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RESUMEN

El cadmio (Cd) es un metal pesado utilizado en diferentes procesos industriales, que
ha sido clasificado como un contaminante prioritario debido a su alta toxicidad. La
fitoremediacion mediada por plantas de Typha, se ha propuesto como una alternativa
para la eliminacion del Cd del ambiente. Previamente se aisl6 a Pseudomonas
rhodesiae GRC140, una bacteria productora de auxinas, que ha mostrado incrementar
la tolerancia a Cd en Arabidopisis thaliana. Este efecto podria ser consecuencia de las
auxinas producidas por la bacteria, por lo cual el objetivo de este trabajo fue determinar
el efecto de P. rhodesiae GRC140, del acido indol acético (AIA) exdgeno y de las
auxinas producidas por P. rhodesiae GRC140 en el crecimiento y la fitoacumulacion
de Cd en plantas de T. latifolia. Se observé que P. rhodesiae GRC140 produce AlA a
través de rutas dependientes del L-Triptéfano. Al investigar el efecto de P. rhodesiae
GRC140, AIA exoégeno y del extracto de auxinas en el crecimiento de T. latifolia, se
encontré que P. rhodesiae GRC140 aumenta la longitud del sistema radical, el AIA
exogeno favorece la formacion de raices mientras que el extracto de auxinas
incrementa el crecimiento de brotes en T. latifolia. También se evalud la
fitoacumulacion de Cd en plantas de T. latifolia crecidas en hidroponia y se encontro
que P. rhodesiae GRC140 aumenta la translocacion de Cd a los brotes mientras que
el AIA incrementa la acumulacién de Cd en las raices de las plantas. Estos resultados
indican que el crecimiento y la capacidad de fitoextraccion de Cd en T. latifolia puede

favorecerse por P. rhodesiae GRC140 y la aplicacion exdgena de AlA.

Palabras clave: Fitoremediacion; metales pesados; hidroponia; BPCV
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ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a heavy metal used in different industrial processes, which has been
classified as a priority pollutant due to its high toxicity. Phytoremediation by Typha
plants has been proposed as an alternative for removing Cd from the environment.
Previously, we isolated Pseudomonas rhodesiae GRC140, an auxin-producing
bacterium that increased Cd tolerance in Arabidopsis thaliana. This effect could be a
consequence of the bacterial auxins, so this work aimed to determine the effect of P.
rhodesiae GRC140, exogenous indole acetic acid (IAA), and auxins produced by P.
rhodesiae GRC140 on growth and phytoaccumulation of Cd by T. latifolia plants.

The effect of P. rhodesiae GRC140, exogenous IAA, and auxin extract on the growth
of T. latifolia was investigated. The results showed that P. rhodesiae GRC140
increases root system length, exogenous AIA favors root formation while, auxin extract
increases shoot growth in T. latifolia. Cd phytoaccumulation was evaluated in T. latifolia
plants grown in hydroponics, the analysis of the cadmium accumulation revealed that
P. rhodesiae GRC140 increases Cd translocation to shoots while AIA increases Cd
accumulation in plant roots. These results show that the growth and Cd phytoextraction
capacity of T. latifolia may be enhanced by P. rhodesiae GRC140 and the exogenous

application of AlA.

Keywords: Phytoremediation; heavy metals; hydroponic; PGPB
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1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacion con metales pesados

La contaminaciéon por metales pesados es un problema que se ha incrementado
en los Ultimos afios, se ha estimado que existen alrededor de 5 millones de sitios
contaminados con metales pesados y metaloides en el mundo (Liu et al., 2018).
Algunos metales pesados como el cobre (Cu), zinc (Zn) y cobalto (Co) son
micronutrientes esenciales por lo que son requeridos por los organismos a niveles
traza. Sin embargo, algunos otros como el plomo (Pb), mercurio (Hg), arsénico (As) y
cadmio (Cd) no cumplen con funciones biolégicas conocidas por lo que su presencia

en el ambiente representan una seria amenaza para los seres vivos (Wani et al., 2017).

En México, se ha reportado la presencia de niveles elevados de metales
pesados toxicos en diferentes regiones del pais debido a un aumento de las
actividades mineras, metallrgicas e industriales (Covarrubias y Pefia-Cabriales,
2017). Ochoa-Jiménez et al. (2016) indican que en el agua del Rio Hondo y la Bahia
de Chetumal en Quintana Roo presentaban concentraciones de Pb y Hg, superiores a
los limites maximos permisibles establecidos por la legislacion mexicana. Por otra
parte, Rojas-Mayorquin (2011) encontrd niveles elevados de hierro (Fe), manganeso
(Mn), silicio (Si), titanio (Ti), Hg y Pb en los sedimentos de la cuenca del rio San Pedro
en Nayarit, que tienen origen en los vertidos existentes en los municipios de Ruiz y
Tuxpan.

En el estado de San Luis Potosi se ha demostrado la presencia de altas
concentraciones de Pb, As, Cd, Zn y Cu en el suelo superficial de los municipios de
Villa de la Paz y Matehuala, asi como en las zonas urbanas y suburbanas de Villa de
la Paz (Razo et al., 2004; Téllez-Hernandez, 2009). Este incremento esta asociado
principalmente a las actividades que se desarrollan en los diferentes usos de suelo

(urbano, agricola e industrial) (Lopez-Alvarez 2012).



