajo condiciones asépticas en presencia de una dieta
balanceada de nutrientes y hormonas, esta célula puede crecer, dividirse, diferenciarse
y organizarse en tejidos y 6rganos regenerando asi, una planta completa (Abdelnour
y Vincent, 1994; Hernandez y Martinez, 2011).

Es por ello, que el CTV es una herramienta invaluable para la resolucion de
problemas basicos y aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una
serie de sistemas modelo ideales para la investigacion fisioldgica, bioquimica, genética
y estructural, y por otro lado tiene una aplicacién practica en la clonacion, conservacion
y manipulacién in vitro de cualquier material vegetal (Pérez et al., 1999). Una
herramienta del CTV es la micropropagacion, a través de la cual se pueden propagar

cientos de plantas en un corto periodo de tiempo.

2.12.1 Ventajas del CTV

Con el CTV se puede inducir la multiplicacion asexual, in vitro de plantas a partir de un
explante como el meristemo, callo, células de suspension, etc. (Garcia et al., 2004).
Esta técnica debido a sus importantes ventajas sobre los métodos tradicionales de

propagacion ha logrado una rapida aceptacion en la industria y se esta aplicando tanto
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en especies horticolas como en ornamentales. Entre las ventajas que tiene esta
técnica biotecnoldgica se puede citar: a) se trata de un sistema de propagacion clonal,
es decir, que mantiene todas las caracteristicas genotipicas del material vegetal
seleccionado; b) posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una
superficie reducida, a bajos costos y en un tiempo relativamente corto; ¢c) mayor control
sanitario del material que se propaga es decir, obtencion de plantas libres de bacterias,
hongos e incluso libres de virus; d) facilidad de transportar el material in vitro; y f)
posibilidad de multiplicar rApidamente una variedad de la cual existen pocos individuos
(Abdelnour y Vincent, 1994; Pérez et al., 1999).

ElI CTV de cualquier especie vegetal consta de varias etapas basicas, las cuales
son fundamentales para su éxito. A continuacion, se describen dichas etapas:

O

Etapas del CTV

'H_"g

ETAPA V: Adaptacion al medio externo

Figura 2. Etapas del cultivo de tejido vegetal (CTV).
Etapa 0. Seleccién de la planta madre. Se trata de una etapa preparativa, en la cual

se seleccionan y acondicionan las plantas madre que seran utilizadas para iniciar los
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cultivos in vitro. Para obtener explantes sanos y con un grado de desarrollo adecuado,
es necesario partir de una planta élite con caracteristicas deseables superiores al
promedio. Ademas, de elegir correctamente el material vegetal es necesario efectuarle
ciertos pretratamientos que disminuyan la probabilidad de contaminacién microbiana,
el primero consiste en trasladarla a un ambiente higiénico y sanearla con fungicidas o
bien, cambiar el estado fisiol6gico de la planta mediante cambios en la temperatura,
iluminacion, fotoperiodo, fertilizacion, aplicacion de reguladores de crecimiento o

podas severas para su rejuvenecimiento.

Etapa I. Establecimiento de los cultivos axénicos. Esta etapa consiste en la eleccion
del explante y la esterilizacion del mismo para establecer cultivos viables y axénicos.
El éxito de esta etapa esta determinado por la edad de la planta donante, la edad
fisiol6gica, el estado de desarrollo y el tamafio del explante. Los principales procesos
a controlar en esta etapa son la desinfeccion del material vegetal seleccionado y el
establecimiento del cultivo inicial o primario. En esta etapa se induce el desarrollo de
células meristematicas o no meristematicas para dar lugar a embriones somaticos o

brotes adventicios.

Etapa Il. Seleccién del medio de cultivo. Los requerimientos nutricionales basicos de
los tejidos vegetales cultivados in vitro son muy similares a los utilizados por las plantas
completas (Chawla, 2002). Algunos de los nutrientes que requieren los tejidos
vegetales para su crecimiento y morfogénesis son compuestos organicos e
inorganicos, vitaminas, fitohormonas (reguladores de crecimiento) y otras sustancias
complejas (Razdan, 2003; Chawla, 2002). Por lo tanto, la eleccién del medio de cultivo
y la mezcla de nutrientes adecuada determina en gran medida el éxito o el fracaso de
los cultivos in vitro (Pérez et al., 1999; Mather y Roberts, 1998).

En la actualidad, se han desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo diferentes
gue cumplen con los requerimientos nutricionales necesarios para los tejidos vegetales
cultivados in vitro. Los medios de cultivo mas utilizados para la regeneracion de plantas

in vitro son el MS (Murashige y Skoog 1962), el LS (Linsmaier y Skoog 1965) y el medio
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B5 (Gamborg 1968). Otros medios que se utilizan frecuentemente son el NN (Nitsch y
Nitsch 1969) y el N6 (Chu 1978) (Pérez et al., 1999).

Etapa Ill. Multiplicacion del tejido. En esta etapa es donde se multiplica el nUmero de
brotes nuevos a partir de cantidades minimas de tejido. Existen tres vias para la
multiplicacion in vitro: la organogénesis, la embriogénesis somatica y la multiplicacion

por yemas, apices y meristemos.

Etapa IV. Elongacion y Enraizamiento. En esta etapa se pretende que los brotes
obtenidos formen su sistema radical al mismo tiempo que se elonguen para facilitar su
manipulacion y hacer mas probable su adaptaciéon a las condiciones ambientales

externas.

Etapa V. Adaptacion al medio externo. En esta etapa, las plantulas obtenidas del CTV
salen del medio estéril y rico en nutrientes para iniciar su desarrollo en el medio
ambiente. Esta etapa es la mas compleja en el proceso de micropropagacion ya que
ocurren pérdidas de las plantas obtenidas debido a que no pueden tolerar el cambio
de temperatura y humedad (Roca y Mroginski, 1991; Pérez et al., 1999; Levitus et al.,
2010; Tiza, 2010; Zerdn, 2015).
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CAPITULO 1l
MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencidén del material vegetal

Con la finalidad de obtener el material vegetal de interés, se colectaron semillas de
Typha latifolia, provenientes de la inflorescencia de la especie vegetal de plantas
adultas ubicadas en humedal natural, aparentemente no contaminado, situado en San
Vicente Tancuayalab, municipio del estado de San Luis Potosi, México (21 ° 43 '0 "N,
98 ° 35' 30" O). Las semillas fueron identificadas y transportadas en bolsas de papel
al Laboratorio de Investigacion en Ciencias Ambientales de la UAMZH de la UASLP.
Una vez disponiendo de las semillas, éstas se sometieron a un proceso de asepsia
para iniciar con el cultivo de tejidos vegetales de esta especie vegetal. Para ello, se

probaron dos tratamientos (A y B) con distintos agentes quimicos (Ver anexo 1).

3.2 Lavado y esterilizacion de material empleado

Se utilizaron frascos de cultivo de vidrio de diferentes capacidades (100, 200 y 500
mL), los cuales se lavaron con agua y jabon, enseguida se enjuagaron con agua
corriente, y se desinfectaron sumergiéndolos durante 24 horas en solucién de
hipoclorito de sodio comercial al 20%. Posteriormente, se enjuagaron con agua
corriente y después con agua destilada y fueron sometidos a un periodo de secado y
esterilizacion en la estufa de conveccion (Lindberg/Blue, Ashville, NC, USA) a 200°C
por 20 minutos.

Finalmente, todo el material empleado (pinzas metalicas, vasos de precipitado,
agua destilada, palillos de madera, asa bacterioldgica) se esterilizaron en la autoclave
(Felisa, modelo FE-399. Serie 1311120) a 121°C, durante 15 minutos. Los frascos se
resguardaron del polvo en bolsas de plastico hasta su uso.

Todo el material de vidrio, polipropileno y polietiieno de alta densidad (HDPE)
empleado para el analisis de metales se lavé con agua desionizada y posteriormente
se sumergio en HNOs3 (CAS: 7697-37-2, CTR Scientific, México) al 10% v/v durante 24
h. Finalmente, el material se enjuag6 con agua desionizada y se sec6 a temperatura

ambiente al abrigo del polvo.
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3.3 Preparacion de medios de cultivo
Para el cultivo in vitro de T. latifolia, se empleé el medio de cultivo comercial
Murashige—Skoog (MS; Murashige & Skoog 1962, Phytotechnology®), el cual se
preparo disolviendo 4.43 g del medio, y se enriquecio con 3% de sacarosa comercial,
por litro de solucion preparada. El pH se ajustdé a 5.7 — 6.8 con NaOH o HCI 1 N por
medio de un potenciometro. Para la preparacién del medio semisélido se afiadieron
4.4 g de Phytagel por litro de medio basal y, finalmente se esterilizaron en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

Respecto a la evaluacion de la remocion de Cd (ll) por T. latifolia se empled el
medio Hoagland (No. 2 Basal Salt Mixture, Lote # SUMM2242V, SIGMA Life Science),
el cual se prepar6 disolviendo 16 g del medio por litro de solucién, ajustado a un pH

de 6.0 y una fuerza ionica de 0.05 M con NaNOs A.C.S. Fermont).

Para garantizar la viabilidad de los aislados bacterianos se preparé medio de
cultivo Luria Bertani (LB) a un quinto de concentracion, de manera que se utilizaron 5
g por cada litro de solucion. Los aislados GRC093 y GRC140 fueron resembrados y
posteriormente se evalud el efecto de estos en el proceso de fitoextraccion.

De la misma manera, se prepararon medios de cultivo LB, adicionados con
diferentes concentraciones de Cd (ll), desde 5-100 ppm, evidenciando la capacidad de
tolerancia al metal (Ver anexo 2).

