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ABSTRACT

Cadmium is a metal for which there is no biological or chemical degradation in
nature, due to the above, there are technologies that are used to remove or
immobilize heavy metals. "Phytoremediation" uses plants to extract pollutants. In
addition, the plants can interact with endophytic bacteria of the rhizosphere that favor
the mobilization of metals. Therefore, the objective of this study is to evaluate the
interaction of Pseudomonas rhodesiae in the removal of Cd (II) with Typha latifolia
under controlled conditions. The in vitro culture of Typha latifolia seeds was carried
out, an initial experiment with bacteria (Pseudomonas rhodesiae), as well as two
treatments (plant + bacteria + metal and plant + metal), in which the plant-bacteria
interaction was evaluated in the removal of 0 5, 10, 25, and 50 ppm of Cd, and finally
the verification of the internalization of the bacterium in the seedling.

As results, it was found that P. rhodesiae can tolerate concentrations of 5 and
10 ppm of Cd without the presence of Typha latifolia in Hoagland medium with 1%
sucrose; On the other hand, the highest percentage of cadmium removal occurred
at a concentration of 5 ppm of cadmium with the presence of P. rhodesiae on day 9

of the experiment with a 97.66% removal; same concentration at which there was

greater accumulation of the metal in the stem of the seedlings of T. latifolia with
1059.82 mg of cadmium per kilogram of stem and it was possible to verify the
internalization of P. rhodesiae in concentrations of 0 and 5 ppm of Cd (Il ), only in
root.

Key words: phytoremediation, endophytic bacteria, P. rhodesiae, Typha latifolia,

cadmium.
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RESUMEN

El cadmio es un metal para el que no existe degradacion biolégica o quimica en la
naturaleza, debido a lo anterior, existen tecnologias que se utilizan para remover o
inmovilizar a los metales pesados. Entre ellas se encuentra la “fitorremediacion” que
utiliza plantas para extraer contaminantes. Ademas, las plantas pueden interactuar
con bacterias endofitas de la rizésfera que favorecen la movilizacién de los metales.
Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la interaccion de Pseudomonas
rhodesiae en la remocion de Cd (II) con Typha latifolia bajo condiciones controladas.
Se llevo a cabo el cultivo in vitro de semillas de Typha latifolia, un experimento inicial
con bacterias (Pseudomonas rhodesiae), asi como dos tratamientos
(planta+bacteria+metal y planta+metal), en los que se evaluo la interaccion planta-
bacteria en la remocién de 0 5, 10, 25, y 50 ppm de Cd, y por ultimo la comprobacion
de la internalizacion de la bacteria en la plantula. Como resultados se encontro que
P. rhodesiae puede tolerar concentraciones de 5y 10 ppm de Cd sin la presencia
de Typha latifolia en medio Hoagland con 1 % de sacarosa; por otro lado el mayor
porcentaje de remocion de cadmio ocurrié a una concentracion de 5 ppm de cadmio
con la presencia de P. rhodesiae al dia 9 del experimento con un 97.66% de
remocion; misma concentracion a la cual hubo mayor acumulacion del metal en el

tallo de las plantulas de T. latifolia con 1059.82 mg de cadmio por kilogramo de tallo

y se logré comprobar la internalizacion de P. rhodesiae en concentraciones de 0 y

5 ppm de Cd (Il), Unicamente en raiz.
Palabras clave: fitorremediacion, bacterias endéfitas, P. rhodesiae, Typha latifolia,

cadmio.

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




INDICE
1. INTRODUCCION
2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
3. MARCO TEORICO
3.1. Caracteristicas fisicas y biolégicas de Typha latifolia
3.2. Elementos potencialmente toxicos (EPT)
3.2.1. Cadmio
3.3. Fitorremediacién
3.3.1. Plantas hiperacumuladoras
3.3.2. Toxicidad del Cadmio en plantas
3.3.3. Estrategias de tolerancia al Cadmio por plantas
3.4. Bacterias enddfitas
3.4.1. Bacterias endofitas y fitorremediacion
4. JUSTIFICACION
5. HIPOTESIS
6. METODOLOGIA
6.1 Cultivo in vitro de semillas de Typha latifolia

6.1.1. Evaluacion de protocolos de asepsia aplicados a las semillas de T. latifolia

6.1.2. Preparacion del medio de cultivo MS
6.1.3. Inicio del cultivo in vitro de T. latifolia

6.2. Evaluacion del tiempo de germinacion de cada protocolo de asepsia probado
en las semillas de T. latifolia. .........ooovviiiiiiiiii 30

6.3. Seleccién de plantulas de T. latifolia
6.4. Disefo experimental

6.5. Digestidon 4cida para el medio nutritivo Hoagland

6.6. Digestion acida a temperatura ambiente para plantulas de Typha latifolia . 32

6.7. Determinacion y cuantificacion de clorofila

6.8. Determinacion de metales en muestras vegetales

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




6.9. Evaluacion con el aislado P. rhodesiae a concentraciones de 0, 5y 10 ppm
de cadmio

6.10. Comprobacion de la internalizacion de la bacteria en los tejidos radiculares
de Typha latifolia

6.11. Andlisis estadistico
7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Viabilidad y germinacion de la semilla de Typha latifolia

7.1.1. Evaluacion de protocolos de asepsia aplicados a las semillas de T. latifolia

7.2. Evaluacion del aislado P. rhodesiae a concentraciones de 0, 5y 10 ppm de
cadmio

7.3. Determinacion del numero de raices iniciales y finales, asi como brotes
nuevos de las plantulas de T. latifolia expuestas a Cd (Il) con y sin la presencia
de Pseudomonas rhodesiae

7.6. Evaluacion del proceso de fitoextraccion de Cd (I1) por T. latifolia en presencia
y ausencia de Pseudomonas rhodesiae

7.7. Evaluacion del contenido de Cd (II) acumulado en el tejido vegetal de T.
latifolia en el proceso de fitoextraccion en presencia y ausencia de Pseudomonas
rhodesiae

7.8 Determinacion del contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T.
latifolia expuestas a Cd (Il), con y sin la presencia de Pseudomonas rhodesiae48

7.9 Comprobacion de la internalizacion de la bacteria en los tejidos radiculares de
Typha latifolia

8. CONCLUSIONES
9. BIBLIOGRAFIA

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de mecanismos de remocion en fitorremediacion (Mentaberry
A., 2008)

Figura 2. Respuesta celular al cadmio: produccién de ROS, dafios oxidativos y
sefalizacion. Modificado de (Romero-Puertas, 2002) HSP 71,2, proteina de estrés

térmico de 71,2 kDa; PrP4A, proteina relacionada con la patogénesis. C2Ha, etileno.

Figura 3. Siembra de semillas de Typha latifolia en condiciones asépticas. ......... 30
Figura 4. Semilla de Typha latifolia tefiida con tetrazolio al 10% con el fin de observar
la viabilidad y tiempo de germinacion de la semilla; A) en el dia uno observamos
como la semilla se encuentra viable al tefiirse de color rojo, B) Dia 2 empieza la
germinacion y C) Dia 3 se realiza la germinacion de la semilla. .............cccc..oveeee. 36
Figura 5. Porcentaje de germinacion de las semillas de T. latifolia con los dos
protocolos de asepsia probados

Figura 6. Proceso de germinacion de las semillas de T. latifolia con el protocolo de
asepsia realizado por Moctezuma-Granados (2017). A) semillas al dia cero, B)
semillas al séptimo dia; C) plantulas al dia 12 con una longitud de 5 cm y D) plantulas
al tercer mes con una longitud de 15a 20 CM......ooovvviiiiiiiiiiieeee e, 40

Figura 7. Proceso de germinacion de las semillas de Typha latifolia con el protocolo

de asepsia realizado con el fotoperiodo de luz (3 dias de oscuridad a 4 °C). A)

semillas al dia 0, B) semillas al tercer dia, C) plantulas al séptimo dia con una
longitud de 5 cm y D) plantulas al tercer mes con una longitud de 20 a 25 cm..... 40
Figura 8. Raices iniciales y finales de las plantulas expuestas a Cd (ll) con y sin la
presencia de P. rhodesiae. Las barras indican el error estandar. (p< 0.05)........... 43
Figura 9. Numero de brotes nuevos en las plantulas de T. latifolia a lo largo de la
experimentacion. Las barras indican el promedio de brotes para cada tratamiento y
concentracion utilizados y su error estandar. (p< 0.05)

Figura 10. Comparacion del aspecto de las plantulas de T. latifolia expuestas a
diferentes concentraciones de Cd (ll) en ausencia y presencia de P. rhodesiae. A)

dia 1 sin bacteria, B) dia 12 sin bacteria, C) dia 1 con bacteria D) dia 12 con bacteria.