1.1.1. Contaminacién con cadmio y efecto en organismos

El Cd es un elemento que se encuentra en la corteza terrestre a concentraciones entre
0.01 - 1 mg/kg en forma de minerales de sulfuro de cadmio (greenockita y hawleyita),
carbonato de cadmio (octavita), 6xido de cadmio (monteponita), y asociado a
minerales de Zn y Pb (Moiseenko y Gashkina, 2018; Kubier et al., 2019). Sin embargo,
su presencia en el ambiente se ha incrementado considerablemente debido a
diferentes fuentes antropogénicas, ya que se genera como subproducto al fundir Zn,
Cu, Pb, y es utilizado en diferentes procesos industriales (Kubier et al., 2019; Yuan et
al., 2019).

En afos recientes, se ha incrementado el estudio de los niveles de Cd en suelos,
ambientes acuaticos y sedimentos debido a que es un contaminante persistente, que
tiende a incorporase a la cadena trofica, y ser toxico para la mayoria de los organismos
a bajas concentraciones (Yuan et al., 2019).

En los seres humanos la exposicion crénica a Cd se ha relacionado como
causante de hepatotoxicidad (Hyder et al., 2013), enfermedades cardiovasculares
(Tellez-Plaza et al., 2013), renales (Orr y Bridges, 2017), respiratorias (Bouley et al.,
1977), afectaciones al sistema 6seo y nervioso (Lim et al., 2016). Ademas, el Cd ha
sido relacionado como agente causal en el desarrollo de cancer de pulmén, higado,
préstata, mama y endometrio (Hartwig, 2010; Filipic, 2012).

En las plantas, el Cd disminuye el crecimiento general, produce alteraciones
estructurales en hojas, modificaciones en el crecimiento de las raices primarias e
inhibicion en la formacion de raices laterales y adventicias debido a diferentes
alteraciones bioquimicas (El Rasafi et al., 2020). Por este motivo, la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) lo ha clasificado como un

contaminante prioritario (Permana y Akbarsyah, 2021).



1.2. La fitorremediacion como una técnica para la eliminacion de metales
pesados
Con la finalidad de disminuir los niveles de metales pesados y metaloides en diferentes
sitios contaminados se han desarrollado diferentes métodos fisicos y quimicos que
pueden resultar ineficientes y costosos (Wani et al., 2017). Sin embargo, la
fitorremediacion es una técnica mediada por plantas y por los microorganismos
asociados a ellas, que se utiliza para remover, degradar o inmovilizar contaminantes
organicos e inorganicos de suelos y cuerpos de agua contaminados (Shah y Daverey,
2020).
La eficacia de la fitoremediacion depende de factores como la biodisponibilidad
y especiacion de los metales pesados en el suelo o cuerpo de agua y de las especies
vegetales utilizadas para tal propdsito (Ali et al., 2013).
De acuerdo a Yan et al. (2020), las plantas adecuadas para la fitoremediacion
deben presentar las siguientes caracteristicas:
e Alta tasa de crecimiento
e Alta produccién de biomasa
e Alta tolerancia a los efectos téxicos de los metales pesados
e Una buena adaptacion a condiciones ambientales

e Una alta capacidad de acumulacion de metales

1.2.2 Género Typha
El género Typha es miembro de la familia de las Typhaceae; este género incluye a 24
especies de plantas perennes, monocotiledéneas, con una estructura vegetativa que
sobresale del agua y con un sistema radicular arraigado al sedimento (Curt-Fernandez
de la Mora, 2005; Alonso-Castro et al., 2009). Son plantas cosmopolitas, pero en
América del norte T. domingensis, T. angustifolia y T. latifolia son las especies mas
comunes (Zhang et al., 2008).

Las plantas pertenecientes a estos géneros son encontrados de manera natural
en cuerpos de agua, incluyendo humedales contaminados por xenobiéticos téxicos

como pesticidas organicos (Moore et al., 2013), hidrocarburos aromaticos policiclicos



(Latif et al., 2013) y metales pesados (Carranza-Alvarez et al., 2008; Klink et al., 2013;

Maleva et al., 2019; Minkina et al., 2021). En este sentido, estudios previos han

demostrado el potencial de T. latifolia, T. angustifolia, T. domingensis y T. orientalis de

remover y acumular Cd (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de cadmio acumulado por especies de Typha

Contenido de

Exposiciéon
Especie de P Cd (mg/Kg PS) Remocién .
- — Referencia
Typha Tiempo Concentracién . o (%)
(d) (mgl/L)
T. angustifolia 25 5 1962.3 39.7 NR Xu et al. (2011)
2 1213 377.1 NR
T. angustifolia 15 4 1637.9 384.9 23 Woraharn et al. (2021)
8 2977.6 506.5 NR
2.8 172.7 64.7 NR
T. angustifolia 30 5.6 280.7 95.8 NR Ren et al. (2020)
11.24 397.3 207.9 NR
5 300 10 NR
. _ 10 600 60 NR
T. orientalis 60 Wang et al. (2018)
15 480 25 NR
25 1100 90 NR
5 1230 250 41 -
T latifolia 10 Alonso-Castro et al.
75 2339 600 38 (2009)
20 185 7.5 55
40 250 45 48 Vi i
T latifolia 10 Leura-Vicencio et al.
50 255 40 48 (2013)
80 319 105 42
T. 1.1 188.6  1.25 NR o
. . 60 de Oliveira et al. (2017)
domingensis 5.6 234 21.3 NR
T 1.1 1925 NR NR o
. . de Oliveira et al. (2022)
domingensis 5.6 260 NR NR

NR: no reportado; PS: Peso seco



1.2.2.1 Mecanismos de tolerancia a Cd en Typha spp.

Las plantas capaces de crecer en ambientes contaminados con Cd sin mostrar signos
visibles de fitotoxicidad han desarrollado diferentes mecanismos para minimizar el
dafio causado por iones metélicos no esenciales (Figura 1) (Zamani-Ahmadmahmoodi
et al., 2020).

