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Son cosas chiquitas.

No acaban con la pobreza,

no nos sacan del subdesarrollo,

no socializan los medios de produccion y de cambio,
no expropian las cuevas de Ali Baba.

Pero quiza desencadenen la alegria de hacer,
y la traduzcan en actos.

Y al fin y al cabo,

actuar sobre la realidad y cambiarla,
aunque sea un poquito,

es la unica manera

de probar que la realidad

es transformable.

Eduardo Galeano

Fragmento de: El derecho a la alegria, en ser como ellos y otros articulos (1990)
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RESUMEN

La exposicion al plomo (Pb) provoca severos dafios a la salud por lo que es necesario
contar con métodos eficientes para su remocion, como la fitorremediacion. En este
trabajo, se analiz6 la maxima capacidad de plantas normales de Scirpus americanus
(tule) y plantas transformadas (linea T12) para remover Pb. También se cuantifico la
actividad de las enzimas antioxidantes peroxidasa, superéxido dismutasa y catalasa,
y el contenido de glutatién. Las plantas N y T12 sobrevivieron a 400 ppm de Pb y
acumularon el metal principalmente en la raiz (53,430 ppm, plantas N; 39,740 ppm,
T12). La tolerancia al Pb incluyé una mayor sintesis de glutatiéon y no hubo cambios

importantes en los niveles de las enzimas antioxidantes estudiadas.



SUMMARY

Lead (Pb) exposure causes severe damage to health, therefore, it is necessary to
develop efficient methods for its elimination, such as the phytoremediation. In this work,
the maximum capacity of Scirpus americanus (tule) normal plants (N) and transformed
plants (line T12) to remove Pb was analyzed. Also, the activity of the antioxidant
enzymes peroxidase, superoxide dismutase and catalase plus glutathione content was
guantified. The N and T12 plants survived at 400 ppm Pb, and mainly accumulated the
metal on roots (53,430 ppm, N plants; 39,740 ppm, T12 plants). Pb tolerance included
a high glutathione synthesis but no important changes on antioxidant enzymes levels.



l. INTRODUCCION

1.1 Metales pesados y su toxicidad

El término “metal pesado” generalmente se utiliza para nombrar a los elementos con
peso atdémico entre 63.5 y 200.6 g/mol y con gravedad especifica mayor a 5 g/cm?.
Algunos metales, en cantidades traza, son esenciales para el crecimiento y desarrollo
de los organismos vivos como cobre (Cu), cobalto (Co), hierro (Fe), manganeso (Mn),
niquel (Ni) y zinc (Zn). Otros como cadmio (Cd) y plomo (Pb) no tienen actividad
fisiolégica (Srivastava & Majumder, 2008) pero son movilizados a través de la
extraccion minera y utilizados en gran cantidad de procesos industriales. Estos
metales pueden seguir cuatro rutas: permanecer en el suelo disueltos o fijados, ser
absorbidos por las plantas e incorporarse a la cadena tréfica, pasar a la atmaosfera por
volatilizacion o movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas (Simon et al.,
2001).

La toxicidad de los metales pesados se debe a su capacidad para unirse a ligandos
especificos en las moléculas organicas, como grupos sulfhidrilo (SH*), amino (NH>),
fosfato (PO4’), carboxilo (COO") e hidroxilo (OH"). Esta unioén ocasiona la activacion o
inhibicidon de enzimas y otras proteinas involucradas en el metabolismo y desarrollo;
también provocan deficiencias o desnutricion, y la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y otros radicales libres que pueden llegar a provocar estrés oxidativo
(Barcelé & Poschenrieder, 1992).

En las plantas estas alteraciones provocan deficiencias en la biosintesis de clorofila,
transporte electronico y enzimas del proceso fotosintético (Hodges & Forney, 2001).
Estudios in vitro han demostrado que los metales inducen dafio oxidativo celular e
interfieren en el crecimiento y el metabolismo (Buscaroli, 2017). El dafio oxidativo en
las plantas incluye la peroxidacion lipidica de membranas, causando rupturas y
subproductos de las cadenas hidrocarbonadas; dafios en el ADN, mutaciones,
aberraciones cromosémicas, alteraciones en la sintesis y reparacién de los acidos

nucléicos y transformaciones celulares (Figura 1) (Barcel6 & Poschenrieder, 1992).
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Figura 1. Dafo oxidativo inducido por metales pesados en células vegetales (Tomado
de Hossain, Piyatida, da Silva & Fuijita, 2012)

El comportamiento oxidativo de los metales pesados se debe en gran medida a que
participan en dos reacciones quimicas productoras de peroxido de hidrégeno (H20) y
del anion superoxido O>™" (Figura 2). La primera, conocida como reaccion de Fenton,
corresponde a la descomposicion del H.O> mediante la adicion de sales de Fe, para
formar un radical hidroxilo (OH"):
Fe?* + H,O, — Fe® + OH" + OH-

El OH" es altamente reactivo y puede producir procesos de oxidacion en cascada. En
general lo que ocurre en la célula es una gran descompensacion electronica, debida a
los radicales formados por el radical OH® que pueden generar otros radicales y reducir
u oxidar especies quimicas presentes en el medio. Otros iones metalicos como el Cu*
y Cu?* pueden reemplazar a los iones Fe?* y Fe®* en estas reacciones (Arora, Sairam
& Srivastava, 2002).



La segunda reaccion es la de Haber — Weiss que incluye dos etapas. En la primera se
utiliza el radical OH* producido por la reaccion de Fenton para reaccionar con mas
H2O. y originar O™

OH + H2O2 — O + HO + H*
En la segunda, el O, producido reacciona con mas H.O, para volver a dar los
productos no metélicos de la reaccién de Fenton.

O +H02— O2+ OH +OH
Estas ERO a bajas concentraciones tienen un papel en la sefializaciéon celular en
respuesta a diversos tipos de estrés. Los sitios principales de produccion de ERO son
los cloroplastos, peroxisomas y mitocondria (Navarro-Avifié, Alonso, & Lopez-Moya,

2007).
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Uno de los metales pesados mas toxicos es el Pb. Este metal tiene una densidad
relativa 11.4 g/cm®a 16 °C, de color grisaceo, con aspecto brillante cuando se corta,
pero al ser expuesto al aire se oxida rdpidamente cambiando de color a un tono mate.

El Pb se obtiene de la galena (sulfuro de plomo, PbS), la forma méas abundante de este
elemento en la naturaleza, asociada generalmente a diversos minerales de Zn, Cu, Cd
y Fe, entre otros. El Pb es muy ductil, maleable, resistente a la corrosion y pobre
conductor de la electricidad por lo que es ampliamente usado (Manual Para El Manejo
Ambientalmente Responsable De Plomo, Camara Minera de México, 2015).

Las fuentes antropogénicas de Pb incluyen las actividades mineras, la produccion de
materiales industriales y, en algunos paises, el uso persistente de pinturas y gasolinas
con plomo. Mas de tres cuartes partes del consumo mundial de plomo corresponden
a la fabricacion de baterias de plomo-acido para vehiculos de motor. El Pb también se
emplea en la fabricacion de material de soldadura, vidrieras, vajillas de cristal,
municiones, esmaltes ceramicos, articulos de joyeria, juguetes, productos cosméticos,
medicamentos tradicionales y en dispositivos para evitar irradiacion con Rayos X. El
agua potable canalizada a través de tuberias de plomo o con soldadura a base de este
metal es otra fuente de ingestion de plomo (Charlesworth, De Miguel & Ordofiez, 2011;
OMS 2019).

El uso generalizado de productos con plomo ha generado una importante
contaminacion del medio ambiente, ocasionado graves problemas a la salud.

En los nifios el dafio es mayor, por su menor masa y la absorcion gastrointestinal es
hasta cinco veces mas que en adultos; por ello, la distribucion y acumulacion en
organos es mayor, afectando el desarrollo cerebral y ocasionando una reduccion del
cociente intelectual y cambios en el comportamiento (Flores et al., 2012). Los nifios
con desnutricion son aun mas vulnerables ya que el Pb sustituye, al calcio en los
huesos. En mujeres embarazadas incrementa el riesgo de aborto espontaneo, parto
prematuro y malformaciones en el feto (OMS, 2019). En adultos, si el grado de
exposicidn es elevado, afecta el cerebro y sistema nervioso central, pudiendo provocar
coma, convulsiones e incluso la muerte. La exposicion al Pb también provoca anemia,

hipertension, disfuncién renal, inmunotoxicidad y toxicidad reproductiva. Se cree que



los efectos neuroldgicos y conductuales asociados al Pb son irreversibles y se estima
gue no existe un nivel de concentracion de Pb en sangre que pueda considerase
exento de riesgo ya que existe una correlacion entre el incremento de la concentracion
y los efectos que se presentan (OMS, 2019).

Existen diversos esfuerzos a nivel mundial para controlar la exposicién al plomo, entre
ellas las campanas realizada por la OMS “Eliminacion de gasolina con plomo a nivel
mundial” iniciada en 2002 y “Pinturas libres de plomo” iniciada en 2017. La primera ha
logrado eliminar el Pb de las gasolinas, excepto en Algeria, Yemen e Irak. La segunda
tiene como objetivo lograr que para el 2020 los paises miembros de la ONU
establezcan una regulacion del contenido de Pb en las pinturas que se venden; a la
fecha el 37% de los paises ha introducido normativas en la regulacion a este respecto,
no obstante, existen numerosos sitios contaminados con Pb, que incluyen tanto suelos
como agua (OMS, 2019).

Ya que el Pb no se degrada deben usarse métodos para su remocion (Cuadro 1). Los
meétodos comunes emplean agentes fisicoquimicos que en la mayoria de las ocasiones
afectan la fertilidad del suelo y tienen profundos efectos negativos en el ecosistema,
ademas de que tienen un costo muy elevado (Movahed & Mohammad, 2009). Los
meétodos actuales incluyen principalmente la precipitacion del elemento a través de
compuestos con fosfato (Aide & Braden, 2018); sin embargo, esto no garantiza la
remocion del contaminante del medio. Una alternativa biotecnolégica a esta

problematica es la fitorremediacion (Kushwaha et al., 2018).

1.2 Fitorremediacion

La “fitorremediaciéon” es el uso de las plantas para la remocion de contaminantes del
medio ambiente. Segun Jabeen, Ahmad & Igbal, M. (2009), dependiendo del tipo de
contaminante, las condiciones del sitio y el nivel de limpieza requerido, las tecnologias
de fitorremediacién se pueden utilizar como medio de contencion o de eliminacion
(Figura 3). La rizofiltracion utiliza las plantas para eliminar del medio contaminantes a

través de su captacion y secuestro en la raiz (Dushenkov et al, 1995).