3.4 Establecimiento del cultivo in vitro de T. latifolia

Para establecer el cultivo in vitro T. latifolia y contar con plantulas para los
experimentos del efecto de los aislados bacterianos sobre la remocion de Cd (ll), se
utilizaron semillas como explantes. Para ello, se probaron los distintos tratamientos de

asepsia descritos en el Anexo 1.

Una vez obtenido el protocolo de asepsia, se procedié a establecer el cultivo in
vitro de T. latifolia en condiciones controladas. En la campana de flujo laminar con luz
UV (ESCO Laminar Flow Cabinet), las semillas colocadas en agua estéril se tomaron
con pinzas de metal, y se sembraron (aproximadamente 100 semillas) sobre toda la
superficie de medios de cultivo Murashige & Skoog- basal medium (MS). Al término de
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la siembra en los frascos con medio de cultivo fueron tapados y sellados.
Posteriormente, se etiquetaron y se colocaron en el cuarto de cultivo bajo condiciones
controladas de temperatura y fotoperiodo (24 °C y 16 hrs luz/8 hrs de oscuridad). En
cada siembra se cont6 con al menos 25 frascos como unidades experimentales, en las
cuales se evalu6 semanalmente, el porcentaje de germinacion, oxidacion y

contaminacion; asi como la altura, numero de hojas y raices por cada plantula formada.

3.5 Cultivo y crecimiento de aislados bacterianos

Como aislados bacterianos se utilizaron Pseudomonas enddfitas de la raiz de Typha
latifolia previamente obtenidos por Rolon-Cardenas, 2015. Para garantizar la viabilidad
de los aislados bacterianos se prepardé medio de cultivo Luria Bertani (LB) a un quinto
de concentracion, y se resembraron los aislados GRC093 y GRC140 para
posteriormente evaluar el efecto de dichos aislados en el proceso de fitoextraccion
(Ver anexo 2). De la misma manera, se prepararon medios de cultivo LB, adicionados
con diferentes concentraciones de Cd (Il), desde 5-100 ppm, evidenciando la

capacidad de tolerancia al metal.

3.6 Efecto del Cd (Il) en la germinacion de semillas de T. latifolia

Para llevar a cabo la evaluacion del Cd (ll) en la germinacion de T. latifolia se
sembraron 20 semillas previamente asépticas en frascos de vidrio tipo Gerber con
medio de cultivo Murashige—-Skoog (MS; Murashige & Skoog 1962,
Phytotechnology®), suplementado con distintas concentraciones del metal (5, 10, 25,
50, 75y 100 ppm).

Se conté con tres frascos por cada concentracion evaluada. Las semillas
sembradas se colocaron en la camara ambiental (Prendo CA-6), en donde se
evaluaron cada 24 horas durante un periodo 10 dias para determinar el efecto de la
concentracion de Cd (1) sobre la germinacién. Se evalué el porcentaje de germinacion,
indice de crecimiento y longitud de la radicula de las plantulas utilizadas en cada
tratamiento. Después del tiempo de evaluacion, los frascos utilizados se colocaron en
el cuarto de cultivo y se observo durante 20 dias mas. Este experimento se realiz6 por
triplicado para verificar la confiabilidad de los resultados.
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3.7 Efecto de lainoculacion de Pseudomonas tolerantes a Cd (ll) en el proceso
de fitoextraccién

Para evaluar el efecto de Pseudomonas endéfitas de la raiz de T. latifolia en el proceso
de fitoextraccion de Cd (ll), se disefid un modelo experimental en el cual se utilizaron

distintas concentraciones del metal.

A partir de una solucion stock de 1000 ppm de Cd (como CdClz, Sigma) se
prepararon 20 mL de solucion Hoagland, adicionada con distintas concentraciones de
Cd (5, 10, 25, 50, 75y 100 ppm). Cada una de las soluciones se ajustd a un pH de 6.0
y una fuerza iénica 0.05 M, utilizando NaNOs (A.C.S. Fermont); una vez preparadas,
las soluciones se colocaron en tubos de vidrio de 20 cm. En cada tubo se colocaron
plantulas de T. latifolia de 12-14 cm de altura provenientes del cultivo in vitro. Cada
tubo se tom6 como una unidad experimental y se contd con tres repeticiones por cada
concentracion de cadmio. Las plantulas en estas condiciones de cultivo se
mantuvieron durante 10 dias en el cuarto de cultivo, y se tomaron muestras a partir del

dia 0, 5y 10 de experimentacion para evaluar la remocion del metal.

El mismo experimento fue realizado, pero con la adicion de los aislados
endofitos GRC93 y GRC140, considerando 1.5x108 UFC/ml. Como soluciones control
se utilizaron: control de solucion de Cd (libre de planta), control planta (libre de la
concentracion del metal), control con la concentracion del metal mas el aislado
bacteriano, pero sin la presencia de la planta y por ultimo el control con la
concentracion del metal, adicion del aislado bacteriano, medio Hoagland, pero sin la
planta.

Al inicio y final del experimento se llevé a cabo el registro del pH, asi como la
formay aspecto tanto de las hojas como de las raices de las plantas. Ademas, se tomé
un fragmento de tejido aéreo al inicio y final del experimento y se determind la
concentracion de clorofila total. Al final del experimento, las plantulas fueron retiradas

de las soluciones y se sometieron a un proceso de digestidon acida.
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3.8 Evaluacion de los parametros de fitotoxicidad en la fitoextraccién de Cd (I1)
en plantas con y sin aislados bacterianos

Los parametros que se evaluaron para determinar la fitotoxicidad de las diferentes
concentraciones del metal fueron el aspecto, el indice de crecimiento (IC) y el

contenido de clorofila.

3.9 Indice de crecimiento en plantas de T. latifolia expuestas a diferentes

concentraciones de cadmio (Il)

Después de los 10 dias de experimentacion, las plantas se retiraron de las soluciones,
y se midieron para determinar el indice de crecimiento. Esta determinacion se realizd
considerando la talla inicial y final de la planta al término de la exposicion, utilizando la

siguiente formula:

talla final

indice de Crecimiento = ——M——
talla inicial

3.10 Cuantificacién de clorofila

A las plantas T. latifolia se les determind la concentracidén de clorofila, por el método
propuesto por Arnon (1949), solo en el caso del experimento final. Para ello se utilizé
una seccion de hoja de cada una de las plantas colectadas (1-2 mg de cada una). En
un cuarto oscuro, las muestras de hojas fueron trituradas en un mortero, utilizando 8
mL de Acetona (CTR Scientific), el cual se colocé en una bandeja con hielo
(condiciones frias) para evitar su evaporacion; se trituré y posteriormente se filtro,
utilizando una bomba de vacio y un matraz kitazato. La solucion obtenida se colocé en
un tubo Falcon de 15 ml, con la finalidad de obtener un volumen final de 10 ml, una
vez que obtenido ese volumen se coloc6é en un tubo de ensaye, previamente
etiquetado y cubierto con papel aluminio para evitar la exposicién a la luz. Finalmente,
se midi6 la absorbancia de cada solucion filtrada mediante espectrofotometria UV-
Visible (Thermo Fisher Scientific Aquamate Plus UV-Vis, Wisconsin, USA) a una

longitud de onda de 652 nm, utilizando como blanco acetona.
Una vez que se determind la absorbancia se calculd el porcentaje de clorofila
contenida por cada gramo de la planta, mediante la formula correspondiente:
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A (27.8)(mL de extraccion)
(g muestra) (1000)

mg clorofila en g muestra =

Donde:

A es la absorbancia de la muestra

27.8: Coeficiente de Absorcién (Suma de los coeficientes de Clorofila a y b)
1000: Factor de Dilucion

mL de extraccion: mililitros que se obtuvieron al extraer con acetona

g muestra: peso utilizado de la muestra

3.11 Digestion acida del tejido radicular y aéreo de T. latifolia

Una vez finalizado el experimento, se aplicd un proceso de desorcion de metales por
tratamiento con EDTA (0.1 M). Las plantulas se seccionaron en raiz y tejido aéreo, y
se sometieron a un proceso de secado durante 12 horas a 70° C en una estufa de
conveccion (Lindberg/Blue, Ashville, NC, USA). El material seco fue triturado con
ayuda de un mortero de porcelana (por el tamafio de la muestra) a fin de homogeneizar
la muestra y se mantuvieron bajo el abrigo del polvo y la luz.

Posteriormente, el material vegetal seco y pulverizado se sometié a un proceso
de digestion acida asistida por microondas (closed-vessel, Multivave PRO, Anton
Paar, Austria). Para ello, se pesaron 3 mg de tejido vegetal y se colocaron en tubos
fabricados de una combinaciéon TFM y PTTE (liners) de 100 ml de capacidad, se
adicionaron 7 ml de HNOs concentrado (CAS: 7697-37-2, CTR Scientific, México) y 1
ml de HCI concentrado (CAS 7647-01-0, Lote: 17799, Karal, México) y se montaron en
el sistema de digestion asistida por microondas. Una vez digeridas las muestras, se
ajustaron a un volumen de 15 ml con agua destilada y posteriormente se cuantifico el

contenido de cadmio por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica.