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




Figura 11. Porcentaje de remocion de cadmio por plantulas de T. latifolia con y sin

la presencia de P. rhodesiae en medio de cultivo Hoagland enriquecido con 1 % de

sacarosa en funcion del tiempo. Las barras muestran el error estandar de cada
tratamiento. (P< 0.05). .ouuuuiiii e 46
Figura 12. Concentracion en mg/kg de Cd (ll) en la raiz y tallo de T. latifolia. ..... 48
Figura 13. efectos de Cd como un potente inhibidor de la fotosintesis. La inhibicion
de la fotosintesis puede atribuirse a la disminucion de la biosintesis de la clorofila,
la interrupcién del Oz - reacciones de PSIl y alteracion del flujo de electrones
alrededor de PSly PSII (Parmar, Kumari, & Sharma., 2013)

Figura 14. Contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T. latifolia
expuestas a Cd (Il), con la presencia de P. rhodesiae. ..........ccccccceeeeieeeeieeiininnnnnnn. 51
Figura 15. Contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T. latifolia

expuestas a Cd (II), sin la presencia de P. rhodesiae. .........cccceevvvviiiiieeeneeeeiiinnnnnn. 51

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ejemplos de plantas implicadas en procesos de fitorremediacién de metales
pesados. Tomado de (Pineda & Rodriguez, 2016). .........ccccccuvrmmmmmrmmmmmnnnnnnninnnnnnnnn. 18

Tabla 2. Caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal del aislado tolerante
a 500y 750 ppm de Cd (Il)

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo para la siembra de las semillas de Typha
=1 (0] = VA SURPTPPIN 29

Tabla 4. Evaluacion de dos protocolos de asepsia aplicados a las semillas de T.

latifolia y evaluacion del porcentaje de germinacion y contaminacion de cada uno de
= 1 0 3PP 37
Tabla 5. Resultados de la presencia de P. rhodesiae a diferentes concentraciones

del experimento PIlOL0. .......ouuueiii e ——— 42

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




1. INTRODUCCION

La contaminacion de origen antropogénico suele aparecer cuando existen
concentraciones superiores a las encontradas naturalmente en cualquier
ecosistema, la cual es producida por sustancias contaminantes provenientes de
actividades industriales, domésticas, agropecuarias, entre otras, generando
Impactos negativos en los seres vivos.

Actualmente, existen diferentes procesos fisicoquimicos que ayudan a
mitigar las consecuencias de dicha contaminacion, los cuales son muy efectivos,
pero al mismo tiempo de elevado costo. Por lo anterior, actualmente se han
propuesto diferentes técnicas naturales que cuentan con la misma eficacia, pero a
un costo relativamente bajo y con un menor impacto en el ecosistema.

Uno de ellos es la fitorremediacion, alternativa sustentable y de bajo costo
para la limpieza de sitios contaminados con quimicos peligrosos, que “se basa en
la aplicacion de una serie de tecnologias que utilizan plantas vasculares
fotoautotrofas para la remediacion de sitios contaminados con contaminantes
inorganicos y organicos” (Reichenauer & Germida, 2008).

Investigaciones previas han demostrado que la interaccién simbiética que

existe entre plantas y bacterias, aumentan la fitoextracciéon de metales pesados; por

lo tanto, el objetivo de este proyecto consistié en evaluar la interaccion entre

bacterias de la especie Pseudomonas spp. y Typha latifolia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccion de Pseudomonas rhodesiae con Typha latifolia, en la

remocion de Cd (1) en condiciones controladas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las condiciones de cultivo in vitro que favorecen el crecimiento de

Pseudomonas rhodesiae asociadas a Typha latifolia.

Evaluar el efecto in vitro de Pseudomonas rhodesiae en la fitoextraccion de

distintas concentraciones de Cd (ll) por plantulas de Typha latifolia.

Determinar los pardmetros de fitotoxicidad durante la fitoextraccion de Cd (II)
en plantas asociadas a Pseudomonas rhodesiae y plantas libres de

bacterias.

Comprobar la internalizacion de la bacteria en las raices de las plantulas de

Typha latifolia.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Caracteristicas fisicas y bioldgicas de Typha latifolia

El género Typha pertenece a la familia Typhaceae, incluye a 24 especies que crecen
en habitats acuaticos y semiacuaticos. Su distribucion abarca todos los continentes
a excepcion de la Antartida, y se pueden encontrar en humedales, lagos, lagunas y
a las orillas de los rios (Hamdi, 2010).

Entre dichas especies se encuentra Typha latifolia, cuyas caracteristicas son:
polen en tétrades (cuatro granos unidos) en femenina contigua a la masculina y de
color oscuro (Cirujano & Morales, 1995).

Es una planta herbidcea perenne, monocotiledonea, que se enraiza
firmemente bajo el agua, en el fondo de espejos o0 cursos de agua lentos. Desarrolla
rizomas subterrdneos que le permiten extenderse y constituir grandes poblaciones.
Sus hojas basales tienen forma de cinta larga y pueden medir hasta 2 metros de
altura por 2 centimetros de ancho, sus largos tallos culminan en una inflorescencia
constituida en su parte mas baja por una espiga cilindrica compacta de color marrén,
porcion que alberga a las flores femeninas. En la parte inmediatamente superior se
encuentran las flores masculinas, reunidas en un tramo final mas delgado y de tono
mas claro.

Es considerada como una planta de rapido crecimiento y propagacion, por lo
gue puede convertirse en una especie invasora si no se controla su desarrollo o si
se le cultiva en areas poco extensas. T. latifolia no es exigente en materia de suelos

y es capaz de tolerar una amplia variedad de temperaturas (Flor de Planta, 2016).

3.2. Elementos potencialmente toxicos (EPT)

El desarrollo tecnoldgico, el consumo masivo e indiscriminado y la produccion de
desechos principalmente urbanos, ha provocado la presencia de muchos metales
en cantidades importantes en el ambiente, provocando numerosos efectos sobre la
salud y el equilibrio de los ecosistemas. Si bien, algunos metales son indispensables

en bajas concentraciones, ya que forman parte de sistemas enzimaticos, como el

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




cobalto, zinc, molibdeno, o como el hierro que forma parte de la hemoglobina. Su

ausencia causa enfermedades y su exceso intoxicaciones (Fergusson, 1990).

Los elementos mas importantes por su toxicidad son: Arsénico (As), Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb),
Estafio (Sn) y Zinc (Zn). Estos se incorporan con los alimentos o como particulas

gue se respiran y se van acumulando en el organismo, hasta llegar a limites de
toxicidad. Si la incorporacion es lenta se producen intoxicaciones cronicas, que

dafan los tejidos u 6rganos en los que se acumulan (Fergusson, 1990).

3.2.1. Cadmio

El cadmio se considera un metal y un EPT para el que no existe mineria especifica
por encontrarse siempre en cantidades traza. Se encuentra asociado a la
Greenockita (CdS) y a la esfarelita (ZnS) (Tapia, 2010). Su presencia en el ambiente
se debe principalmente a la contaminacion antropogénica, ya que se recupera como
subproducto de la mineria, fundicion y refinado del zinc, plomo y cobre (Bernhoft,
2013).

No existe degradacion biolégica o quimica en la naturaleza para este
elemento como ocurre con todos los EPT. Ademas, su peligrosidad radica en que
puede ser transferido a considerables distancias, produciendo en organismos
acuaticos procesos de bioacumulacion y biomagnificacion (Tapia, 2010).

3.3. Fitorremediacion

Actualmente existen estudios tendientes a resolver la contaminacion originada por
metales pesados en suelos, mediante el uso de plantas que tienen la propiedad de
acumular metales pesados; proceso denominado fitorremediacion que consiste en
la remocion, transferencia, estabilizacion y/o degradacion y neutralizacion de
compuestos organicos, inorganicos y radioactivos que resultan téxicos en suelos y
agua. Rodriguez O. (2006) estudiaron la extraccion de Cd y Pb en plantas de tabaco

encontrando potencial en dicha planta.
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La fitorremediacion tiene como objetivo modificar la especie quimica y/o asimilar los
metales pesados presentes en el suelo, lo cual tiene muchas ventajas con respecto
a los métodos convencionales de tratamientos en lugares contaminados.

Es una tecnologia de bajo costo, que tiene impacto regenerativo en lugares
en donde se aplica, debido a que la capacidad extractiva es proporcional al
crecimiento vegetal (Harvey, 2002). La fitorremediacion representa una estrategia
técnicamente eficiente y econdmicamente viable. Sin embargo, hay algunas
limitaciones que deben ser superadas. Por ejemplo, los mecanismos moleculares,
bioguimicos y fisiol6gicos, son pocos conocidos e insuficientemente entendidos; sin
embargo, a pesar de esto, un gran numero de plantas definidas como
hiperacumuladoras, todavia pueden darse a conocer e identificarse (Freitas, 2004).