Cuadro 1. Métodos fisicoquimicos para la remediacion de metales pesados

METODOS
FISICOQUIMICOS

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Precipitacion

Coagulacion - Floculacién

Flotacion

Intercambio idnico

Ultrafiltracion

Nanofiltracion

Osmosis inversa

Bajo costo, operacion sencilla

Tiempo corto

Bajo costo, menor tiempo de
retencion

No genera lodos, menor tiempo
de ejecucion

Requier espacios pequefios

Baja presion (7 a 30 bar)

Alta eficiencia, puede llevars e
acabo a temperatura elevada

Generacion de lodos, costo extra

Generacion de lodos, costo extra

Debe utilizarse varias vece

Alto costo por las resinas que se
utilizan

Alto costo operacional, membrana
susceptible

Costo, membrana susceptible

Alto consumo de energia (20 a 100
bar)

La fitoestabilizacion permite inmovilizar contaminantes en el suelo a través de su

adsorcion y acumulacion en las raices por precipitacion en la zona de la rizosfera. Este

proceso reduce la movilidad de los contaminantes y evita su migracion a las aguas

subterraneas o al aire (Delgadillo-Lopez et al., 2011).

En la fitoestimulacion las raices de las plantas exudan azicares simples, aminoacidos,

compuestos alifaticos y aromaticos, nutrientes, enzimas y oxigeno para favorecer el

crecimiento de microorganismos cuyo metabolismo sea capaz de mineralizar o

degradar los contaminantes (Delgadillo-L6opez et al., 2011).
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Tolerancia de la planta

FITOACUMULACION .
Secuestro en vacuola FITOVOLATILIZACION

FORMACION
DE COMPLEJOS

FITOEXTRACCION

RIZODEGRADACION

< TRANSPORTE é&
RIZODEGRADACION AcHve 22 o0 _

) hAT

UNION A LA PARED

TRANSLOCACION / /°

N} ao® |/
Materia | @ @D ®@ ,

@S’ METAL BIODISPONIBLE — 4 &

Cationes QUELACION
B
FITOINMOBILIZACION
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En la fitodegradacion las plantas y los microorganismos asociados a ellas degradan
los contaminantes orgénicos en productos inofensivos, o bien, son mineralizarlos hasta
CO2y H20.

La fitoextraccion o fitoacumulacién consiste en la absorcion de metales por las raices
de las plantas y su acumulacién en raiz, tallos y hojas. Los metales son removidos y
translocados desde la raiz a tejidos aéreos, de manera similar a los nutrientes. Las
vias de transporte son tres: apoplastica (via paredes celulares), simplastica (via
citoplasma/plasmodesmos) y/o transmembranal (via transportadores de membrana).
En el caso de los metales/metaloides éstos pueden ser secuestrados en la pared
celular, vacuolas y aparato de Golgi (Gerhardt et al, 2017).

La fitovolatilizacion se produce a medida que las plantas en crecimiento absorben agua
junto con contaminantes organicos e inorganicos. Algunos de estos pueden llegar
hasta las hojas y sublimarse o volatilizarse en la atmosfera (Leon & Esteban, 2012).
Mediante este proceso se eliminan compuestos organicos volatiles (benceno,
nitrobenceno, tolueno, etilbenceno y xileno) y metales como As, Se y Hg (Burke, Weis
& Weis, 2000).

Para la remocion de contaminantes por las plantas se deben considerar dos factores
importantes: que posean gran biomasa y su eficiencia de bioconcentracion. A pesar
de que existen plantas hiperacumuladoras que son buenas candidatas para la
fitorremediacion, muchas de ellas poseen poca biomasa. En el caso del Pb, se han
identificado especies hiperacumuladoras, en suelo, como Noccaea (Thlaspi)
cepaeifolium sp. en los Alpes del sudeste (Bothe & Stomka, 2017) y Sedum alfredii H.
en un area minera al sudeste de China (Gupta et al., 2010).

Las concentraciones para que una planta se considere acumuladora dependen del
metal, ya que no todos presentan la misma toxicidad, se consideran
hiperacumuladoras cuando acumulan entre 10,000 pg/g de peso seco de Zn o Mn,
1000 pg/g Cu, Pb, Ni, Asy 100 pg/g de Cd (Wu et al., 2018).

Zayed, Gowthaman & Terry, en 1998, establecieron un sistema de clasificacion de las

plantas con capacidad de acumulacién utilizando para ello el calculo del Factor de



Bioconcentracion, el cual relaciona el contenido de metal en el tejido con el metal
presente en el suelo y se calcula de acuerdo con la siguiente formula:
Concentracion de Pb en el tejido (pg/g)

FBC =
Concentracion inicial de Pb en el medio (pg/mL)

Un FBC< 300 corresponde a una planta acumuladora leve, entre 300 y 800 a
acumuladoras moderadas y > 800 indica que la planta es hiperacumuladora.

El Factor de Translocaciéon (FT), relaciona la cantidad de metal en la raiz y el metal
acumulado en los tejidos aéreos y se calcula segun la formula:

—_— Concentracion de Pb en el tallo (ug/g)

Concentracién de Pb en la raiz (ug/g)

Un FT > 1 indica que una planta tiene buena capacidad de translocacion.

1.3 Mecanismos de tolerancia a metales pesados

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y estan
determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcion, translocacion y secuestro.
Incluyen la activacion de sus sistemas enzimaticos y no enzimaticos, la sintesis de
fitoquelatinas (FQs) y metalotioneinas (MTs), la acumulacion de compuestos fendlicos,
la induccion de transportadores en la membrana y en tonoplasto, entre otros (Talebi et
al., 2019).

Los sistemas antioxidantes incluyen la sintesis de ascorbato (AsA), glutation (GSH),
tocoferol (Vitamina E), pigmentos carotenoides y compuestos fenolicos (Gill & Tuteja,
2010).

El AsA es un derivado de la glucosa, tiene estructura de lactona y sus grupos hidroxilos
asociados al doble enlace tienen alto potencial reductor, por lo cual puede reducir
directamente al oxigeno, funcionando asi, como donante en las reacciones de las
peroxidasas (Pedrazani et al., 2003)

El AsA un regulador del estado redox de las células, se puede encontrar en todos los
compartimentos celulares y en las plantas es el mas importante, probablemente

también, el anico en el apoplasto (Pignocchi & Foyer, 2003).



El AsA es oxidado por el oxigeno, Oz, O2™, 02 y H20, para dar lugar al radical
monodeshidroascorbato (MDHA), el cual se descompone en AsA o dehidroascorbato
(DHA) (Smirnoff, 2000). Se tiene evidencia de que el AsA a través de sus formas
oxidadas participa en la regulacion de la division y el desarrollo celular (Pignocchi &
Foyer, 2003).

El glutation (GSH) actia como un reductor para proteger los grupos tioles (R-SH) de
enzimas, participa en la regeneracion del AsA a partir de la reaccién con 'O,y OH",
(Arora et al., 2002; Pignocchi & Foyer, 2003), en la division celular, la floracién y la
detoxificacion de xenobibticos y metales pesados (Yadav, 2010).

En esta reaccién el GSH es oxidado a glutatién bisulfato (GSSG). La reaccién puede

escribirse como:

H,0, + 26SH —— GSSG + 2H,0

El GSH se sintetiza en dos pasos dependientes de ATP, en la primera reaccion la y-
glutamilcisteina sintetasa (GCS o GSH1) sintetiza glutamilcisteina (Glu-Cys) a partir
del L-glutamato (Glu) y la cisteina (Cys). Esta reaccion es el paso limitante en la
sintesis de GSH. Posteriormente, se afiade la glicina (Gly) a la fraccion C terminal de
la y-Glu-Cys por la enzima glutation sintetasa (GS o GSH2) obteniéndose el GSH

(Foyer y Noctor, 2011). La reaccion de sintesis del GSH es la siguiente:

Glu + Cys

y- Glu-Cys —— GSH
GSH1 GSH2

En Arabidopsis thaliana y Brassica juncea se encontr6 que la GSH1, se localiza
principalmente en plastidos, mientras que la GSH2 se encuentra también en el citosol
(Heiss, Wachter, Bogs, Cobbett & Rausch, 2003).

En esta reaccion el glutation (GSH) es oxidado en el grupo R-SH de la Cys a glutation
disulfuro (GSSG). En la Figura 4 se presentan las estructuras quimicas de estas dos

especies.
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Figura 4. Estructura del A) glutation (GSH) Y B) glutation disulfuro (GSSG)

La formacién de GSSG es una reaccion selenio dependiente donde participan las
enzimas glutation peroxidasa (GPX) y glutation S-transferasa (GST). El GSH es
regenerado por la enzima glutation reductasa (GR) utilizando NADPH como cofactor.
Esta reaccion se utiliza como indicadora del estado oxidativo de la célula y de la
toxicidad celular (Foyer y Noctor, 2011).

El GSH es el precursor de las fitoquelatinas (FQs), las cuales se sintetizan por la
enzima fitoquelatina sintetasa (FQS) una vez que el metal ha alcanzado
concentraciones gque comienzan a ser toxicas (Figura 5), aunque el gen que codifica
parala FQS se expresa de manera constitutiva. Las FQs tienen la capacidad de unirse
a los metales y secuestrarlos en la vacuola (Cobbet, 2000).

Las PCs se aislaron por primera vez de cultivos celulares de plantas superiores
expuestos a Cd (Grill, Winnacker & Zenk, 1985). Desde entonces se ha reportado la
induccion de FQs por exposicion a Cd, Hg, Cu, Zn, Pb y Ni (Yadav, 2010). Se ha
documentado la sintesis de FQs como respuesta a la exposicion al Pb y la formacién
de complejos FQs-Pb (Piechalak, Tomaszewska, Baralkiewicz & Malecka, 2002) y se
ha confirmaron que su sintesis se presenta a concentraciones superiores a 700 uM de
Pb (zZhang et al., 2008). También se ha descrito la presencia de transportadores de las
FQs a través del xilema y floema en Brassica napus que funcionan como acarreadores

de larga distancia (Mendoza et al., 2008).
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Figura 5. A) Estructura de las fitoquelatinas (FQs), B) Sintesis de FQs por la enzima
fitoquelatina sintasa (FQS o PCS1) y C) Posible estructura Fitoquelatina (FQ) — Pb

Otras moléculas de bajo peso molecular con capacidad para quelar a los metales
pesados son las metalotioneinas (MTs), moléculas de bajo peso molecular ricas en
Cys (alrededor de 30%). Su estructura se caracteriza por ser una repeticion de Cys-X-
Cys o Cys- Cys y ausencia de aminoacidos aromaticos o hidréfobos (Figura 6).
Existe evidencia de la influencia de los metales pesados en el metabolismo secundario
de las plantas. Algunos ejemplos son la disminucion significativa en los niveles de
antocianinas debida al estrés por Ni (Hawrylak, Matraszek & Szymanska, 2007) y el
aumento en el contenido de aceites esenciales, por la acumulacion de Cr, Fe, Zny Mn
en B. juncea de hasta alrededor de 35% (Singh & Sinha, 2010).
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Figura 6. Estructura de una metalotioneina (MT). Los recuadros oscuros representan
20 residuos de cisteina (Cys) unidos a sulfuro (S) el cual se une de manera divalente

al Zn u otro metal (Juarez-Rebollar & Méndez-Armenta, 2014).