3.12 Digestion del medio de cultivo (Hoagland)
Con la finalidad de determinar el proceso de fitoextraccion de Cd (IlI) por T. latifolia,
ademas de cuantificar el metal en el tejido vegetal de la planta, se tomaron muestras

de 3 ml del medio de cultivo (Hoagland), en frascos de plastico HPDE al dia 0, 5y 10
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de experimentacién de cada una de las concentraciones utilizadas, asi como las
soluciones control. Estas muestras fueron tomadas con micropipetas y bajo
condiciones estériles, en la campana de flujo laminar con luz UV (ESCO Laminar Flow
Cabinet). Una vez obtenidas las muestras, se tomaron 500 pl y se le adicionaron 2 ml
de agua acidificada con HNOs concentrado (CAS: 7697-37-2, CTR Scientific, México)
al 50%, en dilucion (1:4) en tubos conicos de 15 ml (CAPP Denmark. BluCapp
Centrifuge Tubes). Posteriormente, se realizo la digestion acida en la autoclave (Felisa,
Modelo FE-399. Serie 1311120) a 121°C, durante 30 minutos, basado y modificado de
CEN (2003).

Cabe mencionar que antes de definir la utilizacion de estos tubos, se realizaron
distintas pruebas para definir el tipo de recipientes a utilizar, debido a que por el largo
periodo a alta temperatura (121°C, durante 30 minutos), los frascos HPDE y tubos de
la misma marca, pero de capacidad de 50 ml, no resistian este periodo de digestion
acida, ya que se deformaban después de digerir el medio de cultivo o presentaban
rotura de la tapa y con ello la pérdida de muestra, por tanto no se pudieron utilizar para

este procedimiento.

3.13 Elaboracién de la curva estandar de Cd total por Espectrofotometria de
absorcion atbmica

Se realiz6 la curva de calibracion de cinco puntos, utilizando estandares de 0, 0.5, 1,
2.5, 5y 7.5 mg/L de Cd, a partir de una solucion stock grado absorcion atémica
certificada (Cadmium AA standard certified, Lote: 4402170, Ricca Chemical Company,
Arligton, Texas, USA).

Los estandares utilizados fueron aforados a 100 ml (0, 0.5, 1,5y 7.5 ppm)y a
50 ml (2.5 ppm), utilizando micropipetas eppendorf (Research Plus, Lote: C127393P,
Alemania) de 20-200 pl y 200-1000 pl de capacidad y matraces volumeétricos
certificados clase A de acuerdo al estandar ASTM E542 (No. 5680, Serie: CF22455,
Juego maestro de pesas 96-080246 rastreable a CENAM/NIST, Pyrex, México).

El equipo de EAA se calibré y operé para el andlisis a una longitud de onda de

228.8 nm. Se tom6 como ajuste aceptable para validar la calibracion un valor de
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R?2.995 y un porcentaje de recuperacion igual o mayor del 90 %. Como control
analitico se ley6 un estandar certificado de Cd (Cadmium AA standard certified, Lote:
4402170, Ricca Chemical Company, Arligton, Texas, USA) y blanco de analisis de
HNO3 al 30%, cada 50 muestras.

3.14 Andlisis estadistico

Todos los valores obtenidos en la fitoextraccion, dafio fitotoxico, metal absorbido, asi
como los parametros medidos en la propagacion de las especies vegetales cultivadas
in vitro fueron analizados con los programas estadisticos SIGMAPLOT y el software
STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc., USA, 2007), realizando un Andlisis de Varianza
(ANOVA) para todos los datos obtenidos, asi como para obtener las diferencias

estadisticamente significativas.

38
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de las condiciones de pH que influyen en la fitoextracciéon de
diferentes concentraciones de Cd (ll) por plantas de Typha latifolia

Con la finalidad de establecer las condiciones fisicoquimicas ideales para evaluar el
proceso de fitoextraccion con Cd (Il), se disefié un experimento independiente en el
cual se evaluaron diferentes pH y se determiné el valor 6ptimo en relacién al metal y

el medio de cultivo a trabajar (Cd y medio Hoagland, respectivamente).

Para ello, se prepararon soluciones con concentraciones de 5y 10 ppm de
Cadmio (I1) a un volumen de 500 ml cada una, utilizando diferentes valores de pH (5.5,
5.7, 6.0 y 6.5), realizando dos réplicas del mismo por cada concentracion. La

exposicion a dichos tratamientos fue de un periodo de 10 dias.

Al finalizar el periodo de exposicion, se determind que el valor de pH 6ptimo fue
de 6.0, ya que fue donde se observo menor dafio fitotéxico en T. latifolia y se evidencid
una respuesta favorable en la remocién de Cd (lI), lo que permitié también una mayor

cuantificacion en el tejido radicular de la especie vegetal.
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4.2 Evaluacion del efecto de la concentracion de Cd (ll) en la germinacion de
semillas de T. latifolia

Se observo que las semillas de T. latifolia germinaron en las concentraciones de 5, 10
y 25 ppm, a partir de la concentracién de 50 a 100 ppm ya no se presentaron indicios
de germinacion alguna (Figura 3). Respecto a las semillas que si germinaron,
solamente se visualizé elongacion del embrion con una longitud de 0.5 cm. Lo anterior
puede deberse a que las concentraciones mayores o igual a 25 ppm de Cd (Il)
resultaron téxicas para la semilla de esta especie vegetal, lo cual incide directamente
en la imposibilidad de desarrollo de dicho explante (Tabla 1).

Figura 3. Semillas de T. latifolia expuestas a 5, 10 y 25 ppm de Cd (II).

Tabla 1. Evaluacién del efecto del Cd en la germinacién de semillas de T. latifolia

Dias de evaluacién
Concentracion > 10 15 20
long. long. long. long. long. long. long. long.
raiz hoja raiz hoja raiz hoja raiz hoja
control 05cm | 1cm | 0.7cm | 14cm | 1.5cm 2cm 2mm | 2.5cm
5ppm 0.5cm lcm 0.8cm | 1.2cm | 1.5cm | 1.5cm |[1.6mm| 2.0cm
10 ppm 03cm | 0.8cm | 0.7cm | 1.1cm | 1.2cm | 1.3cm |[1.5mm | 1.5cm
25 ppm 05cm | 1cm | 09cm | 1.1lcm | 1.2cm | 1.2cm |[1.5mm | 1.4cm
50 ppm 0.1cm - 0.1cm --- 0.1cm --- 0.1cm -
75 ppm - - - - - - - -
100 ppm --- --- --- --- --- ---
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La cubierta seminal o testa provee de cierta proteccion contra el estrés por
metales antes de la germinacion; la literatura sugiere que la germinacion de las
semillas se afecta por los metales de dos maneras: por su toxicidad general y por su
inhibicion en la absorcion de agua. La mayoria de los trabajos reportados muestran
que los tratamientos con metales ocasionan una reduccién de la germinacion
dependiente de la concentracion de éstos en muchas especies de plantas. Estudios
derivados de la exposicion de semillas a metales pesados y su relaciéon con la
germinacion y el desarrollo de las plantulas, muestran que se presenta una variacion
inter e intraespecifica tanto en la germinacién de las semillas, como en la respuesta

de las plantulas al estrés por metales (Li et al., 2005; Kranner y Colville, 2011).

Para este caso, las semillas contienen al embridn que es una nueva planta y
éstas poseen dos funciones principales: la reproduccién y la dispersion; por lo tanto,
la formacion de las semillas completa el proceso de la reproduccion de las plantas y
con su germinacion, comienza la siguiente generacion de plantas, lo cual se

imposibilita o dificulta ante la exposicidon de éstas a diversas concentraciones del metal.

No obstante, el cadmio no es un elemento esencial para las plantas, pero se
absorbe y se distribuye rapidamente a través del sistema vascular ocasionando en
forma general una depresion del crecimiento de éstas e incluso su muerte. La toxicidad
de este elemento en las plantas, presenta varios sintomas; con frecuencia altera los
procesos fotosintéticos, la respiracion y el metabolismo del nitrégeno; asi como
también reducen la absorcion de agua y nutrientes esenciales (Clijtsters y Van Assche,
1985; Barcel6 y Poschenrieder, 1990; Hart et al., 1998; Ruiz et al., 2009).

Dentro de los efectos que se han observado, estan la inhibicion de la
germinacion de semillas y el desarrollo de raices (Kiran y Sahin, 2006). En varios
tratamientos realizados a semillas con Cd se redujo la germinacion total (Smiri et al.,
2010) y el crecimiento de las plantulas con una correlacion negativa entre la
concentracion del metal y la germinacion total. Las afectaciones de la semilla que se
han observado en estos tratamientos son mayormente en el crecimiento radical,

seguida del crecimiento de brotes y la germinacion, siendo esta ultima afectada
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significativamente so6lo a concentraciones altas de Cd, causando altos niveles de
estrés oxidativo (Schutzendtibel y Polle, 2002; Kranner y Colville, 2011).

Sin embargo, con concentraciones bajas de Cd se puede observar una ligera
estimulacién de la germinacion que puede atribuirse a un exceso de produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrégeno (RNS), lo que

estimula la germinacién (Smiri et al., 2010; Kranner y Colville, 2011).

En ese sentido, los resultados obtenidos en esta investigacién, concuerdan con
lo anteriormente mencionado, ya que se observé la germinacién de semillas de T.

latifolia en las concentraciones de 5y 10 ppm.

Por otra parte, los mecanismos de las especies reactivas de oxigeno por
metales pesados tales como plomo, cadmio y zinc es poco clara; una posible funcion
de las peroxidasas en el tratamiento de metales pesados es su contribucion en plantas
acumuladoras de metales, tal es el caso de la especie acuatica Nymphaea que emplea
peroxidasas para producir polimeros fendlicos que atrapan cadmio y lo aislan en forma
de cristales de Ca-Cd en sus glandulas situadas sobre el lado acuatico de las hojas
(hidropotos) (Lavid et al., 2001). No obstante, las peroxidasas claramente se inducen
bajo la presencia de metales pesados y otros quimicos toxicos; sin embargo, éstas se
han utilizado como enzimas para monitorear areas industriales y densamente
urbanizadas por su sensibilidad a la contaminacion atmosférica, lo que puede
clasificarlas como otro de los biomarcadores clasicos; esto se ha observado también

con metales pesados presentes en el suelo (Cho y Park, 2000; Geebelen et al., 2002).