La fitorremediacion de suelos contaminados es una técnica con grandes
posibilidades. El uso de especies vegetales tolerantes a altos niveles de metales en
suelos y agua permite actividades de restauracion con menor impacto ambiental
sobre los terrenos que otras técnicas tradicionales, mas invasivas y con efectos
secundarios adversos (Robinson, 1997). Las enmiendas organicas pueden
utilizarse igualmente para la remediacion de suelos contaminados. La union entre
la materia organica y los metales (formacion de moléculas complejas de elevada

estabilidad), puede disminuir la capacidad de fitoextraccidén, disminuyendo asi la

fitotoxicidad y permitir que se pueda reestablecer la vegetacion de sitios

contaminados (Robinson, 1997).

La fitorremediacion contempla seis procesos basicos a través de los cuales
las plantas pueden contribuir a la recuperacion de suelos, sedimentos y aguas
contaminadas (Figura 1). Dependiendo de la estrategia de recuperacion, estos
procesos daran lugar a la contencion o a la eliminaciéon de los contaminantes del
suelo. La fitoestabilizacién y la fitoinmovilizacién corresponden a la primera de las
dos estrategias, mientras que la fitoextraccion, fitodegradacion, fitovolatilizacion y
rizofiltracion representan procesos de eliminacion (Bernal, Clemente, Vazquez, &
Walker, 2007).
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Fitorremediacien |

Acumulacién o degradacién
en el tejido cosechable

Figura 1. Esquema de mecanismos de remocidén en fitorremediacion (Mentaberry
A., 2008).

3.3.1. Plantas hiperacumuladoras

Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran, pero en distinto
grado, dependiendo de la especie vegetal, y de las caracteristicas y contenido en
metales del suelo. Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la
presencia de metales en su entorno (Baker, 1981; Barcel6 & Poschenrieder, 2003).
Algunas plantas basan su resistencia a los metales con la estrategia de una eficiente
exclusion del metal, restringiendo su transporte a la parte aérea. Otras acumulan el
metal en la parte aérea en una forma no téxica para la planta. La exclusion es mas
caracteristica de especies sensibles y tolerantes a los metales, y la acumulacion es
mas comun de especies que aparecen siempre en suelos contaminados. Algunas
plantas son capaces de acumular cantidades excesivas de metales pesados, y se
les conoce con el término "hiperacumuladoras" que fue introducido primero por
(Brooks, 1977), refiriéndose originalmente a las plantas que adquirieron una
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concentracion excesiva del niguel (1000 mg/g) sobre una base del peso seco. El
concepto fue ampliado mas adelante a otros elementos tales como cadmio, cobalto,
cobre, plomo, selenio y zinc. Las plantas hiperacumuladoras generalmente tienen
poca biomasa debido a que ellas utilizan més energia en los mecanismos
necesarios para adaptarse a las altas concentraciones de metal en sus tejidos
(Kabata-Pendias, 2000).

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
interaccidn planta-raiz-metal y al metabolismo vegetal propio (Vig, 2003). De
acuerdo con la estrategia de acumulacion, las plantas hiperacumuladoras pueden
superar en 100 o méas veces los valores normales de metales acumulados (Baker
A., 1981).

Estas plantas son especies muy tolerantes a uno 0 mas metales pesados y
a menudo su distribucion esta restringida a suelos ricos en un amplio rango de
concentraciones de metales, dado que no son competitivas en zonas no
contaminadas. La hiperacumulacion ha evolucionado en mas de 400 especies de

plantas repartidas en 45 familias botanicas, siendo la familia Brassicaceae una de

las que cuenta con mas géneros de este tipo; familia que se encuentra distribuida

por todo el mundo, predominando en Nueva Caledonia, Cuba y la region
Mediterranea, entre otros lugares (Baker A. M., 2000).
En la Tabla 1 se puede observar diferentes plantas implicadas en el proceso

de fitorremediacion de metales pesados.
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Tabla 1. Ejemplos de plantas implicadas en procesos de fitorremediacién de

metales pesados. Tomado de (Pineda & Rodriguez, 2016).

PLANTA

SEWRIEREEREEIOE

Eichhornia crassipes
Mart.

Lemna minor L.

Elodea canadensis
Michx.

Pistia stratiotes L.

Limnocharis flava, Thalia

geniculata, Typha latifolia

Azolla pinnata

Spirulina platensis

REFERENCIA

Buta et al, 2014

Zhu et al, 1999; Dos Santos
y Lenzi, 2000; Prasand y
Freitas, 2003; Jafari, 2010;
Kumar, 2010; Mane et al,
2010; Carrion et al, 2012;
Chattopadhyay et al, 2012;
Saleh, 2012; Sood et al,
2012; Borker et al, 2013;
Buta et al, 2014, Swain et al,
2014.

Prasand y Freitas, 2003;
Kumar, 2010, Bharti y
Banerjee, 2013, Uciincii et
al, 2013; Buta et al, 2014.

Buta et al, 2014.

Prasand y Freitas, 2003;
Buta et al, 2014; Kumar et
al, 2012; Akinbile et al,
2012.

Anning et al, 2013.

Cr, Hg, Cd Kumar, 2010; Bharti y
Banerjee, 2013.

Solisio et al, 2007;
Rangsayatorn et al, 2002.
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Brassica sp, Alyssum sp, Kamnev y van der Lelie,
Arabidopsis sp, Petrisis 2000.

sp

Thlapsi sp Prasand y Freitas, 2003.

Ipomoe aquiatica Weerasinghe et al, 2008.

Helianthus annuus Buta et al, 2014
Zhu et al, 1999; Dos Santos
y Lenzi, 2000; Prasand y
Freitas, 2003; Jafari, 2010;
Kumar, 2010; Mane et al,
2010; Carrion et al, 2012;
Chattopadhyay et al, 2012;
Saleh, 2012; Sood et al,
2012; Borker et al, 2013;
Buta et al, 2014, Swain et al,
2014.

Spirulina platensis

3.3.2. Toxicidad del Cadmio en plantas

Los efectos toxicos del cadmio sobre las plantas han sido ampliamente estudiados
(Benavides, 2005), sin embargo, los mecanismos de su toxicidad alin no se conocen
completamente. En general el Cd interfiere en la entrada, transporte y utilizacion de
elementos esenciales (Ca, Mg, P y K) y del agua, provocando desequilibrios
nutricionales e hidricos en la planta (Singh & Tewari, 2003). EI Cd también reduce
la absorcion de nitratos y el transporte de estos de la raiz al tallo, ademas de inhibir
la actividad nitrato reductasa en tallos (Gouia, 2000). Las plantas expuestas a suelos
contaminados con cadmio presentan modificaciones en la apertura estomatica,
fotosintesis y transpiracion (Sandalio, 2001). Uno de los sintomas mas extendidos
de la toxicidad por cadmio es la clorosis producida por una deficiencia en hierro
(Benavides, 2005), fosfatos o por la reduccion del transporte de Mn (Goldbol, 1985).
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La exposicibn a cadmio reduce la actividad ATPasa de la membrana
plasmatica, (Astolfi, 2005), alteraciones en la funcionalidad de la membrana
plasmatica (Sandalio, 2001) y desequilibrios en el metabolismo del cloroplasto,
inhibiendo la sintesis de clorofila y reduciendo la actividad de enzimas implicadas
en la fijacién de CO2 (Maksymiec, 2007)). La toxicidad por metales pesados se debe
en parte al estrés oxidativo producido por las especies de oxigeno reactivo (ROS)

generadas a traves de diferentes mecanismos dependiendo del metal de que se

trate (Stohs & Bagchi). Los cationes metalicos Cd?* y Pb?* no experimentan cambios

redox y, por lo tanto, a diferencia del Fe?* o Cu?*, no actlan directamente en la
generacion de ROS. Sin embargo, pueden actuar como prooxidantes a través de la
reduccion del contenido de glutation, necesario para la sintesis de fitoquelatinas,
disminuyendo asi su disponibilidad para la defensa antioxidante (Pinto, 2003).

El estrés oxidativo producido por el cadmio se manifiesta por dafios
oxidativos a membranas tales como peroxidacion lipidica (Sandalio, 2001), y
también se han descrito dafios oxidativos a proteinas por formacion de grupos
carbonilo (Romero-Puertas, 2002). Las actividades de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa (SOD), glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasa
(APX), peroxidasas (POD) y la catalasa (CAT), encargadas de la defensa celular
frente alas ROS, experimentan reducciones o incremento de su actividad en funcion
de la concentracion de cadmio incluida en el medio de crecimiento, la duracion del
tratamiento, el tipo de tejido y la especie vegetal de que se trate (Benavides, 2005)
(Sandalio, 2001). En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el estudio
de los mecanismos intimos implicados en la produccion de ROS en respuesta al Cd.
Como consecuencia de ello, se ha demostrado la produccion de ROS en distintos
compartimentos celulares (membrana plasmatica, mitocondrias y peroxisomas)
siendo la NADPH oxidasa una de las principales fuentes de ROS (Romero-Puertas,
2002).