Los tocoferoles son lipidos isoprenoides sustituidos sintetizados en los plastidos de
plantas superiores, por lo que en estos sitios se encuentran en grandes cantidades.
Son una de las primeras barreras de proteccion contra la peroxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados, ya que tienen la capacidad de reaccionar con el 1O, (Singh et
al.,, 2016). Los tocoferoles (vitamina E), betacarotenos (vitamina A), fenoles
(flavonoides, taninos, lignina, entre otros) y un grupo de quinonas (vitamina K) junto
con el GSH, son capaces de donar electrones a especies oxidadas como los radicales
libres y los lipoperéxidos, neutralizando de esta manera el potencial oxidativo de estos
(Mahajan & Tuteja, 2005).

También se ha reportado la sintesis y secrecion de compuestos organicos para regular
la disponibilidad de nutrientes y favorecer la detoxificacion de metales no deseados;
€stos compuestos reaccionan a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo con los iones
metalicos principalmente con Cu y Fe (Chen et al, 2017). Para el caso del Pb se ha
observado que plantas de Zea mays excretan acidos fendlicos como acido caféico y
ferulico (Drzewiecka et al., 2018), los cuales evitan la captacion rapida de este metal

(Chen, Wang & Yeh, 2017). En Scirpus triqueter, los 4cidos organicos que participaron
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en la desorcion de Pb fueron &cido citrico (65%), acido succinico (25 %) y acido
glutarico 10% (Hou et al., 2015). Winkel-Shirley (2002) reporté la induccion de
compuestos fendlicos en maiz por exposicion a Al y Diaz, Caldas & Blair (2010)
reportaron la acumulacion en Phaseolus vulgaris expuestas a Cu.

Por otro lado, los sistemas antioxidantes enziméticos involucran la activacion de las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), peroxidasa (PX) y las del
ciclo ascorbato-glutation o ciclo de Halleywell asada (AsA-GSH) (Figura 7). La SOD
cataliza la conversion del O, a H.O, (Muthukumarasamy, Gupta & Panneerselvam,

1999), en tanto que la CAT (en los peroxisomas) y POX (en el citosol y los cloroplastos)

catalizan la transformacion de H202 en H20 y Oz con la oxidacion concomitante de
AsA.

0,
Pb2+
l— e A =l I ERO
Pb3+
SOD
21, | 9

Reaccion de Haber Weiss ZGSH
[ D—
Reaccion de Fenton
caT l Px ”

2H,0 + 0,

Figura 7. Generacion de ERO por metales pesados (Pb?*) y su eliminacién por las
enzimas antioxidantes CAT, SOD y POX asi como la generacién del GSH por accion
de la GPX.
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La peroxidasa (POX) de plantas (E. C. 1.11.1.7) esta involucrada en funciones como
la elongacion celular, mecanismos de defensa y lignificacion. Se han reportado dos
isoformas, POX | y POX Il (Suzuki, Honda, Mukasa, & Kim, 2005).

La superoxido dismutasa (SOD) (E. C. 1.15.1.1) incluye tres isoenzimas, Mn-SOD, Cu-

Zn-SOD y Fe-SOD. La Mn-SOD se encuentra principalmente en mitocondria y

peroxisomas, aunque también se ha reportado en citosol. La Cu-Zn-SOD se ha

encontrado en citosol, cloroplastos y mitocondria. La Fe-SOD ha sido reportada

predominantemente en los cloroplastos (Arora et al., 2002).

La catalasa (CAT) (E. C. 1.11.1.6) contiene Fe en su centro catalitico y se han

reportado tres isoformas en Zea mays, CAT-1, CAT-2 y CAT-3 (Arora et al., 2002).

Las elevadas concentraciones de Pb incrementan la produccion de ROS, por lo que

se esperaria un aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes, sin embargo

estudios realizados en cultivos hidroponicos de Phyllostachys pubescens, Iris

halophila, Elsholtzia argyi, Spiraea japonica y Sesbania drummondii, expuestos a

diferentes concentraciones de Pb, mostraron que la actividad de las enzimas no siguio

un patron general si no que el comportamiento fue dependiente de la especie y de la
concentracion del metal (Zhong et al., 2017; Han et al., 2016; Islam et al., 2008; Ruley,

Sharma, Sahi, Singh & Sajwan, 2006).

Una forma en que las plantas responden a la toxicidad por metales pesados para

mantener la homeostasis es a través de la coordinacion de la captacion, neutralizacion,

transporte y almacenamiento, funciones en las cuales participan proteinas que
funcionan como transportadores. En la exposicion a Pb se han identificado los
siguientes:

a) ElI LCT1 (low affinity cation transporter) que es un canal de calcio y que Wojas et
al., (2007) sugirié participaba en la tolerancia a la toxicidad por Pb (TaLCT1).
Varios autores han demostrado que la via de entrada de los metales es a través
de estos canales de calcio.

b) La proteina mitocondrial CBP4, (proteina de union a calmodulina), considerada la

primera proteina reportada como involucrada en la tolerancia a Pb en Nicotiana
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tabaccum por Arazi, Sunkar, Kaplan & Fromm (1999), que encontraron mediaba el
transporte de Pb de la membrana plasmatica al interior celular.

c) La proteina PDR12, transportador del tipo ABC, que es una bomba de eflujo
encontrada en la membrana plasmética, por Lee et al., (2005) utilizando plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana sobre-expresantes y no expresantes del gen.

d) ATM3, proteina localizada en la membrana vacuolar, sobreexpresada en plantas
de A. thaliana expuestas a Pb, sugiriendo su participacion en la internalizacién a
vacuolas (Kim et al., 2006; Morel el al., 2009).

La figura 8 muestra la localizacion de los transportadores.
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Figura 8. Transportadores identificados en la movilizacion e incremento de la

tolerancia a metales (Tomado de Hossain et al., 2012)
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Adicionalmente se ha encontrado que la presencia de micorrizas favorece la tolerancia
a metales pesados como en Viola tricolor crecida en suelos con altas concentraciones
de Fe, Zny Pb (Stomka et al., 2008; Adedrian et al., 2016).

Otros factores que deben considerarse en los procesos de fitorremediacion son el

manejo post cosecha de los cultivos y las buenas practicas agronémicas. En el primer

caso existen varias alternativas de aprovechamiento de la biomasa residual, ya que
ésta esta constituida principalmente de lignina, hemicelulosa, celulosa y elementos
minerales que representan materia de baja densidad de carga con gran valor calorifico.

Esta biomasa puede tratarse por procesos como:

Compostaje y compactacion. El primero consiste en acelerar el proceso de

degradacion de la biomasa transformandola en residuos organicos y es en general un

proceso bio-oxidativo. El segundo se refiere a la disminucion del volumen para facilitar
su transporte reduciendo el riesgo del manejo de material contaminado. Ambos
procesos son esenciales para un posterior tratamiento y recuperacion del metal.

a) Pirdlisis. Es la descomposicion quimica de la materia organica por calentamiento
a altas temperaturas en ausencia de oxigeno. La primera ventaja de este proceso
es la reduccion del volumen, sin embargo, también pueden obtenerse
subproductos de interés como combustibles.

b) Combustién. Método que consiste en quemar la biomasa bajo condiciones
controladas para reducir el volumen a menos del 5% para una adecuada
disposicion. No obstante, lleva consigo la generacion de gases y liberacion de
particulas que pueden ser toxicos.

c) Gasificacion. Proceso termoquimico donde a partir de la materia organica se
obtiene un gas conocido como pyro-gas, syngas, gas de madera, gas pobre o gas
de gasdgeno que es de bajo poder calorifico en comparacién con el gas natural,
pero que puede utilizarse para generar electricidad o energia térmica. En la Figura
9 se resumen estos procesos.

Las buenas practicas agronomicas consisten en: a) proporcionar a las plantas los

nutrientes necesarios para que se mantengan en un estado fisiolégico 6éptimo e

incrementen su eficiencia, y b) manejar diferentes especies dentro de la misma
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parcela, con el fin de mejorar el estado del suelo y obtener un mayor beneficio
econémico, a través de la obtencién de productos secundarios como maderas y
combustibles (Mohanty, 2016) (Figura 9).

RODUCTO DROCESO RODUCTOS

TECNICA
PRIMARIO S SECUNDARIOS
e Carbdén ¢ Gasolina
. * Sintesis
* Pirdlisis i
e Alquitranesy * Metanol
aceites ¢ Turbina de gas
* Gas * Motor
¢ Combustion ¢ Electricidad

- | e Calor | e Caldera - _

Figura 9. Técnicas para el aprovechamiento de la biomasa residual generada en

procesos de fitorremediacion (Mohanty, 2016).

1.4 Uso detécnicas de ingenieria genética paraincrementar tolerancia a metales.
La ingenieria genética permite transferir y sobreexpresar los genes que promueven la
hiperacumulacion en plantas que tienen una gran biomasa (Lindsay & Maathuis, 2017).
Un sistema muy usado para la transferencia de genes es la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes. Las plantas transformadas con esta bacteria presentan un
fenotipo caracteristico que incluye dominancia apical reducida en tallos y raices,

entrenudos acortados, hojas arrugadas y mas anchas, formacion de raices
adventicias, morfologia alterada de las flores y polen y semillas reducidos. Estos
sintomas combinados se denominan "fenotipo de raiz peluda”. En 1985 White et al.

identificaron los genes presentes en el ADN-T de A. rhizogenes involucrados en el
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sindrome de raiz peluda llamandolos genes rol (de rooting locus) A, B, C y D. Estos
genes causan la formacion de tumores (enfermedad neoplasica) y de raiz vellosa. Su
capacidad para cambiar el ciclo de desarrollo en la célula transformada llevé a los
cientificos a llamarlos oncogenes rol (Mauro, Costantino & Bettini, 2017).

El gen rolA causa enanismo en las plantas, arrugamiento de las hojas y es uno de los
genes rol sin un papel claramente identificado. Su expresion se ha relacionado con
una disminucién de la hormona giberelina (G3). El gen rolA podria codificar para una
proteina no integral asociada a la membrana. La homologia estructural con el dominio
de unién al ADN del virus E2 del papiloma sugiere que podria ser una proteina de
union al ADN (Mauro et al., 2017).

El gen rolB promueve la iniciacion y elongacion de la raiz, tiene una actividad de
tirosina fosfatasa probablemente involucrada en las vias de transduccion de sefiales
relacionadas con la concentracion y / o sensibilidad a las auxinas (Mauro, et al., 2017).
El gen rolC reduce la altura de la planta, genera hojas de color verde claro y una mayor
ramificacion. Se ha propuesto que rolC codifica para una B-glucosidasa capaz de
liberar citocininas activas libres de sus conjugados glucosidicos inactivos (Mauro, et
al., 2017). Los genes rolB, rolC y rolA inducen raices en el tejido foliar en ausencia de
fitohormonas afiadidas.