Uno de los mecanismos vegetales mas simples de tolerancia a metales pesados
consiste en restringir la absorcion de iones metélicos por la planta. Sin embargo, en la
mayoria de las plantas tolerantes a metales pesados estos iones ingresan y son
acumulados en los tejidos vegetales (Sessitsch et al., 2013). En el interior de la planta
los iones metdlicos pueden ser dirigidos a vacuolas a través de fitoquelatinas y
metalotioneinas (Manara, 2012). También pueden activar enzimas de defensa frente
al estrés oxidativo producido por el Cd como la catalasa (CAT) y la enzima superéxido
dismutasa (SOD), o sintetizar compuestos antioxidantes no enzimaticos como el

glutation (GSH), el ascorbato y los flavonoides (Manara, 2012; El Rasafi et al., 2020).

Cell wall
Plasma membrane

/ organic acids

PC-HM
MTs & ferritins
.
H,0
1 \ -~ 6ss6
: GPX|
f : 07 180D
(f) : Dl
: AsA
L s
LK ‘ APX
Ho "\ MOHA
Vacuole : ROS defence mechanism

Figura 1. Respuesta vegetal a metales pesados. (a) Union de metales a la pared
celular, (b) reducciéon del transporte a través de la membrana, (c) sistemas de
expulsion, (d) quelacion del metal en el citosol por ligandos especializados como
aminoacidos, acidos organicos, fitoquelatinas, metalotioneinas, (e) transporte de
complejos ligando-metal hacia las vacuolas, (f) secuestro de iones metéalicos en
vacuolas, (g) induccién de mecanismos de defensa antioxidante. Figura tomada de
Manara (2012).



En el caso de las plantas de Typha spp. estudios previos han mostrado la

presencia de diferentes mecanismos para la detoxificacion de Cd (Tabla 2).

Tabla 2. Mecanismos de tolerancia a cadmio en especies de Typha

Planta Mecanismo de tolerancia a Cd Referencia
e A t I ivel tiol i isulf , . .
T latifolia umento e.n. 0s niveles dg ioles reducidos y disulfuros Fediuc y Erdei (2002)
y en la actividad de la enzima GR.
e A t I tivi -acetilseri tiol) liasa, .
T latifolia umenp de la actividad o!e O.ace |§er|r1a (tiol) liasa Fediuc et al. (2005)
enzima involucrada en la sintesis de cisteina.
i ili - 0,
T latifolia Cd se inmoviliza en la pared celular (57-67 %) y el Cd Tang et al. (2009)

soluble se concentra principalmente en las vacuolas.

T. angustifolia

Aumento del GSH, GSSG y de la GR. Cd se inmoviliza
en la pared celular (89 %) y el Cd intracelular se
concentra principalmente en vacuolas (55 %).

Xu et al. (2011)

T. angustifolia

Incremento en la actividad de la SOD y CAT, Cd se
inmoviliza en la pared celular. Aumento del contenido
de FQ.

Zhao et al. (2016)

T. angustifolia

Aumento del contenido de FQ.

Liu et al. (2016)

GR: Glutatién reductasa; GSH: Glutatién reducido; GSSG: Glutation oxidado; SOD: Superédxido dismutasa;
CAT: Catalasa; FQ: Fitoquelatinas

En las plantas de Typha spp. expuestas a Cd, la mayor cantidad de este ion es
retenido en la pared celular (Tang et al., 2009; Xu et al., 2011). Mientras que el Cd

intracelular se concentra principalmente en las vacuolas y se quela por compuestos

con abundantes grupos tioles como el GSH y las fitoquelatinas (Fediuc y Erdei, 2002;
Tang et al., 2009; Xu et al., 2011; Liu et al., 2016; Zhao et al., 2016).



1.3. Auxinas

La diferenciacion, el crecimiento y el desarrollo de las plantas son controlados por una
clase de sustancias quimicas que se sintetizan de manera regulada y en bajas
concentraciones dentro de ellas, las cuales son llamadas hormonas vegetales o
fitohormonas (LIuna-Duval, 2006; Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2006; Khan
et al., 2009). Uno de los principales grupos de fitohormonas son las auxinas, las cuales
estan involucradas en diversos procesos como la respuesta a la luz y la gravedad, la
arquitectura general de tallos y raices, el desarrollo vascular (Woodward y Bartel,
2005), debido a que modula los procesos de division, expansion, maduracion y
diferenciacion celular (Hopkins y Hiner, 2008).

Las auxinas endbgenas se sintetizan principalmente en los meristemos y en
organos de crecimiento activo como hojas jévenes, los coleoptilos, los apices, las
puntas de las raices, los bulbos apicales y las semillas germinativas (Flasinski y Hac-
Wydro, 2014). El acido indol acético (AlA) es la auxina mas abundante en los tejidos
vegetales y su rol en el desarrollo del desarrollo vegetal ha sido bien documentado.
Ademas del AIA, se han descrito otros tres compuestos endégenos de las plantas que
tienen funciones de auxinas: el acido indol butirico (AIB), acido 4-cloro indol acético (4-
CI-AlA) y el acido fenil acético (AFA) (Figura 2) (Sauer et al., 2013).

Algunos compuestos sintéticos como el acido naftalenacético (ANA), el acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el &cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), el &cido
3,6-dicloro-2-metoxibenzoico (dicamba) también han mostrado tener actividades
similares a las auxinas enddgenas en plantas (Figura 2) (Sauer et al., 2013). Estos
compuestos son utilizados por tener mayor estabilidad (2,4-D y ANA), mayor difusion
hacia el interior de las células (ANA) o son metabolizados mas lentamente (2,4-D) que
el AIA (Garay-Arroyo et al., 2014).