En la Figura 2 se muestra un esquema que resume la respuesta al Cd de la
planta, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por distintos autores. De
acuerdo con este esquema, el Cd podria inducir la NADPH oxidasa de membrana y

las ROS que se formarian (O? -y H202) podrian intervenir en la lignificaciéon de la
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pared celular que actia como barrera de entrada del metal (Sanitd di Toppi &
Gabbrielli, 1999). Las ROS pueden ser eliminadas por los sistemas antioxidantes,
pero cuando la intensidad y duracion del tratamiento superan la barrera
antioxidante, se produce un exceso de ROS que se traduce en dafos oxidativos a
membranas y proteinas. Los dafios a membranas van acompafados de un
incremento en la sintesis de etileno y jasmonico (JA), que junto con el H202 van a
regular la expresion de un gran namero de proteinas de defensa (HSPs, quitinasa
0 antioxidantes, entre otras). Recientemente se ha demostrado un importante papel
regulador del NO en distintos procesos de desarrollo en vegetales (Del Rio, 2004).
El papel de esta molécula esta siendo estudiado y parece ser que el Cd reduce
considerablemente la acumulacién de NO en tratamientos largos, a pesar de que
no se conocen los mecanismos implicados en este proceso (Rodriguez-Serrano,
2006).

<:j: Cadmio |

lmakbc“)" CoMot OBIaIBYO R & e peencls Pared oo lutar

FRADPH oxidasa Peronadacion npaics T

y .4

H,0, Oxidacién
de
1 proteinas

Balance redox

celular

\

~

_— CUCCHON

Figura 2. Respuesta celular al cadmio: produccion de ROS, dafios oxidativos y
sefalizacion. Modificado de (Romero-Puertas, 2002) HSP 71,2, proteina de estrés
térmico de 71,2 kDa; PrP4A, proteina relacionada con la patogénesis. C2Ha,

etileno.
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3.3.3. Estrategias de tolerancia al Cadmio por plantas

Las plantas han desarrollado distintas estrategias para evitar la toxicidad de metales
pesados. En general, la tolerancia a metales esta determinada por la reduccion del
transporte de este al interior de la célula y/o una mayor capacidad para secuestrar
estos metales. La raiz constituye una de las principales barreras de defensa
mediante la inmovilizacién del Cd por pectinas de la pared celular. Los carbohidratos
extracelulares (mucilago y calosa) de la raiz también pueden intervenir en la
inmovilizacion del metal (Benavides, 2005).

La acumulacién del metal en los tricomas de la superficie foliar también es un
mecanismo de inmovilizacion y defensa celular (Salt, 1995). Otro mecanismo
consiste en la reduccion del transporte o aumento de la extrusion del Cd por
transportadores de cationes de la membrana plasmatica (Thomine, 2000). Una vez
dentro de la célula, el Cd u otros metales, pueden ser secuestrados por acidos
organicos, aminoacidos, fitoquelatinas y metalotioneinas, y posteriormente
compartamentalizados en la vacuola para prevenir su toxicidad. Las fitoquelatinas
constituyen uno de los principales mecanismos de defensa frente a metales
pesados. Su sintesis tiene lugar a partir del glutation y se induce en presencia de
metales pesados (Clemens, 2006). Plantas que sobreexpresan la enzima
fitoquelatina sintasa muestran una mayor tolerancia frente al Cd (Pomponi, 2006).
Otras posibles moléculas responsables de la acumulacion del cadmio son las
metalotioneinas (MTSs), pequefas proteinas ricas en cisteina, si bien en las plantas
no son las principales responsables de la detoxificacién del cadmio, como ocurre en

células animales (Hamer, 1986).

3.4. Bacterias endofitas

Practicamente todas las plantas estan colonizadas por una diversidad de bacterias
conocidas como endéfitas. Estas bacterias endéfitas pueden ser detectadas en un
momento particular dentro de los tejidos de plantas aparentemente sanos. La
mayoria de las enddfitas colonizan diferentes compartimentos de la planta como
apoplasto, incluyendo los espacios intercelulares de las paredes de las células y

vasos de la xilema. Algunos de ellas son capaces de colonizar los 6rganos
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reproductores de las plantas, por ejemplo, flores, frutos y semillas (Stone, Bscon, &
White, 2000). Forman infecciones discretas dentro de los tejidos de plantas sanas
para todo o casi todo su ciclo vida (Limsuwan, y otros, 2009). Los estudios han
demostrado que, alrededor de 300.000 especies de plantas estdn asociada con una
0 varias poblaciones de especies de bacterias (Strobel & Daisy, 2003). En los
altimos afnos, ha despertado interés cada vez los aspectos relacionados con la
composicién, estructura y funcion de comunidades bacterianas y en particular las
unidades fundamentales de las cuales estan compuestas.

Existe una relacion compleja entre las bacterias endodfitas y la planta
hospedera, se cree que estas estimulan el crecimiento de plantas a través de la
movilizacion de nutrientes del suelos, produciendo numerosos reguladores del
crecimiento vegetal, proteccion de plantas a fitopatdégenos por el control o inhibicién
de estos, mejorar la estructura del suelo, los procesos de biorremediacion de los
suelos contaminados por el secuestro de metales pesados téxicos y compuestos

xenobidticos dentro los tejidos vegetales (Ahemad, 2012).

3.4.1. Bacterias endofitas y fitorremediacion

Todas las interacciones entre los microorganismos y los metales u otros elementos
como carbono, nitrégeno, azufre y fésforo son componentes fundamentales de los
ciclos biogeoquimicos. Las interacciones metal-microbiota son estudiadas entonces
en profundidad en el contexto de la biotecnologia ambiental, con el objeto de
implementar métodos de remocion, recuperacidon o detoxificacion de metales
pesados y radionuclidos (Gadd, 2000).

Dependiendo del estado de oxidacion que se presente un metal y la especie
que esté conformando, un microorganismo puede realizar dos transformaciones
posibles. Una corresponderia a la movilizacion del metal, es decir el pasaje de un
estado insoluble inicial (metales asociados a suelos, sulfuros u 6xidos metalicos)
correspondiente a una fase sélida, a un estado soluble final, en fase acuosa. Este
proceso se conoce con el nombre de lixiviacibn microbiana. El otro corresponde a
la inmovilizacién del metal, es decir el pasaje de un estado soluble inicial en fase
acuosa a uno insoluble final en fase solida. A su vez existen en la naturaleza
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diferentes mecanismos por los cuales la inmovilizacion del metal puede llegar a
ocurrir.

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan
por poseer mecanismos de detoxificacion codificados genéticamente, inducidos por
la presencia del metal (Silver, 1988) En cambio, los tolerantes son indiferentes a la
presencia o ausencia de metal. Tanto los microorganismos resistentes como
tolerantes son de particular interés como captores de metales en sitios
contaminados, debido a que ambos pueden extraer los contaminantes. La
resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos es posible gracias a la
accion de diferentes mecanismos (Lovley, 2000). Estos fen6menos son: biosorcion,
bioacumulacion, biomineralizacion, biotransformacion y quimiosorcion mediada por
microorganismos.

En la actualidad, se han realizado diferentes estudios que implican el uso de
plantas y microorganismos para la remediacién de sitios contaminados por EPT,
entre ellos se encuentra el realizado por Roldn (2015), quien aisl6 y caracterizé 205
bacterias enddfitas de la raiz de Typha latifolia, de ellas determiné la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de Cd (Il) y las caracteriz6 a nivel bioguimico mediante su
actividad ACC desaminasa, produccién de AIA y sideréforos y su capacidad de
solubilizar fosfatos; en donde la bacteria que mejores resultados obtuvo fue al que
llamé aislado GRC-140 (Tabla 2) que en 2017 la caracteriz6 bioquimica y
molecularmente la cual resultd ser la especie Pseudomonas rhodesiae; de la cual

se realizé otro estudio por Moctezuma G. (2017), quien evalué la capacidad de

fitoextraccién de cadmio en plantulas de Typha latifolia en presencia de P. rhodesiae

en donde se observo un aumento de la fitoextraccion de Cd (ll) en 5y 10 ppm,
siendo mayor el porcentaje de remocion del metal cuando se adicion6 dicha bacteria
(50%).
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Tabla 2. Caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal del aislado tolerante
a 500y 750 ppm de Cd (II).

Caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal

Aislado bacteriano Solubilizacion de Produccion Produccion AIA  ACC desaminasa
fosfatos Sideréforos (ppm)

GRC140 + + 4391 6.6

P. rhodesice
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4. JUSTIFICACION

La presencia de metales pesados en los componentes abiéticos ha ido aumentando
significativamente, afectando principalmente a todos los seres vivos; por ello, y
debido a la magnitud del problema y los efectos negativos que éstos tienen, se ha
optado por llevar a cabo diferentes alternativas naturales que ayuden a remediar
dicho problema, a un relativo bajo costo.

Diferentes estudios han demostrado que la especie Typha latifolia tiene la
capacidad de remover y acumular metales pesados en raices y tallos; la cual, a su
vez se relaciona simbidticamente a bacterias endofitas, que presentan la capacidad
de tolerar altas concentraciones de metales pesados, asi como también de
favorecer el crecimiento y adaptacién de las plantas a condiciones de estrés
causadas por la presencia de metales en el medio abibtico, favoreciendo la
fitoextraccion y fitorremediacidn de sitios contaminados por metales pesados y otros
compuestos.