La expresion de las peroxidasas da como resultado una defensa en las plantas;
ya sea de forma pasiva, con la construccion de paredes celulares fuertes, o activa con
la produccion de especies reactivas de oxigeno contra el ataque de agentes bidticos
(Passardi et al., 2005).

Como un indicador de la fitotoxicidad de metales, varios autores han reportado
diferentes indices para biomonitorear estos efectos, uno de ellos est4 basado en la

germinacion y desarrollo de las plantulas (Baki y Anderson, 1973; Mhatre y Chaphekar,
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1982). La promocion de las raices es uno de los principales marcadores con los que
se mide el efecto benéfico de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Glick
et al., 1995), las fitohormonas estimuladoras del crecimiento de plantas, producidas
por este tipo de rizobacterias dentro de la zona radical, incrementan la densidad y
longitud de los pelos radicales. El rapido establecimiento de las raices; ya sea por
elongacién de las raices primarias o por la proliferaciéon de las raices laterales y
adventicias, resulta ventajoso para las plantulas conforme incrementan su habilidad de
anclaje al suelo y con ello, esto también les permite la absorcion de agua y nutrientes
(Volkman y Bremer, 1998).

Por lo tanto, la capacidad para explotar las plantas en fitorremediacion esta
restringida por el escaso conocimiento de los caminos metabdlicos y los mecanismos

de tolerancia de las plantas a los contaminantes (Doran, 2009).

De esta manera, en la presente investigacion se evaluo el efecto de los aislados
endofitos GR093 y GR140 (Pseudomonas) en el proceso de fitoextraccion de Cd (1l)

por T. latifolia.

4.3 Establecimiento del cultivo in vitro de T. latifolia

Se seleccionaron como explantes, semillas previamente colectadas de un sitio no
contaminado y que se tenian preservadas en bolsas de papel. Los explantes se
lavaron con agua corriente y agua potable para eliminar el exceso de polvo, y luego se

sometieron al proceso de asepsia.

Para la desinfeccion de los explantes, la primera estrategia fue utilizar los
desinfectantes probados con anterioridad en el Laboratorio de Ciencias Ambientales
como el Captan, nitrato de plata (AgNOs), hipoclorito de sodio (NaClO). Estudios
previos mostraron que una mezcla biocida con Captan y bactericin era muy eficiente
para la desinfeccion de explantes de Opuntia robusta proveniente de campo (Astello-
Garcia, 2009).

Por otra parte, el NaOCI ha sido efectivo en el proceso de desinfeccion de
explantes de diferentes especies forestales (Carranza-Alvarez 2010; Munguia y
Castro, 2012; Zeron, 2014; Sanchez, 2016, Castillo, 2016). Ademas, el NaCIO se ha

43
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

empleado en el proceso de desinfeccion de especies de cactaceas (Elias-Rocha et al.,
1999; Santos-Diaz et al., 2001; Santos-Diaz et al., 2003a; Santos-Diaz et al., 2003b;
Santos-Diaz et al., 2006; Astello-Garcia, 2009), especies herbaceas (Loredo-Carrillo,
2007) y raices de plantas acuaticas (Santos-Diaz et al., 2007).

Los explantes de T. latifolia se trataron con distintos agentes quimicos,
probandose dos tratamientos, que consistieron en aplicar cada uno de los agentes

guimicos en el orden en el que se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Establecimiento del protocolo de asepsia para las semillas de T. latifolia

Tratamientos | Agentes quimicos | Tiempo (min) Resultados

Tratamiento A | Captan 1% 5 % germinacion= 88.9
AgNOs3 0.5% % oxidacion= 33.3
Bacterin 5% % contaminacion=
NaClO al 10% 11.1

Tween 20 al 1%
Agua destilada
estéril (3 lavados)

Tratamiento B | Captan 1% 5 % germinacioén= 100
AgNOs3 0.5% % oxidacion= 25.7
Bacterin 5% % contaminacion=8.6

NaClO al 10%
Tween 20 al 1%
Etanol 70%
Agua destilada
estéril (5 lavados)

Los resultados mostraron que con el tratamiento A se obtuvo un 88.9 % de
germinacion, un 33.3 % de oxidacion y un 11.1 % de contaminacion caracterizada por
levaduras, mientras que para el tratamiento A, se logré un 100% de germinacién, y se
redujo el porcentaje de oxidacién a 25.7 % y la contaminacion a un 8.4%.

El porcentaje de contaminacion en los cultivos in vitro de T. latifolia de cada uno
de los tratamientos de asepsia utilizados, se evalu6 a partir del dia 0, 15, 30, 45y 60,
esto con la finalidad de determinar cudal de los dos fue el mas efectivo. En este sentido,
el tratamiento mas adecuado para la asepsia de las semillas de T. latifolia, fue el

tratamiento B (Tabla 3), en donde se adiciond etanol en la Ultima etapa de la asepsia,
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lo que favorecié notablemente la eliminacion de los patégenos que principalmente

fueron hongos presentes en la semilla.

Se ha descrito que el etanol desnaturaliza las proteinas de las bacterias,
destruyendo la membrana celular. Su eficacia esta basada en la presencia de agua,
ello se debe a que estos compuestos acuosos penetran mejor en las células y bacterias
permitiendo asi dafio a la membrana y rapida desnaturalizacion de las proteinas, con
la consiguiente interferencia con el metabolismo y lisis celular. Su accién es rapida,
incluso desde los 15 segundos, aunque no tiene efecto persistente. Sus efectos
biologicos de dafio microbiano permanecen por varias horas (McDonell y Russell,
1999), lo que probablemente sucedié en este caso. De esta forma, las semillas se

encontraban libres de contaminantes y fueron capaces de germinar en un 100%.

Tabla 3. Evaluacion de los tratamientos de asepsia a los 15, 30, 45y 60 dias de cultivo de T.

latifolia
TRATAMIENTO A TRATAMIENTO B
Tipo de contaminante (%) Tipo de contaminante (%)

TIEMPO Bacterias Levaduras Hongos Bacterias Levaduras Hongos

0 dias 0 0 0 0 0 0
15 dias 0 0 8.9 0 0 8.6
30 dias 0 0 0 0

45 dias 0 0 0 0

60 dias 0 0 0 0 0 0

Dentro de las principales razones de evaluar parametros de germinacion,
contaminacion e incluso oxidacion en lo que respecta a protocolos o0 metodologias de
asepsia radica la importancia de establecer las condiciones adecuadas para el cultivo
de tejidos vegetales, de manera que se logre la ausencia de cualquier organismo
contaminante en el medio de cultivo que pudiera afectar los resultados o incluso

exterminar el tejido vegetal cultivado.

En lo que respecta a la contaminacion microbiana, es considerada uno de los

problemas mas frecuentes en lo que respecta a la micropropagacion de especies

45
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

vegetales (Pérez et al., 1999; Digonzelli et al.,, 2005). Los hongos, incluyendo
levaduras o bacterias, son considerados los principales contaminantes presentes en
el cultivo de tejido vegetal, aunque no se descarta que los tejidos puedan contener

virus, viroides o microplasmas (Pérez et al., 1999).

Por lo tanto, el efecto que estos contaminantes resulta altamente dafiino, ya que
compiten directamente con el explante por los nutrientes presentes en el medio y
producen dafio directo e indirecto debido a la colonizacion de sus tejidos o la

eliminaciéon al medio de metabolitos toxicos (Digonzelli et al., 2005).

La mayoria de los microorganismos contaminantes crecen rapidamente bajo las
condiciones en que se cultivan los tejidos vegetales, por lo que su presencia es
claramente visible a los pocos dias de haberse iniciado el cultivo; sin embargo, existe
una pequeia parte de esos contaminantes que resultan de crecimiento lento, debido
a que los nutrientes del medio no les resulta apropiado (cripticos o subliminales) y son
los responsables en la mayoria de los casos del efecto halo alrededor de los explantes
(Pérez et al., 1999).

En ese sentido, la contaminacion puede deberse: a) microorganismos que
colonizan la superficie o interior del explante (endéfitos) y b) fallas en los
procedimientos de laboratorio (Digonzelli et al., 2005). En el caso de esta investigacion
se atribuye el porcentaje de contaminacion a fallas en el procedimiento realizado

durante la manipulacién y realizacion del protocolo de asepsia.

Otro de los parametros que fueron evaluados durante la germinacion de las
semillas de T. latifolia, fue el porcentaje de oxidacion. Dicha evaluacién se llevo a cabo
a partir del dia 0, 15, 30 45 y 60 dias de cultivo (Tabla 4). De acuerdo a los resultados
obtenidos se observé que respecto al tratamiento A, fue visible la oxidacion a partir de
los 30 dias de cultivo, mientras que para el tratamiento B el fenbmeno se aprecio a
partir de los 45 dias de cultivo, siendo el efecto mas retardado y en menor grado,

respecto al tratamiento A.
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Tabla 4. Evaluacion de la oxidacion de las plantulas germinadas de T. latifolia

TRATAMIENTO A TRATAMIENTO B

Tipo de oxidacién* Tipo de oxidacién
TIEMPO 0 X XX XXX 0 X XX XXX
0 dias - - - - — - — —
15 dias - - - - — - — —
30 dias - 33.3 - - - - — .
45 dias --- --- 33.3 --- --- 25.7 - -
60 dias 33.3 25.7

*Los valores de oxidacién indican: 0= 0% de oxidacion sobre el explante, X= 1-33% de oxidacién sobre

el explante, XX=34-66% de oxidacién sobre el explante y XXX=67-100% de oxidacién sobre el explante.