Auxinas endégenas

Acido Acido "Acido Acido
indol acético indol butirico 4-cloro indol acetico fenil acético
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o ~
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naftalenacético 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico  2,4-diclorofenoxiacético 2,4,5-triclorofenoxiacético

(ANA) (Dicamba) (2,4-D) (2,4,5-T)

Figura 2. Estructuras quimicas de auxinas endégenas y sintéticas. Figura
adaptada de Hopkins y Huner (2008).

1.3.1. Auxinas exdgenas y su papel en la fitoremediacion

Las auxinas también estan involucradas en la regulacién de multiples respuestas de
las plantas al estrés biético y abidtico (Li et al., 2018b). Por lo cual, en afios recientes,
se ha estudiado el efecto de auxinas exdgenas, tanto naturales como sintéticas, en la
toleranciay la fitoacumulacion de metales pesados en las plantas (Mathur et al., 2022).
Se ha observado que la aplicacion de auxinas exdgenas en diferentes especies
vegetales expuestas a Cd aumenta la biomasa, incrementa la actividad de enzimas
antioxidantes disminuyendo la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)

y favorece la acumulacién de Cd en brotes y raices (Tabla 3).



Tabla 3. Efecto de la aplicacion de auxinas exdgenas en plantas expuestas a cadmio

Planta

Concentracién Auxina

Efecto en planta

Referencia

de Cd (Concentracion)
. . : ANA (0.05 uM is; i imi
Arabidopsis thaliana 5.6 mg/L / ( HUM) Reduce la clorosis |ncre.n,1enta el creC|m,|ento de Zhu et al. (2013)
7 dias los brotes y la acumulacion de Cd en raices.
. ANA (0.01 pM) Fayqrece el crec.imiento d_e b.rotes; incrementa la
Sorghum bicolor 11.2 mg/L actividad de enzimas antioxidantes y reduce los Zhan et al. (2017)
5dias niveles de MDAy Oz en raices.
AIA (10 uM) In(;rngineOrlltg la altyra de I?s p(ljantfls;.au?ental la
Camellia sinensis 30 mg/Kg iif/lezlllesade sﬂg:mma}s ant|o>f|d ar; esédre uce, s Zhang et al. (2020)
90 dias y el contenido de en raices
y brotes.
AIA (2.85 mM) Incrementa la biomasa; reduce niveles de MDA
Brassica juncea 15 mg/Kg y de H20z2; incrementa la acumulacion de Cd en Chen et al. (2020)
30 dias brotes.
( ) Incrementa la biomasa; incrementa la altura de
AlA (57.0 uM la o ; v .
: planta, la actividad de enzimas antioxidantes;
Solanum nigrum 2 mg/Kg - reduce los niveles de MDA. Incrementa el Ran etal. (2020)
30 dias contenido de Cd en raices y brotes.
Amaranthus AIA (57.0 pM) Incrementa Ir?\ bl.omasa; la actlv@ad de la enzima
hvbochondriacus 1.41 mg/Kg - SOD en hojas; reduce los niveles de MDA. Sun et al. (2019)
yp 6 dias Incrementa el contenido de Cd en brotes.
Incrementa la biomasa; la actividad de enzimas
AIA (10.0 pM) o o .
antioxidantes; disminuye los niveles H202, MDA, _.
Solanum melongena 9.0 mg/Kg : . Singh y Prasad (2015)
B la fuga de electrolitos y el contenido de Cd en
15 dias .
raices y brotes.
AIB (369.0 uM) ; i ;
Stellaria media 0.1 mg/Kg , Inc_ren_wenta la biomasay la actividad enzimas de Lin et al. (2018)
30 dias antioxidantes.
AIB (10.0 uM) Incrementa la biomasa en raices, la actividad de
Vigna radiata (L.) 0.6 mg/L enzimas antioxidantes y disminuye los niveles Li et al. (2018a)
48 h de MDA.

AlA: acido indol acético; AIB: acido indol butirico; ANA: acido naftalenacético; MDA: malondialdehido; SOD: Superoxido dismutasa



1.3.2. Bacterias productoras de auxinas y su papel en la fitorremediacion

Las comunidades microbianas asociadas a las plantas reciben el nombre de microbiota
y estd compuesta por diferentes microorganismos entre los que se encuentran las
bacterias. Dependiendo del tejido donde se localicen, estas comunidades cumplen con
funciones especificas a favor de las plantas, y se ha demostrado que pueden alterar
la fisiologia, favorecer el crecimiento, desarrollar e inducir proteccion vegetal frente a
patbgenos potenciales a través de actividades microbianas que promueven el
crecimiento, como la sintesis de auxinas (Kong y Glick, 2017; Orozco-Mosqueda et al.,
2018).

El AIA es producido de manera enddgena por las plantas, sin embargo también
puede ser sintetizado por algunas bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas,
Serratia, Agrobacterium, Pantoea, Rhizobium, Azospirillum y Enterobacter (Costacurta
y Vanderleyden, 1995; Sessitsch et al., 2013; Patten et al., 2013). La sintesis de AlA a
partir del L-Triptofano (L-Trp) se lleva a cabo través de cinco rutas bioquimicas (Figura
3) (Shah et al., 2021), siendo aquellas mediadas por acido indol piruvico (AIP) e indol-
3-acetamida (IAM) las principales vias biosintéticas en las bacterias (Vega-Celeddn et
al., 2016).