Con base a lo anterior se desea saber si P. rhodesiae con Typha latifolia
incrementa la fitoextraccion de Cd (II), como una alternativa a remediacién de sitios
contaminados.

Es importante mencionar que en este proyecto se desea corroborar la
participacion de Typha latifolia en la remocion de cadmio, probando diferentes
condiciones, entre ellas, concentraciones del metal en un rango de 0 a 50 ppm, asi

como la utilizacion del medio Hoagland enriquecido con 1 % de sacarosa;

pardmetros que marcan diferencia en lo anteriormente realizado por (Moctezuma,

2017) con el fin de maximizar las condiciones de laboratorio a las posiblemente
encontradas en un sistema natural, asi como comprobar la internalizacion de P.

rhodesiae en los tejidos de las plantulas de T. latifolia.
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5. HIPOTESIS

La interaccion entre P. rhodesiae y Typha latifolia incrementa la capacidad de tolerar

y bioacumular Cd (1) a través de la promocion del crecimiento radicular de la planta,

y, por lo tanto, al bioacumularse los metales pesados en la estructura de la planta,

se ve favorecido el proceso de fitoextraccion.

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




6. METODOLOGIA

6.1 Cultivo in vitro de semillas de Typha latifolia

Para poder realizar un eficiente cultivo in vitro de las semillas de Typha latifolia, se
llevaron a cabo diferentes procedimientos que serdn explicados de manera

individual en los siguientes apartados.

6.1.1. Evaluacion de protocolos de asepsia aplicados a las semillas
de T. latifolia

Para eliminar cualquier bacteria, hongo o particula que pudiera interferir en la
contaminacion del cultivo de semillas de Typha latifolia se probaron dos tratamientos
de asepsia para las semillas. En el primero se colocaron las semillas de Typha
latifolia previamente recolectadas, en un tubo coénico de 50 mL, enseguida se
adiciono solucion fungicida al 1 %, AgNOs al 0.5 %, Bacterin al 5 %, Cloro al 10 %,
Tween al 1 %, Etanol al 70 % y se agit6 de manera vigorosa durante 5 minutos con
cada solucion. Al término de este tiempo se retiré la solucién con ayuda de una
pipeta Pasteur estéril. Por ltimo, se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril,
agitando vigorosamente durante 5 minutos por cada lavado y se decanté la solucién
residual (Moctezuma, 2017). El segundo tratamiento consistié en los mismos pasos
anteriores, pero en lugar de colocar los frascos directamente al cuarto de cultivo,

primero se colocaron por tres dias en obscuridad y refrigeracién a 4 °C.

6.1.2. Preparacion del medio de cultivo MS

Posterior a la asepsia de las semillas se procedio a preparar los frascos con medio
de cultivo en donde se sembraron las semillas previamente tratadas; se coloco 1
litro de agua destilada en un vaso de precipitado y se le adicioné la sacarosa hasta
disolverla en placa de calentamiento. Enseguida, se le agregé medio MS (Murashige
& skoog 1962, Phytotechnology®) y se medioé el pH hasta ajustarlo a 5.7. Una vez
ajustado se procedié a agregar el agar plant, calentando hasta disolver (sin

ebullicion). Por altimo, se dispensaron 30 mL de medio de cultivo en frascos de
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cultivo de 500 mL los cuales se taparon y sellaron con papel aluminio y parafilm, y
finalmente se esterilizaron durante 20 min a 14 de psi. En la Tabla 3 se presenta la

composicién utilizada para la preparacion de los medios de cultivo.

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo para la siembra de las semillas de
Typha latifolia.

SACAROSA 30.0 gr/L

MS 2.21 gr/L

AGAR PLANT C 8.0 gr/L

6.1.3. Inicio del cultivo in vitro de T. latifolia

Después de haber preparado los medios de cultivo y haber realizado la asepsia de
las semillas, se procedié a sembrar las semillas de Typha latifolia; levando todo el
procedimiento a cabo en la campana de flujo laminar con luz UV (ESCO Laminar

Flow Cabinet) con el fin de evitar cualquier contaminacién posible (Figura 3).

Posteriormente, se colocaron los frascos con las semillas sembradas bajo

condiciones de fotoperiodo en el cuarto de cultivo (16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad a 25 °C).
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Figura 3. Siembra de semillas de Typha latifolia en condiciones

asépticas.

6.2. Evaluacion del tiempo de germinacién de cada protocolo de

asepsia probado en las semillas de T. latifolia

Después de haber realizado el cultivo in vitro de las semillas, se llevé a cabo el
proceso de evaluacion de la germinacién de las semillas en cada uno de los frascos
de cultivo. Para ello, se realizaron observaciones semanales durante cinco
semanas; registrando el porcentaje de contaminacion, y germinacién, asi como el

namero y crecimiento de las plantulas.

6.3. Seleccion de plantulas de T. latifolia

Una vez germinadas las semillas, se seleccionaron plantulas a partir del tercer mes
con el fin de permitir un buen desarrollo de la raiz antes de cada tratamiento. Para
los tratamientos se utilizaron plantas de peso y longitud similar (raices: 5 cm y partes
aéreas: 20 cm)
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6.4. Diseiio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2, donde el factor
1 (cony sin P. rhodesiae) y factor 2 (0,5,10,25 y 50 ppm de cadmio); para lo cual se
utilizaron plantulas de Typha latifolia con un peso y altura similar. Las plantulas se
distribuyeron aleatoriamente entre los 10 tratamientos. En estos tratamientos, se
utilizé el medio de cultivo liquido de Hoagland enriquecido con 1 % de sacarosa a
un pH de 5.7. Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento, y se utilizaron

dos plantulas por cada repeticion.

T1=Planta + Bacteria + Cadmio
T2=Planta + Cadmio

Las plantulas se insertaron en posicion vertical en tubos de ensaye de 25 cm
de altura y se cubrieron con un tapon y parafilm para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Todo lo anterior se realiz6 por un lapso de 12 dias, incluyendo un
control para cada uno de los tratamientos, asi como una repeticion para la
evaluacion de clorofila. Las muestras se recolectaron cada tercer dia en alicuotas
de 3 mL. Todo ello, se realizé en una campana de flujo laminar y con ayuda de una
micropipeta. Las alicuotas se almacenaron en refrigeracion para su posterior
digestion acida.

La bacteria que fue utilizada en los tratamientos fue previamente aislada y
caracterizada por Rolén (2015), en el Laboratorio de Biotecnologia de la Unidad
Académica Multidisciplinaria Zona Huasteca. Dicha bacteria fue caracterizada como
Pseudomonas rhodesiae. Se eligioé esta bacteria debido a que mostrd los mayores
niveles de actividad en los ensayos bioquimicos realizados.

En los tratamientos en los que se utilizé P. rhodesiae, se contabilizaron las
UFC/mL al dia 0y 12, con el fin de observar el comportamiento bacteriano a lo largo
del experimento, asi como para comprobar la internalizacion de la bacteria en raices
y tallos de las plantulas de Typha latifolia.

De igual manera se midieron el nUmero de brotes nuevos, raices nuevas, con
el fin de determinar diferencias en el crecimiento para ambos tratamientos; los
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cuales son parametros de fitotoxicidad que participan durante la fitoextraccion de

Cd (Il) en plantas asociadas a bacterias tolerantes y plantas libres de bacterias.

6.5. Digestidon acida para el medio nutritivo Hoagland

Para cuantificar la concentracion de Cd remanente en el medio de cultivo, se
colocaron 500 pL del medio Hoagland y 2 mL de HNOs al 50 % en tubos cénicos
(Falcon) de 15 mL. Posteriormente, se colocaron los tubos en la autoclave para
realizar la digestion acida propuesta por CEN (2005) con modificaciones, a 121 °C,
14 psi por 30 minutos. Por ultimo, las muestras digeridas se aforaron a 15 mL con
agua desionizada y se almacenaron en refrigeraciéon a 8 °C para su posterior

analisis.

6.6. Digestion 4cida a temperatura ambiente para plantulas de
Typha latifolia

Después de 12 dias de exposicidn, se retiraron las plantulas de las soluciones y se
lavaron con abundante agua destilada; se separaron las raices y tallos y se llevaron
a secar en la estufa de conveccion a 70 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo se
trituraron con ayuda de un mortero y se pesaron cada uno de los tejidos.