El gen rolD induce precocidad en la floracién, favorece la formacion y elongacion de la
inflorescencia axilar, y una mayor produccion y crecimiento de los meristemos
adventicios de raiz. Este gen codifica una ornitina ciclodesaminasa, que cataliza la
conversion de ornitina en prolina, por lo que se ha propuesto que es la prolina la
responsable de favorecer el proceso de floracién (Mauro, et al., 2017).

La agroinfeccion es probablemente la técnica mas utilizada para la obtencion de
plantas transformadas genéticamente. Algunos ejemplos de plantas transformadas

genéticamente se muestran en el Cuadro 2.

1.5 Uso de cultivos in vitro para la remocion de contaminantes.
Se ha descrito que no solo las plantas tienen capacidad de remover contaminantes

sino también los cultivos in vitro. El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se define como
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el uso de células, tejidos y 6érganos, en medios de cultivo sintéticos y en condiciones
controladas (Doran, 2009). A través del CTV puede generarse cultivos diferenciados
como raices y hojas los cuales se pueden propagar indefinidamente.

Ademas, en los cultivos in vitro se elimina la contaminacién microbiana y se puede
distinguir la respuesta intrinseca de las plantas sin la interferencia de los
microorganismos normalmente presentes en la rizosfera (Doran, 2009). En los cultivos
in vitro de plantas se pueden controlar las condiciones de crecimiento como
temperatura, fotoperiodo y nutricion, y al usar plantas derivadas de la misma planta
madre, se disminuye la variabilidad genética (Doran, 2009).

En general todos los medios de cultivo estan compuestos por macronutrientes, como
cloruro de calcio, nitrato de amonio y de potasio y de micronutrientes como sulfato de
cobre, sulfato ferroso y acido borico, ademas de una fuente de carbono como la

sacarosa o glucosa y vitaminas como el acido nicotinico, piridoxina y tiamina.
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Cuadro 2. Plantas modificadas genéticamente para

incrementar su tolerancia a

metales.
Gen Especie donante Planta Metal Efecto Referencia
modificada
tyMT Typha latifolia Arabidopsis Cuy Aumentodela Zhangetal.
thaliana Cd tolerancia (2004)
PCSly Allium sativum y A. thaliana Asy Aumentodela  Guo, Dai, Xu,
GSH1 Saccharomyces Cd acumulacion & Ma (2008)
cereviceae
iaaM y Agrobacterium Petunia Coy Aumentodela  Zhang etal.
ACC tumefasciens y hybrida Vim.  Cu tolerancia (2008)
Pseudomonas
putida
NiCoT Rhodopseudomonas N. tabacum Niy Aumentodela Nairetal
palustris Co acumulacion (2012)
YCF1 S. cereviceae A. thaliana Cdy Aumentodela Songetal.
Pb acumulacion en  (2003)
vacuolas
GST1Y Homo sapiens Medicago Hg Aumento de la  Zhang et al.
P450 2E1 sativa L. toleranciay de  (2013)
la acumulacién
ACR2 A. thaliana N. tabacum As Aumento dela  Nahar et al.
var Sumsun toleraciay dela (2017)
acumulacion en
brotes
PttEXPA8 Populus tormentosa N. tabacum Cd Aumento de la  Zhang et al.
Carr. Cultivar tolerancia (2019)
TC1521
GCS-GSy Streptococcus A. thaliana Zn Aumento de la  Wonkaew et
GSH1 thermophilus y acumulacion en al. (2019)
A. thaliana brotes y raices
VTE4 Zea mays N. tabacum Cd Aumento de la  Zhui et al.
tolerancia (2019)
NCED3 Malus hupehensis M. Cd Disminucién de  Zhang et al.
hupehensis la captacion (2019)
var.
Pingyiensis y
A. thaliana
BTS (-) A. thaliana A. thaliana Cd Aumento de la  Zhu etal.
captacibnyen (2019)
el crecimiento
HMA4 B. juncea A. thaliana Zn Aumento de la  Blasco,

captacion de
Znyenla
defensa
antioxidante

Navarro-Leodn,
& Ruiz (2019).
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PRX38 Oriza sativa A. thaliana As Disminucién en Kidwai et al.
la captacion (2019)
CAD3 Staphylococcus A. thaliana Cd Aumento de la  Qiu et al.
aureus tolerancia, de (2018)
la acumulacioén
y de la bioamsa
CDT1 Iris lactea var. A. thaliana Cd Disminuciéon de Gu et al.
Chinensis la captacion y (2018)
aumento en la
longitud de raiz
APR2 A. thaliana A. thaliana Cd Aumento de la  Xu, Wang, Xu &
ecotipo tolerancia, de  Xia, (2020)
Columbus la acumulacioén
y de la defensa
antioxidante
uBQ2 N. tabacum N. tabacumy Cd Disminucién de Bahmani,
A. thaliana la acumulacion Modareszadeh
y mayor & Hwang
actividad del (2019)
proteosoma y
de las enzimas
antioxidantes
CCoAOMT Vicia sativa A. thaliana Cd Aumentoenla Xiaetal.
tolerancia, (2018)
captacion,
biomasa y
translocacion
NRAMP3  Sedum alfredii Brassica Cd Aumento de la  Feng et al.
juncea translocacion (2018)
CuzZnSOD Mabhinot esculentay Lolium Cu, Aumento de la  Lee et al.
y APX Pisum sativum arundinaceum Cdy toleranciay (2007)
As disminucion de
ERO
SAP Lobularia maritima N. tabacum Cd, Aumento enla Saad et al.
Cu, tolerancia, (2018)
Mny biomasay
Zn longitud de

raiz. Aumento
en la actividad
de enzimas
antioxidantes
SOD, CATy
POX.
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LEA4 Enterobacter B. napus As Aumento enla Nie etal.
cloacae acumulacion de (2019)
As

TryS Trypanosoma cruzi  O. sativa Cd* Aumento enla Lietal. (2019)
tolerancia y
biomasa.
Disminucién de
ERO
intracelular

bHLH105 Z. mays N. tabacum Mn Aumentoenla  Sun, Wang &
toleranciay de  Xia (2019)
la actividad
antioxidante

EXPA2 Triticum aestivum A. thaliana Cd Aumentoenla Renetal,
biomasa, (2019)
disminucién de
ERO y metal
intracelular

ATM3 A. thaliana B. juncea Pb Incremento en  Bhuiyan et al.,
expresion de (2011)
BjGSHIly
BjPCSl e
incremento de
la tolerancia

Uno de los componentes mas importantes del medio de cultivo son los reguladores de
crecimiento vegetal (RCV) o fitohormonas, los cuales son compuestos organicos
sintetizados por las propias plantas y que regulan los procesos de crecimiento y
desarrollo de los tejidos vegetales. La combinacion de los RCV y la concentracion
produce diferentes resultados dependientes de la especie. Pueden generar callos,
brotes, embriones somaticos o raices. Dentro de los RCV mas usados estan las
auxinas y las citocininas.

Las auxinas son compuestos derivados del triptéfano, que se sintetizan en mayor
medida en los apices. La auxina natural mas comun es el acido indolacético (AlIA). En
tejidos vegetales, las auxinas participan en la acidificacion de la pared, crecimiento
celular, el inicio de la division celular, formacion de tejidos no diferenciados,
diferenciacion del tejido vascular y formacion de 6rganos, como las raices. En plantas
completas, las auxinas participan en la dominancia apical, la senescencia y abscision

de hojas, ademas de coordinar algunas respuestas tropicas. Ademas del AlA, existen
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otras auxinas, que se sintetizan dependiendo de factores como la edad de la planta, la
estacion del afio y la especie, entre ellas estéan los acidos 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-
IAA), indol-3-acrilico, fenilacético (PAA) y el indol butirico (AIB). También existen
algunas auxinas sintéticas como el acido naftalenacético (ANA) y el 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D). En la agricultura se aplican auxinas para mejorar
procesos de propagacion sexual, sujecion, crecimiento, caida y retencion de frutos e
incluso como herbicidas a altas concentraciones (Pérez- Molphe et al., 1999).

Las citocininas son derivados de la adenina y son sintetizadas en tejidos jévenes y en
raices. Aplicadas a tejidos vegetales estimulan la division celular y favorecen la
formacién de brotes a partir de las yemas axilares. En plantas completas estimulan la
expansion de las hojas y retardan la senescencia. Las citocininas naturales mas
comunes son la zeatina, isopentiladenina (2iP) y el ribdsido de zeatina (ZEA) y algunas
de origen sintético como la benciladenina (BA) y cinetina (CIN) (Pérez-Molphe et
al.1999).

A) B) HN—CH,
7 CH,COOH NZ%6

.
W
H

Figura 10. Estructura de los reguladores de crecimiento vegetal (RCV). A) auxina:
acido indolacético (AlIA) y B) citocinina): benciladenina (BA). La estructura base se

presenta en color negro y la variable en azul.

Las vias para la regeneracién de plantas in vitro incluyen la organogénesis y la
embriogénesis somatica. La organogénesis consiste en la formacién de novo de
organos (raices, brotes axilares, etc.) en los explantes cultivados. Este fenbmeno se
basa en la caracteristica de totipotencialidad de las células, que le confiere a cada
célula la informacién genética necesaria para regenerar una planta completa.

En condiciones normales este potencial no se expresa, por lo que es necesario generar

las condiciones en los cultivos in vitro.
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La organogénesis puede ser directa cuando tiene lugar en el explante original, o bien
indirecta, cuando primeramente se origina tejido calloso y a partir de éste se forman
los 6rganos (Pérez-Molphe et al., 1999).

Las condiciones en las que se mantienen los cultivos in vitro incluyen temperatura
entre 20 y 30 °C, intensidad luminica de 120 pmol/m?/s y un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad.

El cultivo de raices fue uno de los primeros logros del CTV, siendo White en 1934 el
primero en cultivar raices de jitomate en condiciones totalmente artificiales.

Para iniciar el cultivo in vitro de raices deben considerarse primero el genotipo, el
medio de cultivo y las condiciones ambientales de cultivo. Dentro de los medios mas
utilizados destacan el Murashige y Skoog (1962) (MS) y el B5 (Gamborg, Miller &
Ojima, 1968).

En el cultivo in vitro de raices se utiliza medio liquido con agitacion constante y suave
para facilitar la dispersion de las células y la oxigenacion o medios semisolidos (Dodds
& Roberts, 1995).