La oxidacion es un fenOmeno que se caracteriza por el oscurecimiento del tejido
vegetal, que puede llevar incluso a la muerte celular. Es un proceso que resulta por la
accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas, que son liberadas o
sintetizadas cuando los tejidos sufren alguna herida. Dichas enzimas actian sobre los
polifenoles vy tirosina, oxidandolas a quinonas (sustancias fitotoxicas), que a su vez
pueden polimerizarse, afectar las proteinas y en consecuencia inhiben el crecimiento

y la viabilidad de los explantes (Read et al., 1987).

En las células vegetales, éstos radicales libres se forman durante las reacciones
redox de varias vias metabdlicas; la incompleta reduccion de oxigeno o la oxidacion
del agua en el cloroplasto o mitocondria, en la cadena de transferencia de electrones
tanto de la fotosintesis como de la respiracion. También se pueden generar en otros
organelos celulares, como los peroxisomas y lisosomas, a consecuencia de cortes

realizados en los explantes (Azofeifa, 2009).

En lo que respecta al cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacién son
causados principalmente por el efecto del agente desinfectante aplicado durante la
asepsia del explante, las heridas realizadas en el explante, composicion del medio de

cultivo, volumen y calidad del frasco de cultivo (Pérez et al., 1999).

Sin duda alguna, los factores anteriormente mencionados pueden ser la causa

principal de la oxidacion que se presento en algunos de las unidades experimentales
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que fueron utilizadas, aunque se atribuye que comparando ambos tratamientos de
asepsia probados (A 'y B), en el caso del Tratamiento A, los lavados con agua destilada
estéril probablemente no fueron suficientes para retirar el exceso del dltimo agente
guimico (Tween 20) al que se sometieron las semillas de T. latifolia, lo cual no permitié
el crecimiento esperado, causando cierto dafo al explante que posteriormente pudo
afectar de manera que se inhibi6 el crecimiento y viabilidad de los explantes.

Una vez estandarizado el protocolo de asepsia fue posible la obtencién de mas de 175
plantulas de T. latifolia “libres de patégenos”, cuando se implementé el tratamiento A,
y 270 plantulas cuando se utilizé el tratamiento B (Tabla 5). Es importante mencionar
gue una vez estandarizado el protocolo de asepsia, las semillas utilizadas fueron
capaces de germinar a partir del tercer dia de haberse sembrado. Al cumplirse un
periodo de 30-45 dias las plantulas adquieren una altura de entre 12-14 cm y 5 cm
tejido radicular, caracteristicas fundamentales para poder ser utlizadas en la
evaluacioén del proceso de fitoextraccion con y sin adicién de los aislados bacterianos
(Figura 4).

Tabla 5. Plantulas de T. latifolia obtenidas por tratamiento de asepsia (A y B)

Tratamiento No. de plantas | Total de plantas | No. de brotes | Total de brotes

A (35 unidades 5 175 5 175
experimentales)
B (45 unidades 6 270 6 270

experimentales)

Figura 4. Morfologia de las plantulas de T. latifolia a los a) 30, b) 45y ¢) 60 dias de
germinacion in vitro.
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4.4 Evaluacion del efecto de los aislados bacterianos del género Pseudomonas
tolerantes a metales pesados en el incremento de la fitoextraccion de distintas
concentraciones de Cd (Il) por plantulas in vitro de T. latifolia.

Se disefi6 un modelo experimental para evaluar el efecto de Pseudomonas enddfitas
(GR140 Y GR093) en el incremento de la fitoextraccién de Cd (Il), utilizando plantulas
in vitro de T. latifolia. Para ello, una vez obtenidas las plantulas de T. latifolia, se
colocaron en tubos de ensaye de 20 cm de altura, en cada uno se prepard 20 ml de
solucién Hoagland, adicionado con diversas concentraciones de cadmio (0, 5, 10, 25,
50, 75 Y 100 ppm). Se prepararon dos bloques experimentales, uno sin y otro con la
adicion de los aislados bacterianos del género Pseudomonas, utilizando una planta

por cada concentracion utilizada y se realizé por triplicado (Figura 5).

m Controles Cd : b

v 2 o 10pF o i

filo experimental para la evaluacion del efecto de aislados bacterianos del género

Figura 5. Dise

Pseudomonas, tolerantes a Cd (ll).

Respecto a la adicién de los aislados endofitos, primeramente, fue necesario
establecer la curva de crecimiento bacteriano, por lo que se ajustd la suspension
bacteriana a un patron de acuerdo a la escala de Mc Farland (0.5). Para ello, se tomo
una muestra del aislado bacteriano del género Pseudomonas (GRC140 y GRC093) y

se inocul6 en tubos de ensaye con caldo LB a un quinto de concentracion. Una vez
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preparada y ajustada la suspensién bacteriana se realiz6 la respectiva curva de
crecimiento bacteriano (Figura 6).

Curva de crecimiento bacteriano (GR140)

0.9

—&— Col 1vs Col 2

0.8

0.7 +

0.6

0.5

0.4

Absorbancia (625 nm)

0.3

0.2

0-1 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (horas)
Figura 6. Curva de crecimiento bacteriano del aislado GRC140.

De acuerdo a la Figura 6, se observd que el aislado GRC140 mostr6 un
incremento gradual de la absorbancia respecto al tiempo. En la fase de latencia (las
primeras dos horas) existe un aparente reposo en el que las células sintetizan las
enzimas necesarias para la actividad metabdlica, mientras que se alcanzé la fase
exponencial de las 2-10 horas de haberse iniciado el cultivo, evidenciando la velocidad
maxima de crecimiento bacteriano. Posteriormente se lleg6 a la fase estacionaria en
un lapso de 10-14 horas con una absorbancia de 0.8, siendo ésta donde se equilibran

el nimero de células nuevas con el numero de células que mueren.

En un sistema bioldgico se define al crecimiento como el aumento ordenado de
las estructuras y los constituyentes celulares de un organismo. En lo que se refiere al
crecimiento de células individuales, este consiste en el aumento del tamafio y peso de
las células que precede a la division celular. Esta division trae aparejada un aumento
en el nimero de células (proliferacion de la poblacion). Las bacterias se dividen por

fision binaria, a través de la una cual célula madre al alcanzar un determinado volumen
50
BQ. Claudia Esthela Moctezuma Granados-PMPCA/UASLP



Tesis de Maestria en Ciencias Ambientales: “Evaluacion de Pseudomonas enddéfitas de la raiz de
Typha latifolia en la fitoextraccion de Cd (lI)”

se divide dando dos células hijas. Este proceso consiste en la autoduplicacién del
material hereditario seguido de la reparticion en las dos células hijas, las que se
separan por estrangulamiento de la membrana celular y formacion de la pared celular
(Ranea, 2002).

De manera reciente, se ha demostrado que el crecimiento de algunas plantas
se ve favorecido aun bajo condiciones de estrés por metales pesados, debido a la
inoculacién de microorganismos asociados con la proteccion, permitiendo la
colonizacion bacteriana que favorece la absorcion de nutrientes y aumento en la
biomasa vegetal (Dimkpa et al., 2008; Luo et al., 2011; Luo et al., 2012; Ma et al., 2010;
Maria et al., 2011; Mastretta et al., 2009).

Por otra parte, algunos estudios sugieren que la inoculacion de
microorganismos tolerantes a metales, podria tener un enfoque adecuado para la
proteccion de las plantas, la fitostabilizacion de metales en suelos contaminados,
biosorcibn microbiana, el mecanismo de bioacumulacién, disminucién en la
concentracion del metal; asi como la translocacion del metal en las mismas (Babu y
Reddy, 2011; Vivas et al., 2003).

En ese sentido, se disefi6 un modelo experimental adecuado para poder
determinar si existe efecto protector por Pseudomonas endéfitas de la raiz de T.

latifolia durante el proceso de fitoextraccion de Cd (11).

4.5 Aspecto e indice de Crecimiento de T. latifolia con y sin adicién de
Pseudomonas endofitas, durante el proceso de fitoextraccion de Cd (ll).

Se evalud la apariencia y aspecto de éstas, con la finalidad de poder detectar
las manifestaciones de toxicidad causada por la exposicion de Cd (II) durante el

proceso de fitoextraccion.

Como se muestra en la Figura 7, se puede observar el aspecto de las plantulas
desde el dia 0, 5 y 10 de exposicion a diversas concentraciones de Cd (ll), mientras
que en la Figura 8 se presenta la comparacion del aspecto de las plantulas con y sin
la adicion de Pseudomonas endofitas GRC140, donde se observdé una mayor
elongacion de raiz en aquellas plantulas donde se inocul6 el aislado bacteriano,
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principalmente en las concentraciones de 5 y 10 ppm de Cd (Il). Dentro de los
principales signos de toxicidad, se observé principalmente clorosis, marchitamiento y
deshidratacion en relacion a la concentracion a la que fue expuesta la especie vegetal,
es decir que conforme mas alta fue la concentracion, la manifestacion de toxicidad
resultdé mas evidente, dichas caracteristicas fueron notorias a partir del sexto dia de
exposicion, resultados similares a estudios de fitoextraccion donde se utilizan plantas

colectadas en campo.

Figura 7. Aspecto de las plantulas de T. latifolia al dia 0, 5y 10 dias de exposicién a Cd (ll). (A,

B, C, respectivamente), sin la adicién de aislados bacterianos.
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Figura 8. Comparacion del aspecto de las plantulas de T. latifolia expuestas a Cd (ll) sin y con
adicion de Pseudomonas enddfitas (a-f), (A-F) respectivamente.