Se adicionaron 100 pL de HNOs concentrado por cada 2 mg de muestra
vegetal. Los recipientes se cerraron con su tapa correspondiente y se dejaron en
reposo al abrigo de la luz y del polvo durante 5 dias a temperatura ambiente. Pasado
los 5 dias, se adicionaron 0.5 mL de peréxido de hidrégeno (H202 30 %) para
optimizar la oxidacién de la materia organica y se continué un dia mas la digestién
en las mismas condiciones, hasta que se observd un aspecto traslicido en las
muestras. Al final el volumen de las muestras se completé a 10 mL con agua
desionizada, y se preservaron en recipientes de HPDE de 30 mL en refrigeracion a

8 °C para su posterior analisis.
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6.7. Determinacion y cuantificacién de clorofila

Al finalizar la parte experimental, se extrajeron las plantulas colocadas para la
determinacion de clorofila de cada uno de los tratamientos y sus respectivas
concentraciones, y se tritur6 a cada una en un mortero, en donde se colocaron 8
mL de acetona grado reactivo, sobre bafio de hielo y en oscuridad, acto seguido se
recupero el extracto y se afor6 a 10 ml en un matraz volumétrico, manteniendo la
muestra en una solucién de acetona al 80 %. Se determing la absorbancia de la
clorofila a una longitud de onda de 652 nm.

Una vez que se determine la absorbancia, se calcul6 el porcentaje de clorofila

por gramo de planta, mediante la siguiente férmula:

Clorofila total (mg/L) = 27.8 * Ass2nm

mg clorofila= Vol. Aforo (L) * clorofila total (mg/L)

1L

mg de clorofila * 1 g muestra
mg clorofila / g de muestra=

g muestra pesados
Donde:

A: absorbancia de la muestra a 652 nm.
27.8: Coeficiente de Absorcion (Suma de los coeficientes de Clorofila a 'y b)
mL de extraccién: mililitros que se obtuvieron al extraer con acetona

g muestra: peso utilizado de la muestra

6.8. Determinacion de metales en muestras vegetales

Los contenidos de Cd en material vegetal se determinaron mediante un
espectrofotometro de absorcion atdmica (AAS) utilizando una llama de aire-

acetileno.
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6.9. Evaluacion con el aislado P. rhodesiae a concentraciones de 0,

5y 10 ppm de cadmio

Esta evaluacion inicial consistio en colocar tubos de ensaye con medio de cultivo
Hoagland enriquecido con 1 % de sacarosa y con concentraciones de 0, 5y 10 ppm
de Cd (Il) en los que se adicionaron 250 pL y 500 pyL de una suspension de P.
rhodesiae a una densidad Optica de 0.1 a 600 nm, durante 15 dias, donde cada
tercer dia se tomaron 500 pyL de cada unidad experimental y se realizaron siembras

en estria para observar presencia o ausencia del aislado bacteriano P. rhodesiae.

6.10. Comprobacion de la internalizacion de la bacteria en los

tejidos radiculares de Typha latifolia

Para comprobar la internalizacion de la bacteria en los tejidos radiculares de las
plantulas de Typha latifolia del T2, se contabilizaron las UFC/mL al dia cero en el
medio de cultivo Hoagland al 1 % de sacarosa y al dia 12 en la raiz y tallo de las
plantulas, lo cual se realizé en condiciones de esterilidad, triturando en un mortero
1 gramo del tejido y realizando diluciones en una placa de medio LB (Luria Bertani)

a 1/5 de concentracion.

6.11. Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2, donde el factor
1 (con y sin P. rhodesiae) y factor 2 (0,5,10,25 y 50 ppm de cadmio). Los datos
fueron analizados mediante un ANOVA con el procedimiento PROC MIXED de SAS
(1991). El valor de significancia fue establecido a P<0.05. Cuando se encontraron

diferencias significativas se utilizo la prueba de Tukey (SAS, 1991).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Viabilidad y germinacién de la semilla de Typha latifolia

La germinacion de semillas in vitro permite obtener material para el establecimiento
de protocolos de propagacion masiva. De esta manera las plantulas obtenidas
pueden ser empleadas como fuente de explantes asépticos para la multiplicacion a
gran escala de plantas libres de enfermedades y como un medio de propagacion
para comenzar la explotacion biotecnolégica de esta especie (Samudio et al., 2014).

Para la germinacion de una semilla deben cumplirse tres condiciones
(Hartman & Krester, 1980): que el embrion sea viable, que los factores externos
sean favorables y que no presente factores internos que impidan la germinacion.
Para la realizacion de este ensayo, fueron utilizadas semillas consideradas 100%
viables.

En los embriones de las semillas, se diferencian los tejidos vivos de los
muertos sobre la base de la actividad de enzimas deshidrogenasas (enzimas de la
respiracion). Al ser hidratadas las semillas, la actividad de las deshidrogenasas
incrementa, resultando en la liberacion de iones hidrégeno, lo que reduce a la
solucion de tetrazolio (incoloro) a formazan (color rojo). El formazan tifie a las
células vivas de color rojo, en tanto que las muertas permanecen sin colorear. La
viabilidad de las semillas se determina en funcion del patron de tincién del embrién
y laintensidad de la coloracién. Que una semilla sea viable, nos indica que es capaz
de germinar y producir una plantula normal, sin embargo, podria estar dormida, y
en ese caso no germinaria inmediatamente.

En la Figura 4 se observa el lote de semillas que fueron tefiidas con tetrazolio
al 10 % con el objetivo de poder estimar su comportamiento una vez sembradas en
el medio de cultivo in vitro. Una vez elegidas las semillas viables, se observé la
germinacion de estas al tercer dia de la siembra como se observa en la Figura 4,
permitiendo seguir con la metodologia para la evaluacién de los protocolos de

asepsia aplicados en este experimento.
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Figura 4. Semilla de Typha latifolia tefiida con tetrazolio al 10% con el fin de
observar la viabilidad y tiempo de germinacion de la semilla; A) en el dia uno
observamos como la semilla se encuentra viable al tefiirse de color rojo, B) en el
dia dos empieza la germinacion y C) en el dia tres se observa la germinacién de

la semilla.

7.1.1. Evaluacién de protocolos de asepsia aplicados alas semillas

de T. latifolia

Una vez seleccionadas las semillas viables, se evalud el proceso de asepsia entre
ambos protocolos de asepsia, en los que la Unica diferencia que hubo entre los
agentes gquimicos y las condiciones ambientales a las que fueron expuestas, fue el
fotoperiodo de luz y oscuridad que se mencioné en el apartado de metodologia. Los
dos protocolos de asepsia probados en las semillas de Typha latifolia, presentaron
un 100 % de germinacién y solo el tratamiento 1 presentd un 20 % de
contaminacion, esta ultima ocasionada por hongos; a pesar de que el hongo no
causo sintomas aparentes de enfermedad a las semillas, probablemente existia una
relacion simbidtica planta-microorganismo, que mediante la produccién de
metabolitos le confiri6 una mayor sobrevivencia a la planta (Sanchez, 2013)
obteniendo una germinacion exitosa, pero al mismo tiempo un porcentaje de
contaminacion muy alto (Tabla 4). En cuanto al tiempo de germinacion, el protocolo
de asepsia 2 presentd un tiempo de germinacion mas corto (3 y 7 dias
respectivamente) en comparacioén al protocolo 1; mismos resultados obtuvo Cheng
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et al., (2015), en el cultivo in vitro de semillas de Arabidopsis thaliana, respecto al

protocolo 2 con un fotoperiodo a 4 °C.

Tabla 4. Evaluacion de dos protocolos de asepsia aplicados a las semillas de T.
latifolia y evaluacion del porcentaje de germinacion y contaminacién de cada uno

de ellos.

PROTOCOLOS | EFICIENCIA DE % DE TIEMPO
DE ASEPSIA GERMINACION* | CONTAMINACION
PROTOCOLO 1
(Moctezuma 100% 20%
Granados, 2017)
PROTOCOLO 2
(obscuridad a
4°C) (Mei-Chun
Cheng, 2015)

*NUumero de frascos germinados.

En comparacion con el protocolo 1, resultados similares obtuvo Frank Aponte

(2008), cuando determind un procedimiento para la esterilizacion de semillas de

Bolaina blanca (Guazuma crinita) y Cedro (Cedrela odorata), para su germinacion

in vitro, la cual realiz6 con hipoclorito de sodio al 2 % durante 40 minutos y no obtuvo
contaminacion para las semillas de cedro (C. odorata), mientras que para la Bolaina
blanca (G. crinita) se necesitaron 30 minutos para similares resultados. Por otro
lado, Sanchez et al., (2012), lograron un cero porcentaje de contaminaciéon en
semillas de Volantin (Gyrocarpus americanus H.), en donde primero lavaron las
plantas con jabon liquido, colocandolas posteriormente en una solucion de cloruro
de calcio (CaClz) al 10 % durante 15 minutos y sumergiéndolas més tarde en etanol
al 70 % durante 5 minutos.

De igual manera, el bafio con Hipoclorito de sodio (1 % de cloro activo,

durante un minuto) arrojé buenos resultados en el tratamiento de semillas de tomate
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(Walasek, 2012), logrando cero contaminacién y germinacion del 100 %. Resultados
similares obtuvieron Diaz y Hernandez (2003), en semillas de tomate (infectadas
con Fusarium oxysporum) y bafio con hipoclorito de sodio al 1 % durante 15
minutos.