L-Triptéfano
L-Trp

Acido indol piravico — > Acido indol lactico

AIP < AlL
Indol-3-acetaloxima Triptamina Indol-3-aldehido
IAOX 4)
TRA 1Ald
/ (1)
Indol-3-acetaldehido 5, Indol-3-etanol

Indol-3-acetonitrilo » Indol-3-acetamida IAAId j<—— IEt

IAN 1AM

\ Acido Indol acético
AlA

Figura 3. Rutas biosintéticas de produccién del acido indol acético (AlA) a partir
del L-Triptofano (L-Trp) en bacterias. (1) Ruta del indol-3-acetamida, (2) Ruta del
acido indol-3-piravico, (3) Ruta de la triptamina, (4) Ruta del indol-3-acetaldehido, (5)
Ruta del indol 3-acetaloxima. Esquema modificado de Vandeputte et al. (2005).
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Diversos estudios han mostrado que el AIA producido por las bacterias, tiene
los mismos efectos en las plantas que aquel producido de manera enddégena y ejerce
efectos positivos en el crecimiento vegetal. Baghaee-Ravari y Heidarzadeh (2014)
reportaron que la produccién de AlA por las cepas Bacillus subtilis Whir-12 y Bacillus
sp. Whir-15 estimula la elongacion de la raiz del trigo (Triticum aestivum). Por otra
parte, Bharucha et al. (2013) purificaron AIA de un cultivo de P. putida UB1 y
determinaron el efecto sobre plantas de mostaza (Brassica nigra). Ellos, demostraron
qgue el AlA sintetizado por P. putida UB1 aumenta significativamente el contenido de
clorofila, el numero de raices adventicias y de hojas en plantas de mostaza
previamente inoculadas.

Las bacterias productoras de AIA también pueden conferir una ventaja
adaptativa de las plantas a la presencia de niveles fitotoxicos de metales pesados
(Orozco-Mosqueda et al., 2018), ademas pueden contribuir en la fitoacumulaciéon de
los iones metalicos (Kong y Glick, 2017).

Se ha observado que bacterias productoras de auxinas de diferentes géneros
bacterianos, incrementan la produccion de biomasa en las plantas al estimular el
crecimiento de brotes y raices, disminuyen la produccién de EROs incrementando la

actividad de enzimas antioxidantes y favorecen la fitoacumulacion de Cd (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto de bacterias productoras de acido indol acético en plantas expuestas a cadmio

Bacteria
(Produccién de AIA)

Planta

Concentracioén

de Cd y tiempo Efecto de la bacteria en la planta

de exposicion

Referencia

Incrementa la acumulacién de biomasa, el

tia sp. CP-13rif N 10 mg/Kg - : . .
(82e7rra I;]SLF; CP-13n Linum usitatissimum L. crecimiento de brotes y raices. Disminuye el Shahid et al. (2019)
K9 70d contenido de Cd en brotes y raices
Incrementa la acumulacién de biomasa
Raoultella sp. X1 . 1.5 mg/Kg o .
(Bagg te /?nsL? 3 Brassica chinensis L. fresca y seca. Disminuye el contenido de Cd Xu et al. (2019)
OO HY 55d en brotes y raices
Sphingomonas sp 50 mg/Kg Incrementa la acumulacion de biomasa
GX_15 (7.04 /m.L) Brassica napus seca, el crecimiento raices. Aumenta el Lietal. (2019)
- 0 HY 49d contenido de Cd en brotes y raices.
N . Incrementa el crecimiento de brotes.
Kocuria rhizophila . 200 mg/Kg . .
una rmizop Glycine max Aumenta el contenido de Cd en brotes y Hussain et al. (2019)
14asp (0.36 pg/mL) 48 d raices
. 250 mg/Kg
2;:;612;2?53/5;?5 Oryza sativa 20 q Incrementa el crecimiento de brotes y raices. Kotoky et al. (2019)
Sphingomonas sp. 11.2 mg/L .
SaMR12 (82.99 Sedum alfredii Reduce los niveles de H:0oy MDA. Aumenta o, o o 5016)
6d el contenido de Cd en brotes.
pg/mL)
Pseudomonas Incrementa la acumulacion de biomasa,
; 1.1 mglL promueve la formacién de brotes y raices.
fluorescens SasmO05 Sedum alfredii . Chen et al. (2017)
Aumenta el contenido de Cd en brotes y
(15-50 pg/mL) 30d raices
Incrementa la acumulacién de biomasa, el
Butti Il . . 2.8 mg/L o !
S:tstlgli);e(;sgs /mL) Sedum alfredii crecimiento de brotes y raices. Aumenta el Wu et al. (2018)
SO HY 30d contenido de Cd en brotes y raices.
Pseudomonas veronii 2.2 mg/L Incrementa la acumulacién de biomasa, el
Panicum virgatum crecimiento de tallos. Disminuye el contenido Begum et al. (2018)
E02 (12.66 ng/mL) 10d de Cd en brotes.
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1.3.2.1 Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas rhodesiae es un bacilo Gram negativo perteneciente al grupo de P.
fluorescens (Coroler et al., 1996). Estudios previos han demostrado que P. rhodesiae
presenta una gran versatilidad metabdlica que le permite biodegradar derivados de
nitro y clorofenol (Satchanska et al., 2006) y mineralizar compuestos aromaticos
policiclicos como carbazoles, bifenilos, antraceno, naftaleno y fenantreno (Yoon et al.,
2002; Kim et al., 2006; Phillips et al., 2008). Algunas cepas de esta especie bacteriana
también ha demostrado ser resistente al efecto antimicrobiano del a-pineno, por lo que
se ha estudiado como biocatalizador en la reaccion de conversion a isonovalal
(Fontanille et al., 2002) y acido novalico (Linares et al., 2008; Linares et al., 2009).

Esta especie anteriormente ha sido aislada de cuerpos de agua minerales
(Coroler et al., 1996) y de sitios contaminados con compuestos aromaticos (Yoon et
al., 2002). Ademas se ha asociado a la rizésfera de plantas de Vitis vinifera (Rolli et
al., 2017), Cnidoscolus aconitifolius (John-Jimtha y Radhakrishnan, 2016) y referida
como enddfita de hojas de plantas de tomate (Romero et al., 2016) y de raices de
Typha sp. y T. latifolia (Zhang et al., 2016; Rolon-Cérdenas et al., 2020; Zapata-
Morales et al., 2020).