En este sentido, la fitotoxicidad ocasionada por altas concentraciones de
metales pesados, puede traer como resultado algunas manifestaciones como clorosis,
crecimiento débil o lento de las plantas e incluso reduccién en la captacion de los
nutrientes, asi como desérdenes en su metabolismo (Chaudri et al., 2000, Broos et al.,
2005, Dan et al., 2008).

Por otra parte, algunos efectos toxicos del cadmio sobre especies vegetales,
interfieren en la entrada, transporte y utilizacién de agua y elementos esenciales (Ca,
Mg, P y K), provocando desequilibrios nutricionales e hidricos en la planta
(Poschenrieder et al., 1989; Sandalio et al., 2001; Singh y Tewari, 2003).

En el caso del bloque experimental cuando el aislado bacteriano fue inoculado,
se observaron los mismos signos de estrés metalico (clorosis, marchitamiento y
deshidratacion) en todas las concentraciones de cadmio utilizadas, siendo un poco
retardado en el caso de las soluciones control. Dicho efecto, también se manifesto
cuando se evaluo el aislado GR093.
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Respecto a la evaluacién del indice de Crecimiento (IC), se considero la talla de
las plantulas (tallo y raiz), obtenido mediante la formula presentada en el apartado 3.9.
Como se puede observar, en la Figura 9y 10, el IC fue positivo en el caso de todas las
concentraciones, al igual que el tratamiento control, dado que el resultado fue mayor
o igual a 1; lo que evidencia que aun en condiciones de estrés metalico, las plantulas
expuestas a diversas concentraciones de Cd (Il) continlan su crecimiento normal,
respecto al control. Ademas, respecto al tejido de la plantula y considerando la adicion
de los aislados endofitos (GRC140 Y GRC93) tampoco se visualizd una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).
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Figura 9. Determinacion del indice de crecimiento en plantulas de T. latifolia expuestas a Cd (ll)
con y sin la adicion de Pseudomonas endéfitas (GR093).
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Figura 10. Determinacion del indice de crecimiento en plantulas de T. latifolia expuestas a Cd
(I con y sin la adicion de Pseudomonas endoéfitas (GR93).

Sin embargo, los mecanismos microbianos que benefician el crecimiento
vegetal incluyen promocion directa o indirecta. En el caso de la promocion directa se
manifiesta a través de un aumento de la disponibilidad y captacion de nutrientes
minerales o provision de sustancias estimuladoras del crecimiento y la promocion

indirecta se produce a través de la supresion de los microorganismos deletéreos de la
rizosfera (Osti et al., 2004).

Las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV) pueden
aumentar el crecimiento de la planta de diferentes maneras: por fijacién asociativa del
nitrégeno (Lara et al.,, 2007), solubilizacion de fosfatos (Krishnaveni, 2010),
estimulacion de las funciones de las micorrizas (Garbaye, 1994), regulacion de la
produccion de etileno en las raices (Rajkumar et al., 2009), liberacion de fitohormonas

(Karnwal, 2009) y por disminucion de la toxicidad de metales pesados (Burd et al.,
1998).
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4.6 Efecto del Cd (Il) en el contenido de clorofila

Para complementar los resultados obtenidos hasta el momento y poner en evidencia
el dafio causado por el metal contaminante, también se determiné el contenido de
clorofila inicial y final de cada una de las plantulas de T. latifolia expuestas a las
diversas concentraciones de Cd (Il), como sefal de alarma ante la presencia de

contaminantes quimicos.

Los resultados se pueden observar en la Figura 11, donde se evidencié en todas
las concentraciones utilizadas, incluyendo el control, el contenido de clorofila se
observé disminuido, respecto al contenido inicial. Lo anterior puede deberse al estrés
metalico al que se vio sometida cada una de las plantas durante el periodo de
exposicion. En cuanto a la disminucion del pigmento fotosintético en las soluciones
control, también puede deberse a las condiciones ambientales, tanto como

experimentales.

Cuando las plantas se encuentran expuestas a diferentes concentraciones de
metales pesados pueden manifestar una amplia variedad de efectos téxicos. La

inhibicion de la sintesis de clorofila es un efecto toxico comun (Prasad, 2004).

Por otra parte, la disminucion en el contenido de clorofila puede deberse a que
los metales provocan cierto dafio en el tejido vegetal por el estrés metalico, generando
la liberacion de la clorofila de la membrana de los tilacoides, provocando que sea
degradada por una clorofilasa para evitar el dafio celular o actividad fotodinamica
(Song y Huang, 2005; Kariola et al., 2005).

La clorofila es un parametro de gran importancia para la determinacion del dafio
fitotoxico que generan los metales, como el Cd (Il); ya que es una molécula
indispensable a través de la cual las especies vegetales obtienen la energia necesaria

para sobrevivir.
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Figura 11. Determinacion del contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T. latifolia
expuestas a Cd (Il), con y sin la adicion de Pseudomonas endofitas.

En el interior de las plantas, el nitrégeno es el mas movil de los minerales, se
redistribuye desde la parte basal hasta la parte aérea de la planta, mostrando clorosis
en las hojas viejas (Vasquez et al., 1995). En un estudio realizado con plantas de maiz
expuestas a Cr (VI), es probable que la membrana celular haya sufrido dafios
irreversibles, posiblemente al alto poder de oxidacion de acuerdo a la concentracion
del metal (Vasquez et al., 1987). Debido a ello se present6 un dafio a nivel enzimético,
siendo las que participan en la asimilacion de N-NOs -, las primeras en tener dafios a
nivel funcional. Existe una correlacién positiva entre el decremento de la clorofila y la

actividad de nitrato reductasa (NR) (Vajpayee et al., 2000).

Raghuram y Sopory (1995), sugieren que la actividad de la NR es dependiente
de la fotosintesis o produccion de fotoasimilados, para lo cual requiere generar
reductantes fotosintéticos (NADH) y energia. Nymphaea alba L. mostro una reduccion
en la actividad de la NR en presencia de Cr (VI) debido probablemente a la inhibiciéon
de la biosintesis de clorofila reduciendo la tasa fotosintética (Vajpayee et al., 2000).
Sin embargo, el nitrato juega un papel regulatorio en las plantas de maiz; ya que, la
presencia de éste redirecciona el flujo del carbono de la sintesis de almidén hacia la
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produccion de aminoacidos y acidos organicos como el malato. Las bajas cantidades
de nitrato mantienen la direccion del flujo de carbono de manera directa, es decir, hacia

la sintesis de carbohidratos (almidon y celulosa) (Buchanan et al. 2000).

Asimismo, Hartmut et al. (1990) sefialan que las plantas expuestas a
contaminacion por plomo muestran una disminucion en su tasa fotosintética que
resulta del cambio en la ultraestructura del cloroplasto, sintesis de clorofila restringida
(Sharma & Dubey, 2005) y la deficiencia de CO2 como resultado de cierre estomatico,
lo que desencadena una inactivacion del fotosistema Il (Ibafiez & Calderdn, 2005).

La inhibicidn en la tasa fotosintética podria conllevar a un menor requerimiento
de biosintesis de clorofila, sumado al hecho que el plomo altera la absorcion de
algunos elementos esenciales como el magnesio (Kaur 2014) o sustituye a este
elemento en cada molécula de clorofila (Haider et al., 2006). Por otro lado, Drazkiewicz
(1994) y Funamoto et al., (2002) la atribuyen a la actividad de la clorofilasa, enzima

encargada de hidrolizar las moléculas de clorofila en las plantas.

En este caso, se atribuyo que las concentraciones de Cd (lI) utilizadas, pudieron

haber provocado efectos similares a lo anteriormente mencionado.

4.7 Efecto del pH durante el proceso de fitoextraccion

Por otra parte, también se determiné el pH inicial y final de cada una de las soluciones
utilizadas durante el experimento y se observé que en aquellas donde se adicion¢ el
aislado bacteriano (GR140 y GR093) favorecio el incremento del pH, acercandose un
poco a un valor neutro. Sin embargo, se observd que el comportamiento de pH fue

irregular cuando se adiciono el aislado GR093 (Figura 12).

El pH es un factor esencial, para que la mayoria de los metales tiendan a estar
mas disponibles en un pH acido, excepto As, Mo, Se y Cr, los cuales tienden a estar
mas disponibles a pH alcalino. Es una variable importante para definir la movilidad del
cation, debido a que en medios con pH moderadamente alto se produce la
precipitacion como hidroxidos. En medios muy alcalinos, pueden nuevamente pasar a

la solucion como hidroxicomplejos. La adsorcion de los metales pesados esta
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fuertemente condicionada por el pH del suelo y, por tanto, también su biodisponibilidad
de sus compuestos (Alloway, 1995).
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Figura 12. Monitoreo de pH (inicial y final) durante la exposicion de T. latifolia en diferentes
concentraciones de Cd (Il).

En una investigacion llevada a cabo por Goswami et al., (2010) con la especie
vegetal Eichornia crassipes, se demostro que la planta tiene la capacidad de cambiar
el pH, hasta alcanzar la alcalinidad, cuando se encuentra inducida a un estrés por
metales pesados, esto por la capacidad de la planta de liberar exudados desde la raiz
para alcalinizar la solucion y optimizarla para su supervivencia. Por lo cual, se sugiere
que T. latifolia, llevo a cabo estos mecanismos de defensa, lo cual le permitié adaptarse

al entorno para lograr su supervivencia.
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El pH del medio es un factor importante en la intensidad de la accion enzimética,
ya que diferentes enzimas tienen diversidad de intervalos éptimos de pH. Las enzimas
hidroliticas generalmente requieren un medio acido, mientras que las enzimas
oxidativas a menudo funcionan mas eficientemente en un pH cercano a la neutralidad.
Existen pruebas de que las acciones enzimaticas en las plantas también dependen del
pH del medio; referente a qué tan hidrolizado o no esté (Miller, 1981).