En la Figura 5, se presentan los resultados del analisis de las dos primeras
semanas de germinacion de las plantulas de T. latifolia; el protocolo de asepsia 1

presentd la maxima germinacion al dia 7, se obtuvieron en promedio 7 brotes por

frasco (no contaminados) y 0 % de oxidacion. El crecimiento promedio que

presentaron las plantulas de Typha latifolia al finalizar las dos semanas fue de 5 cm.
En cambio, en el protocolo de asepsia 2, se obtuvo la germinacién del 100 % de los
frascos al tercer dia, obteniendo en promedio 12 brotes por frasco no contaminado
y 0 % de oxidacion y una altura de las plantulas de 7 cm (Figura 7). Por lo tanto, el
protocolo que se procedié a utilizar para la realizacion del experimento fue el

protocolo de asepsia numero 2, con un fotoperiodo de obscuridad a 4 °C por 3 dias.
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PROTOCOLO DE ASEPSIA 1

% DE GERMINACION

DIiAS

PROTOCOLO DE ASEPSIA 2

% DE GERMINACION

DIiAS

Figura 5. Porcentaje de germinacion de las semillas de T. latifolia con los dos

protocolos de asepsia probados.
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Figura 6. Proceso de germinacion de las semillas de T. latifolia con el protocolo
de asepsia realizado por Moctezuma-Granados (2017). A) semillas al dia cero, B)
semillas al séptimo dia; C) plantulas al dia 12 con una longitud de 5 cm y D)

plantulas al tercer mes con una longitud de 15 a 20 cm.

Figura 7. Proceso de germinacion de las semillas de Typha latifolia con el
protocolo de asepsia realizado con el fotoperiodo de luz (3 dias de oscuridad a 4
°C). A) semillas al dia 0, B) semillas al tercer dia, C) plantulas al séptimo dia con

una longitud de 5 cm y D) plantulas al tercer mes con una longitud de 20 a 25 cm.
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Se observé el proceso de germinacion de T. latifolia durante las dos primeras
semanas; resultados que concuerdan con Ramos (2012); que menciona que
después de la desinfeccion superficial y de haber colocado el material en un medio
de cultivo estéril; aproximadamente en un periodo de una semana a quince dias,
comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,

iniciando asi el ciclo del cultivo in vitro.

7.2. Evaluacioén del aislado P. rhodesiae a concentraciones de 0, 5

y 10 ppm de cadmio

En esta evaluacion inicial, se encontré que hasta el tercer dia P. rhodesiae (Rolon,
2015), fue capaz de tolerar concentraciones de 5y 10 ppm de Cd, sin la presencia
de T. latifolia en medios de cultivo Hoagland enriquecidos con 1 % de sacarosa,
mismas concentraciones a las cuales Moctezuma Granados (2017), encontré que
dicha bacteria remueve un mayor porcentaje de Cd?* en un 50 % en presencia de
T. latifolia.

A partir del cuarto dia P. rhodesiae, no se encontré presente en el medio de
cultivo; es importante considerar que, para esta investigacion, la bacteria fue
inoculada en un medio de cultivo especifico para las plantulas de T. latifolia, el cual
no es suficiente para mantener el crecimiento 6ptimo de la bacteria; por lo que la
sensibilidad observada en este estudio se debe a la falta de nutrimientos, y no a los
mecanismos propios de la bacteria (Ponce, 2017).

A pesar de que Rolén Cardenas (2017), encontré que P. rhodesiae es capaz
de tolerar altas concentraciones de Cd?* (CMT= 500 uyL/mL) por si sola, en este
trabajo se considera que es necesaria la introduccién de T. latifolia al sistema, con
el fin de llevar a cabo la fitoextraccion con las plantulas obtenidas del cultivo in vitro,
y a su vez, se encuentre presente la bacteria, con el fin de optimar la remocién de
Cd?* (Tabla 5).

BQ. Silvia Karina Netro Soto — PMPCA/UASLP




Tabla 5. Resultados de la presencia de P. rhodesiae a diferentes concentraciones

del experimento piloto.

Experimento inicial con 250 UL de una suspensién de P. rhodesiae con D.O. de
0.1 a 600 nm.

0 PRESENCIA PRESENCIA PRESENCIA
S AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA
10 AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA

Experimento inicial con 500 |IL de una suspension de P. rhodesiae con D.O. de
0.1 a 600 nm.

PRESENCIA PRESENCIA PRESENCIA
PRESENCIA PRESENCIA AUSENCIA
PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA

7.3. Determinacion del numero de raices iniciales y finales, asi

como brotes nuevos de las plantulas de T. latifolia expuestas a Cd

(I) con y sin la presencia de Pseudomonas rhodesiae

En lo que respecta a la determinacion de raices iniciales y finales se observo que
ambos tratamientos con y sin bacteria en el dia inicial y a diferentes concentraciones
no presentan diferencias significativas en las raices iniciales presentando una media
de 8 raices para todas las plantulas y tratamientos, resultados que se tomaron como
control; en cambio en el dia final (dia 12), hubo diferencias significativas con una p<
0.01 en ambos tratamientos, con una media de 12 raices para el tratamiento sin
bacterias (T1) y 17 raices para el tratamiento con bacteria (T2) (Figura 8). El
tratamiento que mayor nimero de raices finales obtuvo fue el tratamiento 2, con

bacteria a una concentracion de 10 ppm de cadmio con un total de 18 raices finales.
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Figura 8. Raices iniciales y finales de las plantulas expuestas a Cd (Il) con y sin la
presencia de P. rhodesiae. Las barras indican el error estandar. (p< 0.05).

En la Figura 9, se observan los resultados de los promedios obtenidos de los
brotes nuevos que se presentaron a lo largo de los 12 dias de experimentacién, se
observa que existe una relacion entre el nUmero de brotes nuevos y el resultado de
raices finales presentadas en la Figura 8; se observan diferencias significativas
entre ambos tratamientos y concentraciones con una p< 0.01, donde la media para
el tratamiento 1 fue de 4.5 brotes nuevos y para el tratamiento 2, de 8.5 brotes. En
la concentracién en la que mayor nimero de brotes se presentaron (10) fue en el
tratamiento con bacteria (T2) a una concentracion de 10 ppm de cadmio; misma

concentracion a la cual Moctezuma Granados (2017), encontré que P. rhodesiae

remueve un mayor porcentaje de Cd?* en un 50% en presencia de T. latifolia. Por

otro lado, en el tratamiento con bacteria, a una concentracion de 5 ppm fue en donde

menos brotes se presentaron, con una media de 7.5 brotes nuevos.
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Figura 9. Numero de brotes nuevos en las plantulas de T. latifolia a lo largo de la
experimentacion. Las barras indican el promedio de brotes para cada tratamiento

y concentracion utilizados y su error estandar. (p< 0.05).

7.6. Evaluacion del proceso de fitoextraccion de Cd (Il) por T.

latifolia en presencia y ausencia de Pseudomonas rhodesiae

Para poder evaluar la fitoextraccibn de cadmio en ambos tratamientos con y sin
bacteria a la cual estuvieron sometidos a concentraciones de cadmio de 0, 5, 10, 25
y 50 ppm, utilizando plantulas de T. latifolia con un peso y altura similar; se coloco
el disefio del experimento como se me muestra en la Figura 10, en donde se
compararon ambos tratamientos que fueron montados en un medio de cultivo

Hoagland enriquecido con 1 % de sacarosa a un pH de 5.7. En esta figura se
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observa el aspecto inicial y final de las plantulas a lo largo del experimento, en donde
claramente el aspecto de cada una de ellas al paso de los 12 dias de

experimentacion es cambiante.

Figura 10. Comparacion del aspecto de las plantulas de T. latifolia expuestas a
diferentes concentraciones de Cd (Il) en ausencia y presencia de P. rhodesiae. A)
dia 1 sin bacteria, B) dia 12 sin bacteria, C) dia 1 con bacteria D) dia 12 con

bacteria.

Por otro lado, en la Figura 11 se puede observar el porcentaje de remocién de
cadmio por las plantulas de T. latifolia a diferentes concentraciones y los dias 3, 6,
9y 12 del experimento. En este apartado es importante resaltar que el porcentaje
al cual se obtuvo mayor remocién de cadmio por las plantulas de T. latifolia fue con
el tratamiento 2 a una concentracion de 10 ppm de cadmio en el medio Hoagland y
en el dia 9 del experimento; obteniendo un 97.66 % de remocion. Hubo diferencias
significativas entre ambos tratamientos con y sin la presencia de P. rhodesiae, en

los cuatro dias evaluados con una probabilidad menor a 0.05.
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Figura 11. Porcentaje de remocién de cadmio por plantulas de T. latifolia con y sin
la presencia de P. rhodesiae en medio de cultivo Hoagland enriquecido con 1 %
de sacarosa en funcién del tiempo. Las barras muestran el error estandar de cada
tratamiento. (p< 0.05).