La asociacion de P. rhodesiae con diferentes especies vegetales sugiere la
presencia de diferentes mecanismos que contribuyen con el crecimiento y desarrollo
vegetal, por lo que previamente se ha evaluado su potencial en la promocion de

crecimiento vegetal (Tabla 5).
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Tabla 5. Actividades de promocién de crecimiento vegetal reportadas en diferentes
cepas de Pseudomonas rhodesiae

Cepa Hospedero Localizacion  Actividades PCV Referencia
P. rhodesiae Solanum Enddfita de AlA

' : ) Sidero6foros Romero et al. (2016)
BT2 lycopersicum  hojas

Solubilizacién de fosfatos

ACC desaminasa

: . AlA John-Jimtha 'y
P. rhodesiae Cnidoscolus L, e .
. R Riz6sfera Solubilizacién de fosfatos Radhakrishnan
aislado 50 aconitifolius L .
Fijacién de nitrégeno (2016)
Produccion de amonio
ACC desaminasa
P. rhodesiae . L, AlA .
BO7 Vid Riz6sfera Sideréforos Rolli et al. (2017)
Solubilizaciéon de fosfatos
ACC desaminasa
P. rhodesiae T latifolia Rizésfera AlA Zapata-Morales et
R3ScM3P1C13 Sideroforos al. (2020)

Solubilizacién de fosfatos

AFA: acido fenil acético; AlA, ac. Indol acético; ACC: amino ciclopropano carboxilato

Romero et al. (2016) observaron que P. rhodesiae BT2, ademas de presentar
actividades de promocion de crecimiento vegetal in vitro, es capaz de colonizar el
interior de hojas y raices e incrementa significativamente el peso fresco de las raices
de plantas de tomate con respecto a un control no inoculado. Por su parte, John-Jimtha
y Radhakrishnan (2016) encontraron que la inoculacion de una cepa de P. rhodesiae
aislada de la rizésfera de Cnidoscolus aconitifolius sobre plantas de P. vulgaris
incrementa hasta dos veces la longitud de la raiz primaria con respecto a plantas no
inoculadas, mientras que en plantas de Bacopa monnieri aumenta significativamente
el nimero de hojas y raices, la longitud de raices y tallos ademas del peso fresco con
respecto a plantas sin bacteria.

1.4.1. Pseudomonas rhodesiae GRC140

En un estudio previo se aislo una bacteria endofita tolerante a Cd, a partir de raices de
plantas de T. latifolia crecidas en sitios impactados por metales pesados. Este aislado
bacteriano fue designado como GRC140 e identificado como Pseudomonas rhodesiae

por el andlisis de la secuencia del gen codificante a 16S ribosomal (Rol6n-Cardenas,
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2015; Rolon-Cardenas, 2017). La caracterizacion bioquimica de P. rhodesiae GRC140
demostré que este aislado presenta diferentes actividades de promocion de

crecimiento vegetal (Tabla 6) (Rolon-Cardenas et al., 2020).

Tabla 6. Actividades de promocion de crecimiento vegetal evaluadas en Pseudomonas
rhodesiae GRC140.

ACC desaminasa Sintesis auxinas Solubilizacion de
(ug/mL) Sideréforo Cas(POa)2
Cepa Crecimiento Pioverdina
en ,m.edio eS:ZnS AlA AFA (mM) P soluble (ug/mL)
minimo
GRC140 + + 1.31+0.13 0.81+0.17 15.3+0.21 136.2 + 11.3

AFA: acido fenil acético; AlA, acido indol acético; ACC: amino ciclopropano carboxilato
Datos obtenido de Rol6n-Cardenas et al. (2020).

Se ha observado que P. rhodesaie GRC140 incrementa el peso fresco total y la
longitud del hipocétilo de las plantulas de A. thaliana en comparacién con las plantas
control. A nivel radicular se observd que P. rhodesiae GRC140 incrementa
significativamente el nimero y la densidad de raices laterales, ademas del nimero de
pelos radiculares (Rolén-Cérdenas et al., 2020).

En plantas expuestas a metales pesados, se ha demostrado que P. rhodesiae
GRC140 protege a las plantas del estrés metalico, favorece la remocion de metales y
modula procesos de morfogénesis en el tejido radical (Tabla 7) (Moctezuma-Granados,
2017; Ponce-Alonso, 2017; Rolén-Cérdenas et al., 2020).
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Tabla 7. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140 en plantas expuestas a metales

pesados
Metal pesado y
Planta tiempo de Efecto de la bacteria Referencia
exposicion
. Cd (10 mg/L) Incrementa la remocion de Cd del Moctezuma-Granados
T. latifolia . - .
10d medio y la acumulacion de Cd enraices. (2017)
Pb (50 mg/L) Incrementa la remocion de Pb, la
T. latifolia longitud foliar y la acumulacién de Pb en Ponce-Alonso (2017)
12d raices.
: Cd (2.5 mg/L) Incrementa el nimero y densidad de Rolén-Céardenas et al.
A. thaliana .
10d raices laterales. (2020)

Estos resultados sugieren que P. rhodesiae GRC140 ejerce mecanismos que modulan

la fisiologia de la planta para favorecer la adaptacion a las condiciones de estrés,

favorecer la remocion y acumulacion de metales pesados.
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2. JUSTIFICACION

La contaminacion del ambiente con metales pesados es un problema que tiene
implicaciones a la salud humana, por lo que en afios recientes se ha prestado especial
atencion a la eliminacion de metales toxicos a través de técnicas de fitorremediacion.
Las plantas del género Typha sp. son de las mas utilizadas en el tratamiento de
efluentes contaminados, por lo que se ha estudiado ampliamente el efecto de las
condiciones fisicoquimicas en la remocion y fitoextraccion de metales pesados, sin
embargo se ha estudiado poco sobre los factores biolégicos implicados en este
proceso (Hadad et al., 2010).