Las raices cultivadas in vitro se han usado con gran éxito en estudios de
biotransformacion y fitorremediacion debido a su rapido crecimiento, su estabilidad
genética y bioquimica y a su autotrofia hormonal. EI Cuadro 3 muestra algunos

ejemplos descritos en la literatura (Suresh y Ravishankar, 2004).
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Cuadro 3. Remocion de metales por cultivos in vitro de “raices peludas’

(Tomado de: Santos-Diaz, 2013)

Metal

Planta modificada

Referencia

Cd

Calystegia sepium
Solanum nigrum
Thlasppi caerulescens

Adenophora lobophylla
Adenophora potaninii
Thlaspi caerulescens

Nicotiana tabacum

Metzger et al. (1992)
Macek et al. (1994)
Nedelkoska y Doran
(2000a)

Wu et al. (2001)

Boominathan y Doran
(2003a, b)

Cu

Ni

Hyptis capitata

Nedelkoska y Doran
(2000b)

Nicotiana tabacum
Polycarpea longiflora
Euphorbia hirta

Alyssum bertolonii
Alyssum tenium

Nicotiana tabacum

Nedelkoska y Doran (2001)

Boominathan y Doran
(2002, 2003b)

1 Brassica juncea

Chenopodium
amaranticolor

Armoracia rusticana
Daucus carota

Eapen et al. (2003)

Soudek et al. (2011)
Straczel et al. (2009)

Zn

Solanum niger

Suboroto et al. (2007)
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ll. ANTECEDENTES, JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Antecedentes

Entre las macroéfitas emergentes se encuentra Scirpus americanus, de la familia
Cyperceae, también conocido como tule, totora o junco chico. Posee un rizoma con
0 sin escamas, del cual se desprenden multiples tallos verdes. Los tallos pueden
llegar hasta 1.5 m, son erectos, lisos y agudamente trigonos. La inflorescencia
corresponde a un agregado pseudo-lateral que posee multiples espiguillas sésiles.

La Figura 11 muestra un esquema de la planta.

Inflorescencia
pseudoterminal

& Semillas
(X

Nuevos
tallos f ¥ 4

: o
Raices < ' { b
Figura 11. Morfologia de Scirpus americanus.

El tule tiene una distribucion cosmopolita, estando presente en zonas templadas y

célidas de América, Eurasia, Australia, Tasmania y Nueva Zelanda; se encuentra
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en areas abiertas permanentemente himedas o frecuentemente inundadas,
pantanos, cerca del nivel del mar o sitios densos alrededor de manantiales termales.
Esta especie ha mostrado ser muy adaptable a los hébitats de los humedales
costeros, encontrandose en espejos de agua, humedales, zonas arbustivas y
gramadales, ademas de formar grandes comunidades denominadas vegas de
ciperaceas. Asimismo, esta especie es capaz de resistir los cambios de estrés salino
y habitar en multiples zonas perturbadas como bordes de rios y acequias (Aponte,
2009).

El tule posee dos tipos de reproduccion: a) clonal, por medio de la propagacién por
rizomas que generan nuevos rametos, y b) sexual, por medio de flores. La
reproduccion sexual produce aquenios, que al germinar formaran plantas (genetos)
con multiples clonas (rametos) unidos dentro del rizoma. En la base de los rametos
aparecen las yemas caulinares que generan multiples tallos. Las yemas caulinares
promueven el crecimiento de los tallos en el rameto. La muerte de la yema caulinar
permite el surgimiento de nuevos rametos, lo que a su vez permite la expansion
clonal. Una vez llegada la época de floracion el crecimiento de los tallos se detiene,
hecho que ha sido documentado por medio de observaciones y evaluaciones de las
poblaciones en campo. La fecundacion produce frutos secos de tipo aquenio
(procedente de un ovario con una Unica semilla y pericarpo delgado y no soldado a
dicha semilla), los cuales al madurar se transforman en semillas (Bonilla-Barbosa &
Santamaria, 2013).

Carranza-Alvarez, Alonso-Castro, Alfaro-De La Torre, & Garcia-De La Cruz (2008)
demostraron que las plantas de tule colectadas de una laguna artificial, conocida
como Tanque Tenorio tienen la capacidad de acumular Pb, Cr, Cd y Mn,
principalmente en sus raices. Las concentraciones de Pb oscilaron entre 10 y 65
mg/Kg a lo largo de cuatro zonas de muestreo, demostrando la capacidad de estas
plantas para su uso en procesos de fitorremediacion.

Ya que las raices de tule fueron los érganos principalmente involucrados en la

remocion de metales, en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales se
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establecieron cultivos in vitro de raices de tule en medio MS con 2 mg/L de AlA'y
0.1 mg/L de BAP.

Santos Diaz y Barrén Cruz (2011) reportaron que los cultivos in vitro de raices
removieron 148.3 pg/g, al exponerlas a 60 pg/L de Pb, sin verse afectado su
crecimiento.

Posteriormente Alfaro-Saldafia, Pérez-Molphe-Balch & Santos-Diaz (2016)
transformaron genéticamente las raices de tule mediante Agrobacterium
rhizogenes, con el fin de incrementar la biomasa y capacidad de acumulacion. Las
raices transformadas con fenotipo piloso (T12) (Figura 5A) acumularon 604 pg/g de
Pb y las no transformadas (N) 228 pg/g; ademas su crecimiento no se vio afectado
por la presencia del metal. En este estudio también fue posible regenerar plantas
completas a partir de las raices transformadas (Figura 5B).

Figura 12. A) Raices de tule transformadas con fenotipo piloso, B) planta

regenerada de tule (linea T12)

2.2 Justificacion

Existen reportes de rios y cuerpos de agua en México donde se ha encontrado y
cuantificado la presencia de metales, entre ellos Pb. Un ejemplo es el caso de los
valles agricolas de Puebla y la zona centro—norte del estado de Veracruz, donde

desde hace mas de 100 afios se ha empleado el agua superficial contaminada para
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riego. Ello ha ocasionado la acumulacion de metales pesados en los suelos
agricolas que luego son captados por las plantas e ingeridos por la poblacion a
través del consumo de los cultivos (Flores et al., 2012). Igualmente, Gomez-Alvarez,
Villalba-Atondo, Acosta-Ruiz, Castafieda-Olivares & Kamp (2004), encontraron
valores superiores a los limites maximos permisibles para Pb en un afluente
proveniente de una zona minera, aledafa al Rio San Pedro, con concentraciones
alrededor de 0.30 pg/mL. También se ha detectado una alta concentracién de
metales en el agua de rios cercanos a las descargas de aguas residuales de
ingenios azucareros (Mancilla et al., 2012), y cerca de las descargas de aguas
urbano -industriales como el Tanque Tenorio en San Luis Potosi (Montante-
Montelongo, 1998).

A pesar de que en México existen normas encaminadas a regular las
concentraciones de metales presentes en agua y suelos, los métodos que se
proponen para la remediacion incluyen solo métodos fisicoquimicos. Estos tienen
algunas desventajas como elevado costo y la generacion de lodos que deben ser
recuperados y confinados para evitar un posible dafio al medio, incrementando ain
mas el gasto econémico.

Debido a que el Pb es un importante problema de contaminacion a nivel mundial,
es deseable contar con métodos eficientes y amigables con el medio ambiente que
permitan remover el Pb del agua y disminuir el riesgo de exposicion y los efectos
sobre la salud de la poblacién.

Se ha demostrado que las plantas transformadas tienden a remover mas
eficientemente los metales. En este proyecto se cuenta con plantas completas
normales (N) y con la linea T12 que representan una opcidn interesante para
estudiar y determinar la maxima capacidad de remocion de Pb y determinar el papel
de los sistemas antioxidantes en sus mecanismos de tolerancia. Estas plantas
posteriormente podrian usarse en procesos de fitorremediacién de cuerpos de agua

contaminados con este metal.
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2.3 Hipotesis

Las plantas transformadas genéticamente tienen ventajas en su capacidad de
tolerancia a metales con respecto de las plantas no transformadas debido a que
poseen mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos eficientes lo cual
le permite reducir el estrés oxidativo generado por la exposiciéon a metales como el

plomo.
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lll. OBJETIVOS

3.10bjetivo general
Estudiar los mecanismos bioquimicos relacionados con la tolerancia al Pb en plantas

normales y transformadas de tule cultivadas en medios hidropoénicos.

3.2 Objetivos especificos

a) Establecer las condiciones de cultivo y propagacion de plantas de tule en
condiciones hidroponicas ex vitro.

b) Determinar la maxima concen tracion de Pb que pueden tolerar las plantas normales
y transformadas sin afectar su crecimiento y/o metabolismo (LD50).

c) Analizar la capacidad de remocion, acumulacion en la raiz y translocacion de Pb en
plantas expuestas a diferentes concentraciones del metal.

d) Estimar la participacion de las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y peroxidasa (PX), asi como los niveles de GSH en la tolerancia de las plantas
de tule al Pb.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparacion de soluciones para ajustar pH

4.1.1 Solucién de HCI 0.1 N

Se agregaron 3.08 mL de HCI concentrado a 950 mL de agua desionizada y se afor6
a 1L con agua desionizada.

4.1.2 Solucién de KOH 1.0 N
Se pesaron 14 g de KOH vy se disolvié en 90 mL de agua desionizada, se afor6 a 250

mL con agua desionizada.

4.1.3 Solucién de NaOH 0.1 N
Se pesaron 0.4 g de NaOH y se disolvieron en 90 mL de agua desionizada, se afor6 a
100 mL con agua desionizada.

4.2 Soluciones para lavado de material
4.2.1 Solucion de HNO3 al 10%
En un matraz volumétrico de 1 L se agregaron 100 mL de HNOs concentrado y

posteriormente se aforé con agua desionizada.

4.2.2 Solucién para lavado de tules
En un matraz volumétrico de 1 L se agregaron 5 mL de NaOCI concentrado comercial
y posteriormente se aforé con agua de la llave y se agregaron 5 gotas de jabdon liquido

antibacterial.

4.3 Soluciones para la prueba histoquimica de deteccion del gen GUS

4.3.1 Buffer de fosfatos (sédico) 1.0 M pH 7.0

Se prepararon por separado las siguientes soluciones:

Solucién A. Fosfato monobasico de sodio, Se pesaron 6.9 g de NaH2PO4 y disolvieron

y aforaron a 100 mL con agua desionizada.
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Solucion B. Fosfato dibédsico de sodio se pesaron 17.9 g de Na>HPOs-12H20, se

disolvieron y aforaron a 100 mL con agua desionizada. Se mezclaron las dos
soluciones y se verificé el pH a 7.0.

4.3.2 Buffer de fosfatos 0.1 M
Se colocaron 10 mL de buffer de fosfatos en un matraz volumétrico de 100 mL y se

aforé con agua desionizada.

4.3.3EDTA0.25M
Para 100 mL se pesaron 18.6 g de EDTA=Nazy se disolvieron y aforaron a 100 mL con
buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.0.

4.3.4 Ferrocianuro de potasio [KsFe(CN)s] 5mM
Para 50 mL se pesaron 0.823g de KzFe(CN)g, se disolvieron y aforaron a 50 mL con
buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.0.