7.7. Evaluacion del contenido de Cd (ll) acumulado en el tejido

vegetal de T. latifolia en el proceso de fitoextraccion en presencia
y ausencia de Pseudomonas rhodesiae
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En relacion a la acumulacién de cadmio en los tejidos vegetales de las plantulas de
T. latifolia, en la Figura 12 se observa claramente que el segmento de la plantula en
el cual hubo mayor acumulacion de cadmio fue en el tallo a una concentracion de 5
ppm de cadmio en el medio Hoagland con la presencia de P. rhodesiae; acumulando
1059.82 mg/kg. Lo que concuerda con los resultados de la Figura 11 en donde
también a la misma concentracion hubo un mayor porcentaje de remocion de
cadmio que estaba presente en el medio, a esa misma concentracion sin la

presencia de la bacteria se encontré que en raiz y tallo estan las concentraciones

mas bajas de acumulacién, siendo 68.5 mg/kg en raiz y 81.68 en tallo, lo que

comprueba que la bacteria favorece la acumulacion de cadmio preferentemente en
tallo. En las demas concentraciones de 10, 25 y 50 ppm no hubo diferencias
significativas entre tratamientos.

Los factores que pudieron influenciar en el incremento de la acumulacion de Cd se
relacionan con las diferencias en la morfologia de las raices y tallos de las plantulas
de T. latifolia. Otros estudios demuestran que numerosas raices delgadas pueden
acumular mas metales que otras plantas con raices mas gruesas y suculentas
(Schierup, 1981). Ademés, se ha comprobado que raices de la lechuga translocan
hacia los brotes la mayor cantidad del Cd absorbido comparado con otras especies
(Jarvis & Hopper., 1976).
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Figura 12. Concentracion en mg/kg de Cd (ll) en la raiz y tallo de T. latifolia.

7.8 Determinacion del contenido de clorofila inicial y final de las

plantulas de T. latifolia expuestas a Cd (Il), con y sin la presencia

de Pseudomonas rhodesiae

Se determiné el contenido de clorofila de las plantulas de T. latifolia con y sin la
presencia de P. rhodesiae con el fin de observar el dafio causado por la presencia
del metal (Cd (Il)) en diferentes concentraciones.

Los resultados obtenidos se presentan en las Figura 14 y Figura 15, en donde se
observan todas las concentraciones del metal utilizadas incluyendo el control (0
ppm). En ambos tratamientos se observd disminucion de la clorofila respecto al
resultado inicial (12.9 mg/gr). Resultados que se deben al dafio fitotéxico de la
planta, asi como a las condiciones ambientales a las que fueron sometidas las

plantulas, ya que cuando las plantulas se encuentran expuestas a altas
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concentraciones de elementos potencialmente téxicos, se manifiestan grandes
cantidades de efectos toxicos en ellas.

El cadmio es un metal pesado potencialmente toxico que dificulta la
productividad de la planta al interferir con su fotoquimica. El cadmio causa
alteraciones en una variedad de procesos fisiolégicos de las plantas, como la
fotosintesis, las relaciones hidricas, el metabolismo i6nico y la absorcion de
minerales, también afecta notablemente la fotosintesis por la alteracion de su
maquinaria vital en todos los aspectos. La fotosintesis es un proceso bien
organizado y secuencial fundamental para todas las plantas verdes vy
microorganismos que involucra varios componentes, incluidos los pigmentos y
fotosistemas fotosintéticos, el sistema de transporte de electrones y las vias de
reduccion de CO2. Cualquier dafio en cualquier nivel causado por Cd, afecta
criticamente la capacidad fotosintética general.

El cadmio distorsiona la ultraestructura de los cloroplastos que causan una
forma alterada y tilacoides inflados (Najeeb U., 2011). La alteracion de la estructura
del cloroplasto se manifiesta en parte por una notable disminucion en el nimero y
tamafio de cloroplastos, apilamiento de grana, contenido de almidén y acumulacién
de plastoglébulos, esto se ha observado en diversas plantas como Picris divarticata
(75 pM, 14 dias después del tratamiento), Hordeum vulgare (5 pyM, 15 DAT) y
Brassica (Elhiti M., 2012).

Por otro lado, en los pigmentos fotosintéticos se han llevado a cabo enormes
estudios hasta la fecha sobre la reduccion de clorofila y carotenoides en plantas

expuestas al estrés del Cd. Se sabe que la destruccion de la clorofila en las hojas

mas viejas y su inhibicidn de la biosintesis en las méas nuevas son la causa principal

de la clorosis foliar en las plantas que crecen en suelos tratados con Cd (Xue XC.,
2013).

La inhibicion de las enzimas de biosintesis de la clorofila y la activacion de
su degradacion enzimatica juegan un papel crucial en la pérdida neta en el
contenido de clorofila. ElI aminolevulinato (ALA) es un compuesto crucial en la
biosintesis de la clorofila y su sintesis es el paso limitante y regulatorio. El Cd inhibe

la sintesis de ALA en el sitio de disponibilidad de glutamato para la sintesis de ALA
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e interfiere al interactuar con el grupo SH de enzimas, &-a4cido aminolevulinico
deshidratasa (Strzalka, 2002) y porfobilindgeno desaminasa (Skrebsky EC, 2008)
gue conduce a la acumulacién de intermedios de biosintesis de clorofila como ALA
y porfirinas.

En algunas plantas expuestas al estrés por cadmio, el PSI en lugar del PSII
es el principal lugar de dafio (Figura 13). Estudios previos sugirieron que la
deficiencia de hierro inducida por Cd en los organulos celulares posiblemente sea

una razén para un mayor dafio a la PSI (Timperio, 2007).
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= electrones
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Figura 13. efectos de Cd como un potente inhibidor de la fotosintesis. La inhibicion
de la fotosintesis puede atribuirse a la disminucion de la biosintesis de la clorofila,
la interrupcion del Oz - reacciones de PSIl y alteracion del flujo de electrones
alrededor de PSly PSII (Parmar, Kumari, & Sharma., 2013).
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Figura 14. Contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T. latifolia
expuestas a Cd (Il), con la presencia de P. rhodesiae.
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Figura 15. Contenido de clorofila inicial y final de las plantulas de T. latifolia

expuestas a Cd (Il), sin la presencia de P. rhodesiae.
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7.9 Comprobacién de lainternalizacion de la bacteria en los tejidos

radiculares de Typha latifolia

Para comprobar la internalizacion de la bacteria en los tejidos radiculares de las
plantulas de Typha latifolia del T2, se contabilizaron las UFC/mL al dia cero en el
medio de cultivo Hoagland con 1 % de sacarosa en donde se obtuvo 1x108 UFC/mL,
resultado que fue similar para todas las concentraciones de Cd de los diferentes
tratamientos, incluyendo el control. Al finalizar el experimento, en el dia 12 los
resultados que se obtuvieron respecto a la raiz fueron los siguientes: en el control
se obtuvieron 1x10® UFC/gr de raiz, lo cual indica que se mantiene la carga
microbiana utilizada en el estudio y sugiere que la bacteria enddfita ingreso al
interior de las raices. En la concentracion de 5 ppm se obtuvieron 156 UFC/gr de
raiz, sugiriendo que la bacteria endofita a pesar de coloniza el interior de las raices,
muestra sensibilidad al Cd. Los resultados en tallo no fueron favorables para todos
los tratamientos, ya que ninguno presenté colonizacion bacteriana por P. rhodesiae
en las partes aéreas, sugiriendo que la bacteria no se transloca al tallo, dada su
naturaleza endéfita en las raices de la planta, donde encuentra las condiciones

Optimas para sobrevivir.
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8. CONCLUSIONES

e Se establecieron las condiciones ambientales necesarias para el crecimiento
de P. rhodesiae utilizando el medio de cultivo Hoagland enriquecido con 1 %
de sacarosa, con el fin de tener una fuente de carbono que aportara los
nutrientes necesarios para el desarrollo de la bacteria y la planta.

Se encontro que P. rhodesiae puede tolerar concentraciones de 5y 10 ppm
de Cd sin la presencia de Typha latifolia en medio Hoagland con 1 % de
sacarosa.

El mayor porcentaje de remocion de cadmio ocurrié a una concentracion de
5 ppm de cadmio con la presencia de P. rhodesiae al dia 9 del experimento
con un 97.66% de remocion; misma concentracion a la cual hubo mayor
acumulacion del metal en el tallo de las plantulas de T. latifolia con 1059.82
mg de cadmio por kilogramo de tallo.

Se logré comprobar la internalizacién de P. rhodesiae en concentraciones de
0y 5 ppm de Cd (ll), Unicamente en raiz a una concentraciéon de 1x10°

UFC/gr y 156 UFC/gr respectivamente.

Como conclusion final, se encontr6 que P. rhodesiae promueve el crecimiento

radicular de T. latifolia, aumentando asi la superficie de captacion de cadmio por

esta especie vegetal.
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