En nuestro grupo de trabajo, se aisl6 Pseudomonas rhodesiae GRC140, una
cepa bacteriana enddfita de raices de T. latifolia, la cual se demostré que presenta
caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal (Rolén-Cardenas et al., 2020).
Estudios previos con P. rhodesiae GRC140 mostraron que esta bacteria aumenta
significativamente la acumulacién de Cd en raices de estas plantas (Moctezuma-
Granados, 2017), también se observé que incrementa significativamente el nUmero de
raices de plantulas de T. latifolia en ausencia (Ponce-Alonso, 2017) y presencia de Cd
(Netro-Soto, 2018). Estos efectos podrian ser consecuencia de las auxinas producidas
por P. rhodesiae GRC140 (Rolén-Cardenas et al., 2020). Actualmente, se ha
investigado el papel de la aplicacion de auxinas exdgenas en la tolerancia y
acumulacion de Cd de diferentes plantas, sin embargo, se ha observado que el efecto
de las auxinas es altamente dependiente de la especie vegetal por lo que es necesario
investigar el efecto de las auxinas producidas por la bacteria P. rhodesiae GRC140
usando plantas de Typha como planta modelo.

La investigacion planteada contribuira a comprender la interaccion planta-
bacteria en la acumulacién de Cd. Asimismo, los resultados de la investigacion

ayudaran a incrementar la eficacia de la remocion de Cd mediada por Typha sp.

17



3. HIPOTESIS

Las auxinas sintetizadas por P. rhodesiae GRC140 se encuentran involucradas de
manera directa en la tolerancia y la fitoacumulacion de Cd por T. latifolia.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Determinar el efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del AIA exdgeno y de las
auxinas producidas por P. rhodesiae GRC140 en el crecimiento y la fitoacumulacién

de Cd en plantas de T. latifolia.

4.2. Objetivos especificos
1. Cuantificar la produccion de auxinas en cultivos in vitro de P. rhodesiae
GRC140.
2. Evaluar el efecto de P. rhodesiae GRC140, del AIA exdgeno y del extracto de
auxinas sintetizadas por P. rhodesiae en el crecimiento de T. latifolia.
3. Evaluar el efecto de P. rhodesiae GRC140, del AIA exdgeno y del extracto de
auxinas sintetizadas por P. rhodesiae en plantas de T. latifolia expuestas a Cd

y determinar su contribucion en la fitoextraccion de Cd.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepa bacteriana
Pseudomonas rhodesiae GRC140 es una bacteria endofita aislada de las raices de
Typha latifolia (Rolon-Céardenas et al., 2020). La cepa bacteriana se mantuvo a 4 °C

en placas de agar Luria Bertani (LB, Lennox, Sigma-Aldrich, EUA).

5.2. Produccion bacteriana de auxinas

5.2.1. Condiciones de crecimiento bacteriano para la produccion de AlIA y
monitoreo de la produccién de indoles

Para la produccion de auxinas, P. rhodesiae GRC140 se inocul6 en matraces de 500
mL que contenian 200 mL de caldo LB o LB suplementado con L-Triptéfano (0.1 %)
(L-Trp, Sigma-Aldrich, EUA) ajustado a pH de 7.5. Los matraces se incubaron bajo
agitacion rotatoria a 150 rpm a 30 £ 1 °C durante 84 h.

Cada 12 h se tomé una muestra del cultivo para determinar la densidad éptica
a 600 nm (DOeoo) y la produccion de indoles totales. El contenido de indoles en las
muestras de cultivo, obtenidas en los diferentes tiempos, se cuantificd
colorimétricamente por espectroscopia UV-VIS utilizando el reactivo de Salkowski. A
500 pL del sobrenadante del medio de cultivo, se le adicionaron 500 uL del reactivo de
Salkowski preparado de acuerdo a la formulacion reportada por Sheng y Xia (2006), la
cual consiste en una mezcla de 7.5 mL de FeCls.6H20 0.5 M, 150 mL de H2SO4
concentrado y 250 mL de agua destilada. Las muestras se mezclaron en vortex y se
dejaron reposar por una hora en oscuridad. Posterior a la incubacién, se determind la
absorbancia de las muestras a 530 nm.

El contenido de compuestos inddlicos en cada muestra, se determing a partir
de una curva de calibracion de AIA. Como blanco se utiliz6 caldo LB suplementado
con 0.1 % (p/v) de L-Trp al que se le adicion6 también el reactivo de Salkowski. El
blanco y los estandares fueron preparados e incubados en condiciones similares a las

muestras.
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5.2.2. Obtencion del extracto de auxinas a partir de los sobrenadantes de cultivo
bacteriano
Posterior a las 84 h de incubacidn, se obtuvo el sobrenadante libre de células del medio
de cultivo por centrifugacion a 4000 rpm durante 30 min. Para la obtencion de las
auxinas bacterianas, los sobrenadantes se acidificaron a pH a 2.5 con HCI 6 N.
Posteriormente, a cada sobrenadante se le adiciond acetato de etilo (Karal, pureza:
99.85 %) (relacion 1:1), se homogenizo la muestra y se dejo reposar durante 15 min.
La fase organica se transfirio a tubos cénicos de 50 mL, se concentré en
rotavapor y se le elimind el exceso de agua con MgSOa4 anhidro. Los extractos se
secaron en estufa a 40 °C y una vez secos, fueron reconstituidos en metanol grado
HPLC (Tedia, pureza: > 99. 0%).