4.3.5 Ferricianuro de potasio [K4Fe(CN)g] 5mM
Se pesaron 0.1056 g de KsFe(CN)s, se disolvieron y aforaron a 50 mL con buffer de
fosfatos 0.1 M a pH 7.0.

4.3.6 Triton al 10 %
Se midieron 10 mL de Tritdn-X100, se disolvieron y aforaron en matraz volumético a
100 mL con buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.0.

4.3.7 X-Gluc 40 mM
Se pesaron 5.2 mg de X-Gluc (acido 5-bromo-4 cloro-3 indoil-B-D glucurénico;
Phytotechnology Labs.) y se disolvieron en 250 uL de dimetilformamida (Sigma-
Aldrich) concentrada.
Para la cuantificacion de la actividad de la B-glucuronidasa, se realizé la mezcla de

reaccion como se indica en el siguiente cuadro:
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Cuadro 4. Reaccion para la deteccion histoquimica del gen reportero GUS

Buffer de fosfatos 1 M 100 100
EDTA0.25 M 40 10
KsFe(CN)s 5Mm 100 0.5
KsFe(CN)s 5mM 100 0.5
Tritébn 10% 10 0.1%
X-Gluc 40 mM 50 2.0
Agua desionizada 600
TOTAL= 1000

4.4Solucion para desorcion de Pb

4.4.1 Solucién de HNO3 0.042%

Se agregd agua desionizada en un matraz volumétrico de 1 L hasta la mitad
aproximadamente, luego se afadieron 420 pL de acido nitrico concentrado,

lentamente, dejando resbalar por la pared y finalmente se aforé con agua desionizada.

4.5Soluciones para cuantificacion de Pb
4.5.1 Solucién de HNO3 al 0.5% (v:v)
A 900 mL de agua desionizada se agregaron 5 mL de HNOzy se mezclaron y aforaron

a 1L con agua desionizada.

4.5.2 Curva de calibracion estandar de Pb

Para realizar la curva de calibracion estandar de Pb se utilizé una solucién patrén de
Pb a 1000 ppm y se prepararon soluciones estandar de 100 mL en matraces
volumétricos aforando con HNOz al 0.5% (v:v).

De esta solucion patron se preparo la “solucion estandar 1”a 100 ppm de Pb colocando

10 mL del patrén de 1000 ppm en matraz y aforando a 100 mL.
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De la anterior solucién, se realiz6 una dilucion 1 a 10 para obtener la “solucién estandar
2” a 10 ppm, tomando 10 mL y aforando a 100 mL.
A partir de estas soluciones se prepararon 100 mL de los estandares restantes como

se indica en el siguiente cuadro:

Cuadro 5. Preparacion de soluciones estandar para la curva de calibracion de Pb en
el espectrofotémetro de flama

0.1 1 2
0.3 3 2
0.5 5 2
1.0 10 2
3.0 3 1
5.0 5 1
10 10 1
15 15 1
30 30 1

4.6 Reactivos para extracciéon de proteinas y su cuantificacion

4.6.1 Buffer de fosfato de sodio y potasio 0.1 M, pH 7.0

Se prepararon por separado las soluciones Ay B.

Solucién A. Se pesaron 3.405 g de fosfato monobasico de potasio (KH2POs) se
disolvieron en suficiente agua desionizada y se aforaron a 500 mL.

Solucion B. Se pesaron 3.549 g de fosfato dibasico de sodio (Na;HPOadel reactivo, se
disolvieron en suficiente agua desionizada y se aforaron a 500 mL.

Para obtener el buffer a pH 7.0 se mezclaron disolvieron las soluciones en proporcion

1:1.5, respectivamente.
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4.6.2 Buffer de extraccién de proteinas (BEP)

Se utilizé buffer de extraccion cuya composicion se indica en el siguiente cuadro:

Cuadro 6. Preparacion de buffer de extraccion de proteinas (BEP)

Buffer de fosfatos 1. 0 M 996 mL 100
EDTA 0.166 M 4 mL 10
TOTAL= 1000 mL

Antes de realizar la extraccion agregar la cantidad necesaria de PVP para una
concentracion del 2% (p/p) (0.01 g/0.5 g de tejido vegetal) y disolver en el volumen
deseado de buffer.

4.6.3 Reactivo de Bradford

Se pesaron 100 mg de azul de Coomassie G-250 y se colocaron en un matraz
volumétrico de 1 L, se agregaron 50 mL de etanol absoluto y 100 mL de acido fosférico
(en ese orden) y se mantuvo en agitacion hasta su disolucion. Se aforé con agua
desionizada y se filtré con filtro de papel Whatman No.1. Se almacend en un frasco

ambar en refrigeracion.

4.6.4 Albumina de suero bovino fetal (BSA) 1 mg/mL
Se pesaron 50 mg de BSA (Sigma- Aldrich), se colocaron en matraz volumétrico de 50

mL, se disolvié y aforé con BEP. Se almacend en refrigeracion.

4.7Reactivos para la determinacion de la actividad de la SOD

4.7.1 Buffer de carbonatos 0.1 M a pH 10.2

Se prepararon por separado las soluciones A y B. Para obtener un pH de 10.2 se
disolvieron 17 mL de la solucién A y 27.6 mL de la soluciéon B se aforé con agua
desionizada a 1L.

Solucién A. Bicarbonato de sodio (NaHCOz3) 0.1M
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Se pesaron 8.4 g del reactivo y se disolvieron en suficiente cantidad de agua para
posteriormente aforar a 100 mL.

Solucién B. Carbonato de sodio (Na2COs) 0.1M

Se pesaron 10.6 g del reactivo y se disolvieron en suficiente cantidad de agua para
posteriormente aforar a 100 mL.

4.7.2 L-metionina 0.1 M
Se pesaron 0.149 g de L-metionina y se agregaron a un vaso de precipitado, se
afiadieron 3 mL de agua desionizada, se agit6 hasta disolver completamente y se llevo

a un volumen final de 10 mL.

4.7.3 Azul de nitrotetrazolium (NBT) 0.01 M
Se pesaron 8.17 mg del reactivo, se disolvieron y aforaron a 1 mL con agua

desionizada.

4.7.4 Riboflavina 0.01 mM

Se prepar6é un estandar a 1 mM, con 3.76 mg de riboflavina disueltos en agua
desionizada el cual se almacenoé a 4°C al abrigo de la luz hasta su uso. La solucion de
trabajo a 0.01 mM se prepar6 antes de iniciar las pruebas con 10 pL del estandar de

B2 1mM y aforando a 10 mL con agua desionizada.

Cuadro 7. Buffer de reaccién para la determinacién de la actividad de la SOD

Buffer de carbonato 1.0 M 500
L-metionina 0.1 M 120
NBT 10 mM 10
Riboflavina 10 uM 100
Muestra / Blanco 270
TOTAL= 1000
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4.8Reactivos para la determinacion de actividad de CAT

4.8.1 Buffer de fosfato de sodio y potasio 0.1 M, pH 6.5

Se prepararon por separado las soluciones Ay B.

Solucién A. Fosfato monobésico de potasio (KH2PO4). Se pesaron 3.405 g
Solucién B. Fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4). Se pesaron 3.549 g del reactivo
Ambos se disolvieron en suficiente agua desionizada y se aforaron a 500mL.

Se mezclaron las soluciones en proporcién 1:1.5, respectivamente.

4.8.2 H,0,120 mM

Se midieron y disolvieron 136 pL de H>O. al 30% en 10 mL de agua desionizada.

Cuadro 8. Reaccion para la determinacion de la actividad de la CAT

Buffer de fosfatos (Na-K) 0.1 M, pH 6.5 1mL

Extracto protéico (50 pg/mL) 2 mL 2 mL
H202120 mM 1mL
TOTAL= 3 mL 3 mL

4.9 Reactivos para la determinacion de actividad de POX

4.9.1 Buffer citrato-fosfato 50 mM a pH 5.0

Para preparar 100 mL de solucion se pesaron 0.365 g de acido citrico y 0.593 g de
Na2HPOs4, se disolvieron en 40 mL de agua desionizada por separado, después se
mezclaron y se ajusto el pH a 5.0, finalmente se afor6 a 100 mL. Se filtr6 y almacend

a 4°C hasta su uso.
4.9.2 H,0,5 mM

Se disolvieron 51 pL de la solucion de H202 al 30% en agua desionizada y se llevaron
a 10 mL.
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4.9.3 ABTS5mM
Se pesaron 5.48 mg por cada mililitro a preparar y se disolvié en agua desionizada. Se
almacend a -20°C hasta su uso, manteniéndose al abrigo de la luz y evitando ciclos de

congelacién-descongelacion.

Cuadro 9. Buffer de reaccion para la determinacion de la actividad de la POX

Buffer citrato-fosfato, 50 mM pH 5.0 200
ABTS 10mM 100
H2025 mM 100
Agua desionizada 550
Muestra / Blanco 50
TOTAL= 1000

4.10 Reactivos para la cuantificaciéon de GSH total (kit de deteccion colorimétrica
(Invitrogen No. EIAGSHC)

4.10.1 Reactivo de color

Para 192 reacciones se disolvieron 500 pL del reactivo de color proporcionado en el
kit en 4.5 mL de buffer de ensayo (Kkit).

4.10.2 Acido 5-sulfosalicilico (ASS) al 5% (P/V)
Se pesoé 1 g de acido 5-sulfosalicilico dihidratado, se disolvidé en agua desionizada y

se aforé a 20 mL.

4.10.3 Solucién de dilucion (ASS) al 1% (v/v)
Se disolvieron 10 mL de ASS al 5% en 40 mL del buffer de ensayo y se mezclaron
vigorosamente. Se verific que el pH fuera mayor a 6.0 y se almaceno en refrigeracion.

Esta solucién debe almacenarse por un mes maximo.
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4.10.4 Preparacion de curva de calibracion estandar

Para el estandar No. 1, a concentracion de GSH total de 25 pM, se colocaron 475 pL
de la solucion de dilucién (ASS 1%) en un tubo de ensaye y se afadieron 25 L del
estandar de GSSG 250 uM para una medicion indirecta de GSH (1 GSSG = 2 GSH).
Posteriormente se hicieron cinco diluciones seriadas 1:2, con 250 pL de solucion de
dilucion y 250 pL de la solucion estandar correspondiente.

Asi los estandares de calibracion fueron: 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 y 0.781 250 pM
de GSH total.

4.10.5 Preparacion de mezcla de reaccion

Se agito perfectamente cada una de las soluciones proporcionadas en el kit.

Para 192 reacciones se colocaron 500 uL de NADPH concentrado, mas 500 pL de
Glutation Reductasa concentrada en un tubo con 4 mL de solucion de dilucion y se
mezclaron perfectamente en vortex. Esta se almacend en refrigeracion a 4 °C por no

mas de dos dias.