Ciertos microorganismos del suelo producen sideréforos y quelatos de hierro
que aseguran la disponibilidad del hierro en la rizosfera, reducen el pH del medio y/o
solubilizan metal-fosfatos, lo que afecta la movilidad y disponibilidad de metales para
las plantas (Ma et al., 2009; Juarez y Tijerina, 2011), lo que puede estar relacionado
con los resultados del contenido del Cd (Il) removido y acumulado por las plantulas de

T. latifolia en esta investigacion.

En ese sentido, es importante destacar que los aislados endéfitos GR140 y
GRO093 cuentan con la capacidad de producir sideréforos, ademas de otros

compuestos que le confieren caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal.
4.8 Evaluacion del proceso de fitoextraccion de Cd (Il) por T. latifolia

4.8.1 Remocién de Cd (Il) por T. latifolia con y sin adicion de Pseudomonas
endofitas

Para evidenciar el efecto de Pseudomonas endofiitas en el proceso de fitoextraccion
de T. latifolia, se cuantifico el contenido de Cd (Il) en cada una de las concentraciones

utilizadas con y sin la adicion de dichos aislados bacterianos.

Es por ello que se expusieron estas plantas a determinadas concentraciones de
Cd (Il) durante 10 dias. En los cuales, al dia 0, 5y 10 se tomaron muestras de 3 mL
para evaluar la remocion del metal, las cuales se sometieron a un proceso de digestion
acida en autoclave, acidificadas con HNOs al 50%. Posteriormente se analizaron
mediante Espectrofotometria de Absorcién Atdmica.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figuras 13y 14, (con y sin la adicion

del aislado endoifito GR140, respectivamente). Respecto a la adicion de éste aislado
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bacteriano, se evidencio que conforme al paso de los dias de exposicion al Cd (11), el
porcentaje de remocion va en aumento, observandose que para el dia 10, incluso
sobrepasa el 50% de remocion en la concentracion de 75 ppm, resultado similar al
experimento sin la adicion del aislado bacteriano,en relacion a la concentracion donde
se removié mayormente el metal, pero con un valor cercano al 25%, lo cual permite
evidenciar que con la adicién de este aislado bacteriano se aumenta al doble la
eficiencia en el proceso de fitoectraccion de Cd (ll) por plantulas de T. latifolia.

+ GR140

60

—®&— O ppm Cd
50 —@— 5 ppm Cd
—9%— 10 ppm Cd
—4— 25 ppm Cd
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—— 75 ppm Cd
—&— 100 ppm Cd

30
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Figura 13. Remocién de Cd (Il) por plantulas de T. latifolia con la adicion de Pseudomonas
endofitas (GR140).
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Figura 14. Remocién de Cd (Il) por plantulas de T. latifolia sin la presencia de aislados
bacterianos.
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Figura 15. Remocién de Cd (Il) por plantulas de T. latifolia con la adicién de Pseudomonas
endofitas (GR93).
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Figura 16. Remocién de Cd (Il) por plantulas de T. latifolia sin la presencia de aislados
bacterianos.
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Un comportamiento similar se observé cuando se evalué el efecto del aislado
endofito GR93 (Figura 15) donde los porcentajes de remocion son mayores cuando
ésta bacteria es inoculada, alcanzando un 20 % de eficiencia de remocion en las
concentraciones de 5y 25 ppm de Cd (Il). En cambio, cuando el aislado no se inocula
en la solucion (Figura 16), el porcentaje de remocién alcanza un 12% de eficiencia
para la concentracion de 25 ppm.

A pesar de que T. latifolia ha sido ampliamente utilizada en los procesos de
fitoextraccion, no estd documentado el estudio de la interaccion de esta especie
vegetal con aislados enddfitos, sin embargo; en experimentos similares con la misma
especie demostraron una eficiencia de remocion del 55% en concentraciones de 20
ppm de Cd (lI), utilizando plantas completas colectadas en campo (Leura et al., 2013),

lo cual coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Por otra parte, el éxito en los procesos de fitoextraccion depende del potencial
de las plantas para producir alta biomasa y soportar el estrés metalico. Ademas, la
biodisponibilidad del metal en el suelo de rizésfera se considera otro factor critico que
determina la eficiencia del proceso de translocacion y fitostabilizacion de metales (Ma
et al., 2011a).

En afios recientes, varios estudios se han enfocado en la utilizacion de agentes
quimicos, tales como EDTA, para mejorar el proceso de fitoextraccion o
fitostabilizacion (Barrutia et al., 2010, Wu et al., 2011b). Aunque estos compuestos
pueden aumentar la eficacia de fitoextraccion/fitostabilizacion, algunos no sélo son
fitotoxicas (Evangelou et al., 2007), sino también tdéxicos para los microorganismos que
juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Muhlbachova,
2009; Ultra et al., 2005). Lo cual propone como una alternativa prometedora la
aplicaciéon de procesos mediados por microorganismos, en los que tanto metabolitos,
como los procesos microbianos afectan a la planta y la captaciénn del metal mediante

la alteracion de la movilidad y la biodisponibilidad de éste en el tejido vegetal.

En consideracion a lo anterior, la alteracion de la movilizacion de metales
pesados, puede ser aprovechada mediante la utilizacion de microorganismos ya que
los metabolitos microbianos son biodegradables, menos toxicos, y puede ser posible
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producirlas in situ en suelos de rizosfera. Ademas, las sustancias promotoras del
crecimiento tales como sideroforos, y hormonas como: &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) desaminasa producidos por microbios asociados a plantas, mejoran

el crecimiento en sitios contaminados con metales.

Dadas las caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal presentes en los
aislados endofitos del género Pseudomonas utilizados en esta investigacion (GRC140
y GRC093), se sugiere que la alta tolerancia a metales pesados presentada por los
aislados puede deberse a una exposicion a las concentraciones elevadas de Cd
presentes en el suelo, incluso la planta de donde fueron obtenidos dichos

microorganismos endofitos.

En este sentido, las concentraciones a las que se sometieron las plantulas de
T. latifolia favorecieron la seleccion y adaptacion de las bacterias con caracteristicas
bioguimicas para la tolerancia y supervivencia en presencia del Cd (I) (Diaz-Ravina 'y
Baath, 1996). Dichas adaptaciones pueden ser consecuencia de diversos mecanismos
como cambios en su morfologia celular y el desarrollo de componentes celulares que
capturan los iones, asi como transportadores de membrana que expulsan los metales

desde el citoplasma celular (Poitrowska-Seget et al., 2005; Marrero-Coto et al., 2010).

Por lo tanto, los resultados sugieren que las plantulas de T. latifolia obtenidas
del cultivo in vitro pudieron remover eficientemente el Cd (Il) cuando se adicionoé el
aislado bacteriano (GR140), de la misma manera que cuando se utilizan plantas
adultas en condiciones naturales.

En estudios recientes, que investigan el papel de los microorganismos
asociados a las plantas y su proteccion contra el estrés metalico han demostrado que
la colonizacion bacteriana favorece una mayor absorcion de nutrientes y el aumento
de la biomasa vegetal (Dimkpa et al., 2008, Luo et al., 2011; Luo et al., 2012; Ma et al.,
2010; Maria et al., 2011; Mastretta et al., 2009). Ademas, se ha comprobado que los
metales pesados a menudo interfieren con la absorcion de la raiz de nutrientes tales
como Fe, P, Mg, Ca, Zn y con funciones metabdlicas de los nutrientes esenciales, o
que lleva al retraso del crecimiento de las plantas (Ouzounidou et al., 2006, Parida et
al., 2003).
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En este sentido, las plantas asociadas a microorganismos pueden mejorar la
captacion de nutrientes, mediante la movilizacion de los mismos y la disposicion de

estos a traves del tejido radicular.

El aumento del crecimiento de la planta y la absorcion de P se han observado
gue in6culo de Pseudomonas sp. En trigo (Babana y Antoun, 2006) Pantoea J49 en
cacahuete (Taurian et al., 2010), y Psychrobacter sp. SRS8 en Ricinus communis y
Helianthus annuus (Ma et al., 2010). También se demostré que los sideroforos
producidas por bacterias pueden solubilizar fuentes de Fe insolubles e inducir el
crecimiento de plantas y la captacion de hierro en las mismas (Dimkpa et al., 2009b,
Ma et al., 2010).

4.8.2 Evaluacion del contenido de Cd (Il) acumulado en el tejido vegetal de T.
latifolia en el proceso de fitoextraccion
Una vez expuestas las plantas a los experimentos de remocion de cadmio, se
cuantifico el contenido del metal en el interior de la planta. Los resultados de la
acumulacion de Cd en T. latifolia se presentan en las Figuras 17 y 18.