Cuadro 10. Reaccion para la determinacion concentracion de GSH total

Muestra / estandar 50

Reactivo de color 25

Mezcla de reaccion 25
TOTAL= 100

4.11 Soluciones para preparacion de medios

4.11.1 Soluciones para medio Murashige y Skoog (MS)

Solucion 1. CaCl»*2H>20, 22 g disueltos en 50 mL de agua desionizada.

Solucion 1. MgS047H20, 9.25 g; KH2PO4, 4.25 g disueltos en 250 mL de agua
desionizada.

Solucion lll. FeS0O4+7H20, 0.557 g; Na2EDTA+2H-0, 0.744 g disueltos en 100 mL de

agua desionizada.
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Solucion IV. MnSO4°H20, 1.54 g; ZnS04*7H20, 0.86 g; H3:BO3 0.62 g, Kl 0.083 g,
NaMoO42H>0, 0.025¢g; CuS04+5H>0 0.0025 g; CoCl>*6H>0 0.0025 g disueltos en 100
mL de agua desionizada.

Solucién V. Glicina 0.05 g, piridoxina HCI 0.0125 g, tiamina HCI 0.0025 g, mio-inositol
2.5 g y acido nicotinico 0.0125 g disueltos en 250 mL de agua desionizada.

Las soluciones se filtraron y almacenaron a 4°C, excepto la V, que se almacené a -
20°C.

4.11.2 Reguladores de crecimiento vegetal (RCV)
4.11.2.1 Acido indol 3-acético (AlA), Img/mL)

Se disolvieron 50 mg de AIA en 10 mL de KOH 1 Ny se aforaron a 50 mL con

agua desionizada.

4.11.2.2 Bencil Amino Purina (BAP), 1 mg/mL

Se disolvieron 50 mg de BAP en 10 mL de HCI 1 N y se aforaron a 50 mL con agua

desionizada.

4.11.3 Soluciones para medio hidroponico modificado

Para preparar las siguientes soluciones la cantidad que se indica a continuacion se
disolvié y aforé con agua desionizada en matraz volumétrico de 100 mL.

Solucion de KNO3, 2M. 20.2 g de KNOs.

Solucién de Ca(NOs3), 2M. 47.2 g de Ca(NO3)-4H20.

Solucion de NHsNO3, 1M. 8 g de NH4NO:s.

4.11.4 Solucién estandar de Pb a 300 mg/mL (300,000 ppm)

El peso molecular del compuesto es 331.20 g/mol y el del Pb es 207.2 g/mol el Pb, es
decir, solo el 62.56% de la masa del compuesto es Pb, por lo que se tiene un 37.44%
faltante que se debe agregar.

Para preparar 100 mL de estandar se pesaron 47.95 g de Pb(NO3). y se disolvieron'y

aforaron con HNOs al 0.5 % en matraz volumétrico de 100 mL
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4.12 Preparacion de medios de cultivo

4.12.1 Medio MS sdlido

Para preparar 1L de se afiadieron a un recipiente aproximadamente 800 mL de agua
desionizada y se agregaron 1 mL de solucién I, 10 mL de solucién 1l, 5 mL de solucion
lll, 1 mL de solucién IV y 10 mL de solucién V. Luego se disolvieron 1.9 g de KNO,
1.65 g de NH4NO3 y 30 g de sacarosa, se ajusto el pH a 7.0 con KOH 1N o HCI 1.0 N
y se afor6 a 1 L. Finalmente se agregaron 8.4 g de agar (Phytotechnology Lab), se
fundié y se vacié el medio en frascos. Los frascos con medio se esterilizaron en
autoclave a 120°C y 15 Ib/pulgada? por 20 min. Se verificé en uno de los frascos que
el pH final fuera de 5.7. Posteriormente, los frascos se sellaron con vitafiim y
almacenaron hasta su uso.

4.12.2 Medio MS liquido

El medio se preparé como se indica en el apartado anterior pero no se afiadio el agar.
Se vacié en matraces (previamente lavados con HNOz al 10%) sellados con doble hoja

de papel aluminio y se esterilizé en autoclave.

4.12.3 Medio MS con AIA y BAP semisolido

Para preparar 1L de medio se afiadieron los reactivos y soluciones como se indica en
la preparacion de medio MSy posteriormente se agregaron 2 mL de la solucién stock
de AIA y 0.1 ml de la solucién stock de BAP. El pH se ajusté a 7 con KOH 1N y se
agregaron 4.2 g de Agar Plant (Phytotechnology Labs), se fundié y vaci6 y finalmente

se esterilizo en autoclave. El pH final el medio fue 5.7.

4.13 Medio hidropoénico

4.13.1 Medio de mantenimiento de tules

Se utilizé el medio hidropdnico comercial en polvo de la marca Hydroenvironment.

Se agregaron 1.5 g por litro de medio (pH inicial, de 6.8) y se ajusté con HCI 0.1N hasta
5.7.
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4.13.2 Medio modificado

Para preparar 1 L de medio se agreg6 a un recipiente aproximadamente 800 mL de
agua desionizada y posteriormente 2.5 mL de la solucion de KNO3z, 2.5 mL de la
solucién de Ca(NOs3) y 1 mL de la solucion de NH4sNOs. Las concentraciones en el
medio fueron 5, 3 y 1 mM respectivamente.

4.13.3 Medio con diferentes concentraciones de exposicion a Pb

Para los experimentos de exposicion a Pb se utilizé el medio modificado y se agregé
Pb como nitrato Pb(NO3)a.

Se afadieron 0.33, 0.93 y 1.33 mL por litro de medio Hoagland modificado para tener
100, 250 y 400 ppm, respectivamente. Se agrego una gota de HNO3 concentrado para
disminuir el pH y luego se ajust6 el pH a 5.7 con KOH 1.0 M, una vez ajustado el pH,
se afor6 a 1 L con agua desionizada.

4.14 Lavado de material

Los frascos de conserva se lavaron con agua corriente y detergente comercial, se
enjuagaron, se dejaron secar y se colocaron en una estufa a 200°C durante 2 horas.
Los matraces se lavaron de la misma manera y después se sumergieron en una
solucion de HNO3z al 10% durante 24 horas, se enjuagaron con abundante agua
corriente y posteriormente con agua desionizada. Se cubrieron con doble hoja de papel
aluminio cuidando que llegara debajo de la mitad del matraz y que no quedaran bordos
gue pudieran permitir el flujo de aire del exterior al interior.

Las tapaderas de los frascos de conserva se lavaron con detergente comercial, se
enjuagaron y posteriormente se dejaron sumergidas en una solucién de NaOCI al 1%
durante 24 horas. Se dejaron secar al aire libre.

Todo el material de vidrio se esterilizé en autoclave a 120°C y 15 Ib/pulgada? durante
20 minutos. ElI material se protegié del polvo almacenandose en bolsas de plastico.
Los contenedores de plastico para los cultivos hidropénicos se lavaron con detergente

comercial y se enjuagaron antes de su uso y cada vez que se cambié el medio.
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4.20 Determinacion de la dosis de Pb en cultivos hidropénicos de tule
Plantas de tule normales y transformadas de aproximadamente 50 cm de altura de
tallo se colocaron en palanganas conteniendo 2 L de medio hidropénico modificado

con 0, 100, 250y 400 ppm de Pb, pH 5.7. En estos cultivos se evaluaron cada 2 dias,
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durante 12 dias, los siguientes parametros: a) longitud de tallo y de raiz, la cual se
realizé con la ayuda de un flexbmetro; b) presencia de clorosis de forma cualitativa,
considerando de 0 a 1 cuando las plantas tienen un color verde intenso, de 1 a 1.5
cuando son verde claro, de 2 a 2.5 cuando presentan color amarilloy de 3 a 3.5 cuando

tienen evidente oxidacion.

4.21 Cuantificacion de peso fresco y seco

Para calcular el valor del peso fresco, el material vegetal se secO sobre papel
absorbente hasta que se observé que ya no habia humedad sobre el papel. La planta
completa se coloco dentro de una probeta y posteriormente se obtuvo su peso en
balanza granataria. Se registro el peso fresco (PF) tarando el peso de la probeta. Este
parametro se midi6 al inicio (dia 0) y al final del experimento (dia 12).

El peso seco se midio después de secar el material vegetal en horno a 80°C durante
48 horas hasta que alcanzo un peso constante (PS) Se registro el peso seco a tiempo

inicial y final (0 y 12 dias).

4.22 Concentracion de clorofila, pH y temperatura
Se tomaron tres muestras de tejido fresco, (200 mg aproximadamente) y se maceraron
en mortero con 5 mL de acetona fria al 80% en H2O (v:v). Se centrifugaron a 2096 g
durante 4 minutos. Se separo el sobrenadante y se aforé a 10 mL con acetona al 80%.
Se cuantifico la absorbencia a 663, 645 y 662 nm en el espectrofotometro Nanodrop
2000.
La clorofila total se calculé como:

Clorofila total = 27.8 X Absorbancia a 652 nm
Y para calcular la concentracién en mg/100 g de tejido fresco:

Cv100
1000 P

Clorofila (mg/100 mg de tejido) =

Donde
C = Concentracién (mg/L)

V = Volumen de aforo (mL)
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P = Peso de la muestra
1000 = Factor de conversion de mg/L a mg/mL

El pH se midié cada 2 dias a partir del tiempo 0. Se utilizé un potenciometro marca
DENVER INSTRUMENTS, Modelo UB-10. El potenciémetro se calibré cada vez que
se realiz6 la medicion.

Se midi6é también la temperatura sumergiendo en el medio un termémetro de mercurio.

4.23 Cuantificacion de plomo Pb en el medio y en tejido vegetal

Para asegurar que el Pb cuantificado correspondiera solo al internalizado se realiz6
una desorcion de las paredes de las raices utilizando HNOz al 0.042% en una relacion
de 3 mL por cada 0.5 g de peso fresco de raiz.

El tejido se mantuvo en agitacion por una hora y posteriormente se retird. La solucion
de desorcion y el tejido se trataron de la forma correspondiente, como se describe a
continuacion.

Para cuantificar el plomo en el medio, se tomaron muestras de 10 mL de cada
palangana y cada tratamiento. Se acidificaron con 3 uL/mL de HNO3 concentrado y se
filtraron con membranas HDPE (0.22 pM de diametro de poro). Las muestras se
almacenaron en frascos de HDPE.

Para determina el Pb en el tejido vegetal se pesaron 20 mg de material seco y se
afiadio 1 mL de HNO3z concentrado y se mantuvieron en frascos HPDE protegidos de
la luz y el polvo durante cinco dias a 25°C. Para optimizar la degradacion del material
organico, la digestion acida se extendié 24 h con la adicién de 400 uL de H202 (30%
v:v) a 25 °C. Finalmente, el volumen se ajusté a 5 mL con agua desionizada.