Respecto a la fitoacumulacion de Cd (II) en el tejido vegetal de T. latifolia (Figura
16), se realizé la cuantificacidn tanto en el tallo y raiz de la especie vegetal; donde se
observé que el tejido donde predomina la mayor cantidad del metal acumulado es en
la raiz, tanto cuando se adiciona el microorganismo endéfito (GR140), como cuando
la planta estuvo libre del inéculo bacteriano, en el caso de todas las concentraciones.
Ademas, se evidencio que para las concentraciones de 5y 10 ppm de Cd (ll) existe un
efecto benéfico de la adicion del aislado enddfito, ya que el contenido del metal
acumulado es mayor que cuando el tejido vegetal carece del microorganismo. Sin
embargo, este comportamiento ya no se observé a partir de la concentracion de 25
ppm a 100 ppm de Cd (II).
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Figura 17. Fitoacumulacién de Cd (Il) contenido en el tejido vegetal de las plantulas de T.
latifolia con y sin la presencia de aislados bacterianos (GR140).
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Figura 18. Fitoacumulacién de Cd (ll) contenido en el tejido vegetal de las plantulas de T.
latifolia con y sin la presencia de aislados bacterianos (GR140).
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Por otra parte, cuando se evaluo el efecto de la adicion y ausencia del aislado
GR 93 (Figura 17), se observo que al igual que el experimento anterior, el mayor
contenido de Cd (ll) acumulado se cuantific6 en la raiz de T. latifolia, en las
concentraciones de 10y 25 ppm.

En relacion a lo obtenido, ademas de mejorar la absorcién de nutrientes y el
crecimiento de las plantas, las bacterias asociadas a la especie vegetal pueden estar
disminuyendo o aligerando la toxicidad producida por la exposicion al metal. En ese
sentido, debido al estrés generado a la planta, se puede estar induciendo la produccién
enddégena de etileno, lo que puede afectar el crecimiento de las raices y por
consiguiente, el crecimiento de toda la planta.

No obstante, las bacterias enddfitas evaluadas en este estudio tienen la
capacidad para producir la enzima ACC desaminase, que actua reduciendo la
produccion de etileno en las plantas, a través de la ACC en a-cetobutirato (precursor
del etileno) y amoniaco (Glick et al., 2007). Bajo tal condicion, para mantener el
equilibrio entre el medio y el interior de la raiz, los niveles de ACC en las plantas
empiezan a liberar mayor cantidad de enzimas a través de la exudacion y asi disminuir
los niveles de etileno, causado debido al estrés metalico (Adams y Yang, 1979).

Por otra parte, Madhaiyan et al., (2007) determinaron que M. oryzae (CBMB20)
que tiene actividad ACC desaminasa, lo que favorecio el crecimiento de plantulas de
tomate cultivadas en suelos contaminados con Ni y Cd. La bacteria logré reducir la
produccion de etileno, causada por la exposicion a dichos metales. De manera
reciente, Zhang et al. (2011) confirmaron la resistencia a Pb, a través de bacterias
enddfitas con la capacidad de producir ACC, ademas de otorgar tolerancia al metal y
disminucién de la sintesis de etileno, favoreciendo asi el crecimiento de la planta.

Ademas, se ha observado el crecimiento de Allysusm serpyllifolium y B. juncea
cuando son expuestas a Ni, gracias a la inoculacion de bacterias endéfitas que
favorecen la produccion de ACC desaminasa (Ma et al., 2011b).

Sin duda alguna, la utilizacion y aprovechamiento de la inoculacién de bacterias
enddfitas arroja un sinfin de efectos benéficos tanto para la planta, como para el
microorganismo, aprovechando al méximo las caracteristicas de promocion de

crecimiento vegetal, al grado de eficientar procesos como la fitoextraccion, gracias a
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la produccién de sustancias quelantes como los sideréforos, que juegan un papel
fundamental en la reduccion de los efectos perjudiciales, causadas por el estrés

metalico, mejorando asi la mayor produccion de biomasa en las plantas.

Luo et al., (2011) revel6 que la inoculacién de bacterias enddfitas a S. nigrum
aumentaron significativamente el crecimiento de las plantas cuando fueron expuestas
a concentraciones de Cd, sin presentar signos de toxicidad en comparacion con los
controles. Este efecto, similar al obtenido en el presente estudio puede ser atribuido al
efecto de los aislados endéfitos GRC140 y GRC093, en relacion a la producciéon de
ACC desaminasa, sideroforos, solubilizacion de fosfatos y sintesis de algunas auxinas
como acido indol acético (AlA).

El efecto del AIA en el sistema radicular es un mecanismo sumamente
importante para las plantas, debido a que le permite un mayor acceso a la cantidad de
nutrientes del suelo y asi poder incrementar su area superficial (Vessey, 2003), esta
caracteristica podria aumentar potencialmente el efecto de los aislados bacterianos en
la promocién de crecimiento vegetal y con ello favorecer el potencial de T. latifolia en
la fitoextraccion de Cd (ll).

Se ha reportado que dentro de las alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas y biolégicas causadas por el estrés bidtico o abidtico, pueden ejercer un
efecto sobre la interaccion planta-microorganismo, de manera que dichos aislados
poseen el potencial para estimular la adquisicion de nutrientes, reducir la toxicidad del
metal, movilizar e inmovilizar dichos elementos, asi como reciclar los nutrientes,
incluyendo aminoacidos, azucares, acidos organicos y control de patdgenos en las
plantas; aunque también depende en gran medida de la capacidad de la planta para
resistir la tolerancia al metal y la capacidad de producir biomasa (Rajkumar et al.,
2012).

Por lo tanto, se sugiere que la inoculacion de dichos microorganismos (GR140
y GR93) con la capacidad de soportar el estrés metalico y su potencial en la promocion
de crecimiento vegetal favorecid la tolerancia de las plantas expuestas a diversas
concentraciones de Cd (5, 10 y 25 ppm), considerandose una herramienta

biotecnoldgica potencial en los procesos de fitoextraccion. Puesto que las bacterias
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endofitas asociadas a plantas hiperacumuladoras, ademas de propiciar el crecimiento
de su planta hospedera, tienen la capacidad de facilitar la captacion de los metales
pesados al afectar la movilidad y disponibilidad de elementos traza en la especie
vegetal y mejorar asi la translocacion de los metales pesados (Rajkumar et al., 2012;
Jing et al., 2007; Rajkumar y Freitas, 2008).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

e Se establecié un protocolo de asepsia adecuado para inducir la formacion de
plantulas a través del cultivo de tejidos vegetales, resultando mas efectivo el

Tratamiento B (fungicida, AgNO,, bacterin, cloro al 10%, Tween 20, etanol al

70% y 5 lavados con agua destilada estéril).

e Se encontr6 que al aumentar la concentraciéon de cadmio (50-100 ppm) se
inhibe la germinacion de las semillas de T. latifolia.

e Se logré la regeneracion in vitro de plantulas de T. latifolia como modelo para
evaluar el efecto de Pseudomonas tolerantes a Cd (Il) en condiciones
controladas.

e El indice de Crecimiento (IC) de las plantulas de T. latifolia no se ve afectado,
considerando que en todas las concentraciones el IC es igual o mayor de 1.

e Los aislados bacterianos GRC140 y GRC093 (Pseudomonas) aumentan la
fitoextraccién, acumulando el cadmio en concentraciones de 5y 10 ppm; 5,
10,75 y 100 ppm, respectivamente, siendo mayor el porcentaje de metal
removido cuando se adicion6 el aislado GRC140 (50%).

e EI contenido de cadmio cuantificado en el tejido vegetal de T. latifolia se

presentd en mayor concentracion en la raiz de la espadafa.
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Anexo 1
Tratamiento A

e Colocar las semillas de Typha latifolia en un tubo conico de 50 ml, enseguida
adicionar solucién fungicida al 1% y agitar de manera vigorosa durante 5
minutos. Al término de este tiempo retirar la solucion con ayuda de una pipeta
Pasteur estéril.

e En el mismo tubo, adicionar 5 ml de AgNOs al 0.5%, agitar vigorosamente
durante 5 min y decantar la solucion.

e Enseguida, colocar 5 ml de bacterin al 5%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Después, se colocan 5 ml de cloro al 10%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Adicionar 5 ml de Tween al 1%, agitar vigorosamente durante 5 min y decantar
la solucion.

e Por Jdultimo, realizar tres lavados con agua destilada estéril, agitando

vigorosamente durante 5 min por cada lavado y decantar la solucion residual.
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Tratamiento B

e Colocar las semillas de Typha latifolia en un tubo conico de 50 ml, enseguida
adicionar solucién fungicida al 1% y agitar de manera vigorosa durante 5
minutos. Al término de este tiempo retirar la solucion con ayuda de una pipeta
Pasteur estéril.

e En el mismo tubo, adicionar 5 ml de AgNOs al 0.5%, agitar vigorosamente
durante 5 min y decantar la solucion.

e Enseguida, colocar 5 ml de bacterin al 5%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Después, se colocan 5 ml de cloro al 10%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Adicionar 5 ml de Tween al 1%, agitar vigorosamente durante 5 min y decantar
la solucion.

e Agregar 5 ml de etanol al 70%, agitar vigorosamente durante 5 min y decantar
la solucion.

e Por dultimo, realizar cinco lavados con agua destilada estéril, agitando

vigorosamente durante 5 min por cada lavado y decantar la solucion residual.
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Anexo 2
Preparacién de medio de cultivo LB

e Colocar las semillas de Typha latifolia en un tubo conico de 50 ml, enseguida
adicionar solucién fungicida al 1% y agitar de manera vigorosa durante 5
minutos. Al término de este tiempo retirar la solucion con ayuda de una pipeta
Pasteur estéril.

e En el mismo tubo, adicionar 5 ml de AgNOs al 0.5%, agitar vigorosamente
durante 5 min y decantar la solucion.

e Enseguida, colocar 5 ml de bacterin al 5%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Después, se colocan 5 ml de cloro al 10%, agitar vigorosamente durante 5 min
y decantar la solucion.

e Adicionar 5 ml de Tween al 1%, agitar vigorosamente durante 5 min y decantar
la solucion.

e Por dUltimo, realizar tres lavados con agua destilada estéril, agitando

vigorosamente durante 5 min por cada lavado y decantar la solucion residual.
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