La concentracion de Pb en el medio y en el tejido se analizd utilizando un
espectrofotometro de absorcion atomica de flama de aire:acetileno (Varian-SpectrAA
3110, Palo Alto, CA). El control de calidad del analisis se realiz6 cuantificando el metal

en una muestra de agua de referencia (control interno de laboratorio).
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4.24 Cinética de remocion de Pb

Para la realizacion de este experimento se utilizé en el medio una concentracion de 40
y 400 ppm de plomo. Se colocaron cinco plantas normales o de la linea T12 en cinco
palanganas con 2 L de medio de Hoagland modificado. Se colectaron cinco plantas a
los tiempos 0, 2, 4, 6 y 8 dias. Se separé el 50% de la biomasa de raices y tallos y se
congeld inmediatamente en nitrégeno liquido para cuantificar posteriormente las
actividades enzimaticas. El 50% restante se congel6 y almacen6 a -20 °C para la
cuantificacion de Pb.

4.25 Obtencion de los extractos enziméticos

Después de realizar el muestreo el tejido se peso y almaceno en nitrogeno liquido en
paquetes de 0.5 g hasta su uso. Al momento de la realizacion del extracto todos los
materiales y reactivos se utilizaron frios. Las muestras de tejido vegetal se
homogenizaron en mortero con 3 mL de buffer de extraccion BEP y se sometieron a
tres ciclos de sonicacion de un minuto y un minuto de descanso a una amplitud de
60%. Se recupero la muestra total en tubos cénicos de 15 mL y el volumen se ajustd
a 3 mL. Las muestras se centrifugaron en refrigeracion a 4 °C y el sobrenadante se
almacend a 4°C por no mas de un dia para la determinacién de las actividades

enzimaticas.

4.26 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para la cuantificacion se mezclaron 65 pL de muestra (problema, estandar o blanco),
265 uL de BEP y 670 pL de reactivo de Bradford y se incub6 a temperatura ambiente
por 10 minutos para posteriormente leer la absorbancia a 595 nm.

Para realizar la curva de calibracién con BSA, a partir del estandar de BSA a 1 mg/mL
se realizaron siete diluciones seriadas 1:2 en microtubos de 2 mL utilizando una
micropipeta de 1000 pL. Primero se colocaron 750 puL mL de BEP en cada tubo. Para
la primera dilucién se tomaron 750 pL del estandar inicial (1 mg/mL) y se mezclaron

con ayuda de la pipeta. De esta primera dilucion se tomaron 750 pL y se mezclaron en
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el siguiente tubo con BEP, y asi sucesivamente para tener 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625,
0.03125, 0.0156 y 0.0078 mg/mL de proteina.

La concentracién de las muestras se calculé por interpolacion con la curva de
calibracién de BSA diluida en BEP vy utilizando la ecuacion de la recta. Cada medicion
se realizo por triplicado, verificando los parametros de linearidad y repetibilidad. Cada
vez que se cuantificaron las proteinas en las muestras se realiz6 la curva de

calibracion.

4.27 Cuantificacion de la actividad antioxidante
La concentracion de proteina total de todas las muestras se ajustdé a 50 pg/mL y

posteriormente se midio la actividad de cada enzima.

4.27.1. Actividad de la superoxido dismutasa (SOD)

Para esta determinacion se utilizé el método fotoquimico de Giannopolitis & Ries
(1977). La mezcla de reaccion se realiz6 como se indico previamente.

Todas las muestras, incluyendo los blancos se prepararon por duplicado, una fue
almacenada y protegida de la luz y la otra expuesta a iluminaciéon con lamparas
fluorescentes de 25W por 7 minutos. Después de este tiempo de incubacion se realizo
la medicion de la absorbancia a 560 nm de ambas muestras.

Para obtener la actividad especifica (A. E.) de esta enzima se emplearon las siguientes

ecuaciones:

Ablanco iluminado — (Amuestra - Ablanco no iluminado)

%Inhibicion = X 100

Ablanco iluminado

Donde V corresponde a la absorbancia del blanco iluminado y v a la absorbancia de la

muestra menos el blanco no iluminado.
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4.27.2 Actividad de la catalasa (CAT)

La actividad total de la CAT se midié segun el método de Hodges & Forney (2001). Se
utilizaron 2 mL el extracto proteico y la reaccién se inicié con 1 mL de H202 120 mM.
Para el blanco se colocaron 2 mL de extracto a 50 pg/mL y 1 mL de buffer de fosfatos
y se midi6 la absorcion. La actividad se determind midiendo la descomposicién de H>.O2
a 240 nm, tomando lecturas a tiempo cero y posteriormente cada 15 segundos hasta

llegar a los 60 segundos.

4.27.3 Actividad de la peroxidasa (POX)
Se utilizé el método descrito por Condori (2008) realizando la reaccion como se indico
anteriormente y se midio la absorbancia a 414 nm tomandose ésta como tiempo cero

y la final a los tres minutos.

La actividad para CAT y POX se obtuvo segun la ecuacion:
U ( AAbs )(1)( Vroral )
~ \t(min)/ \e/ \Vextracto
Donde U= Unidad de actividad total
AAbs = Incremento de la absorbancia (Abs tfinai (min) — AbS tomin)
€= 26.6 mM-icm?para POXy 39.4 mM~*cm™para CAT
VtotaL= Volumen final de la reaccion

Vextracto= Volumen de extracto utilizado para la reaccion

La actividad enzimatica especifica (A. E.) para todas las enzimas se calcul6 como:

U

AE = -
mg de proteina
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4.27.4 Cuantificacion de glutatiéon (GSH) total
Para esta determinacion se ajusté la concentracion a 15 g de proteina en 50 pL de

buffer SSA 1%, esperando obtener una absorbancia de alrededor de 0.1 U. A. a 405
nm.

La reaccion se realiz6 como se mencion6 previamente, utilizando una placa de 96
pozos. Se mezcldé dando ligeros golpes y se incubd a temperatura ambiente por 20
minutos. Como blanco se utiliza la solucion de dilucion (SSA1%).
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VI. CONCLUSIONES

1. Selogré la adaptacion exitosa ex vitro en medio hidropdnico comercial de las
plantas de tule N y linea T12 regeneradas in vitro.

2. Fue necesario usar medios modificados para evitar la precipitacion del Pb a
las concentraciones de 100, 200 y 400 ppm.

3. El crecimiento de la raiz y tallo de plantas N y linea T12 disminuyo a partir
del dia 8 debido aparentemente a una deficiencia de nutrientes mas que a la
presencia de Pb.

4. La maxima concentracion de Pb tolerada por las plantas N y linea T12 fue a
400 ppm.

5. El mecanismo de captacion de Pb en plantas N y T12 fue por rizofiltracion.

6. La maxima acumulacion de Pb en la raiz fue de 53,430 ppm en plantas N y
39,740 ppm en la linea T12.

7. Se observo una importante reduccion en el pH del medio en presencia de Pb
lo que sugiere que las plantas estan excretando acidos organicos como
mecanismo de defensa.

8. Las plantas N y T12 fueron capaces de bioacumular en sus tejidos 387 ppm
y 272 ppm, respectivamente.

9. La linea T12 translocé 3.8 y 1.4 veces mas metal que las plantas N en
presencia de 40 y 400 ppm, respectivamente.

10.La exposicion a Pb indujo una mayor actividad de SOD, CAT y GSH en las
raices de plantas N expuestas a Pb con relacién al control, en tanto que en
los tallos solo aumento el GSH.

11. En las raices de la linea T12 expuestas al metal, aumentaron los niveles de

SOD y GSH, mientras que en los tallos solo se increment6 el GSH.
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VIl. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos consideramos que el trabajo abre una

amplia gama de posibilidades para estudios futuros, entre los cuales podemos citar

los siguientes:

Utilizar buenas practicas agrondmicas para establecer las condiciones de
cultivo optimas (nutrientes, iluminacion, pH y temperatura) a fin de
incrementar la biomasa de las plantas de tule y con ello promover la

translocacion de metal a las partes aéreas.

Evaluar la capacidad de remocion de tule bajo condiciones ambientales

reales.

Estudiar la supervivencia y capacidad de remocion del tule ante una

combinacién de contaminantes.

Identificar los genes involucrados en la tolerancia al Pb para utilizarlos como

una herramienta de ingenieria genética.

Evaluar la capacidad de tule en la acumulacidon de metales de interés

comercial (biomineria).

Establecer el procedimiento de compostaje adecuado (post-cosecha) de la

biomasa residual de tule.

Evaluar la capacidad de produccion de subproductos de interés comercial,

como energia térmica, syngas o la recuperacion de los metales acumulados.
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IX.  ANEXOS

9.1 Tratamiento de residuos con Pb

A los residuos liquidos se adiciona Ca(OH), hasta observar que la solucion se torna
turbia, esta mezcla se coloca en un recipiente de boca ancha cubierta con una malla
y se coloca en un sitio al aire libre hasta que se evapore totalmente el liquido.

Los residuos vegetales se recolectan y secan.

Una vez secos, ambos residuos se almacenan en recipientes rigidos etiquetados
segun los lineamientos de la Subcomision Mixta de Higiene y Seguridad de la
Facultad de Ciencias Quimicas.
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X.  GLOSARIO

Absorcién: Es un proceso fisico donde atomos, iones o0 moléculas pasan de una
primera fase a otra, incorporandose al volumen de la segunda.

Adsorcion: Es un proceso fisico donde dtomos, iones o moléculas son retenidos
en la superficie de un material.

Apoplasto: Espacio extracelular periférico de las células vegetales por el que fluyen
agua y otras sustancias.

Biodisponibilidad: Caracteristica de un metal que depende de la especie que se
encuentra en el medio y que le permite ser captado por un organismo.

Bioacumulacién: Proceso de acumulacion de sustancias quimicas en organismos
vivos de forma que estos alcanzan concentraciones mas elevadas que las
concentraciones en su medio o en los alimentos.

Compartimentalizacion: Aislamiento y acumulacion de un metal en un sitio del
tejido vegetal donde no hay efectos toxicos para la planta.

Eflujo: Mecanismo de transporte que requiere gasto de energia y disminuye la
concentracion de una sustancia en el interior celular.

Exudados: Cualquier sustancia secretada a través de los tejidos de las plantas.
Floema: Tejido conductor de una planta que se ocupa del transporte de nutrientes
de la parte aérea fotosintética y autétrofa hacia las partes basales

subterraneas, no fotosintéticas.

Hidroponia: Método utilizado para cultivar plantas usando disoluciones minerales
en vez de suelo agricola.

Quelacién: Formaciéon de complejos con iones metalicos y un compuesto con dos
o mas ligando. Proceso que disminuye la toxicidad de los metales
pesados.

Tolerancia a metales: Capacidad natural heredable de una especia para sobrevivir
y reproducirse en sitios con alta concentracion de metales.

Xilema: Tejido vegetal lignificado de conduccién que suministra agua, sales
minerales y otros nutrientes desde la raiz hasta las hojas de las plantas.
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