5.2.3. Identificacion y cuantificacion de AlA producidos por P. rhodesiae GRC140
La produccion de AlA en el extracto se identific6 mediante cromatografia en capa fina
(CCF) usando un estandar de AIA y L-Trp en metanol y utilizando como fase movil
hexano: acetato de etilo: isopropanol: acido acético (40:20:5:1). Las placas fueron
visualizadas bajo luz UV de onda corta y reveladas con una mezcla de los reactivos
de Van Urk y de Salkowski (1:3, v/v).

Los extractos obtenidos se derivatizaron y se analizaron por cromatografia de
gases (CG modelo 7890A; Agilent Technologies, EUA) acoplado a un espectrometro
de masas con ionizacion por impacto electronico (EMIE modelo 5975; Agilent
Technologies, EUA). El AIA y los compuestos relacionados se identificaron con el
programa MassHunter Workstation (versién B.06.00, Agilent Technologies) y la base
de datos NIST MS Search (versién 2.0) y se cuantificaron con una curva de calibracion

de AIA (Sigma-Aldrich, EUA) realizada en las mismas condiciones de las muestras.

5.3. Material vegetal, medios de cultivo y germinacion de las semillas
5.3.1. Colecta del material vegetal y autentificacion de la planta
En este trabajo se utilizaron semillas de inflorescencias maduras de T. latifolia donadas

por la Dra. Ma. Catalina Alfaro de la Torre (FCQ-UASLP). Las semillas fueron
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colectadas de plantas de T. latifolia cultivadas en el invernadero de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UASLP (San Luis Potosi, SLP, México). Para la
autentificacion molecular de la planta, se obtuvo el ADN de 100 mg de hojas usando
el método CTAB reportado previamente (Porebski et al., 1997). La reaccion de PCR
se llevo a cabo usando el SuperMix High Fidelity de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Los cebadores psbA 3F (5
GTTATGCATGAACGTAATGCTC 3) y trnH 3R (5
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 3') se usaron para amplificar la region intergénica
psbA-trnH, localizada en el genoma del cloroplasto (Liu et al., 2013). Las condiciones
de PCR fueron 95 °C por 10 min; 35 ciclos de 95 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 72 °C por 1
min, y una extension final a 72 °C por 5 min. Los productos de PCR se purificaron y
secuenciaron en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos,
México). Las secuencias obtenidas se alinearon en el GeneBank para determinar

similitud en la base de datos NCBI.

5.3.2. Desinfeccion del material vegetal y germinacién in vitro

Las semillas de T. latifolia se desinfectaron superficialmente con una solucién de
hipoclorito de sodio comercial (Cloralex, Santa Catarina, NL, México) al 50 % (v/v) en
agua esteéril, suplementada con 0.02 % (v/v) de Tritbn X-100 (Sigma-Aldrich, EUA),
siguiendo el tratamiento descrito por Remy y Duque (2016).

Las semillas desinfectadas se germinaron en frascos con 25 mL de agar
Murashige Skoog (MS) 0.2X ajustado a pH 5.7 con buffer 3.5 mM acido 2-
morfolinoetanosulfonico (MES; Sigma-Aldrich, EUA), suplementado con glucosa al 1.0
% (p/v) y 0.8 % (p/v) de agar (Sigma-Aldrich, EUA). Los frascos de cultivo se incubaron
durante 15 dias a 28 °C bajo un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad.
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5.4. Evaluacion del efecto de P. rhodesiae GRC140, del AIA y del extracto de
auxinas en T. latifolia
5.4.1. Tratamientos
Para evaluar el efecto de P. rhodesiae GRC140 sobre el crecimiento de T. latifolia, las
plantulas se transfirieron a cajas de Petri con agar MS 0.2X. A 3.5 cm de las raices se
inocularon 20 uL de diferentes densidades bacterianas (108, 107, 108 , 10° UFC/mL)
de P. rhodesiae GRC140, ajustadas en NaCl al 0.85 % (p/v). Como control se
inocularon 20 pL de solucién salina (NaCl 0.85 %) sin indculo bacteriano.

Para evaluar la respuesta de T. latifolia al AIA comercial, se prepararon placas
Petri con agar MS 0.2X suplementadas con 1, 10 y 100 uM de AIA (CAS: 6505-45-9,
Sigma-Aldrich, EUA). Como control, se utilizaron placas de MS 0.2X sin AlA.

Para evaluar el efecto del extracto obtenido a partir del sobrenadante de cultivo
de P. rhodesiae GRC140, se prepararon placas Petri con agar MS 0.2X suplementadas
con diferentes cantidades del extracto de auxinas (1.15, 2.30, 11.50, 23.0 pug/mL).

Como control negativo se utilizaron placas Petri de agar MS 0.2X sin el extracto.

5.4.2. Condiciones de crecimiento
Las placas de los diferentes tratamientos se incubaron en posicion vertical durante 15

dias, bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad.

5.4.3 Andlisis del crecimiento vegetal de plantas de T. latifolia

Al final del tratamiento se determind el peso fresco (PF), el nimero y longitud de brotes
y raices. La longitud de brotes y raices se midieron con una regla graduada. El PF se
determind en una balanza analitica (OHAUS AV114 Adventurer Pro Analytical

Balance).
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5.5. Establecimiento de un cultivo de Typha latifolia en un sistema de hidroponia
axénico y su evaluacion en el proceso de rizofiltracion de cadmio por P.

rhodesiae GRC140, auxinas exdgenas y por auxinas bacterianas

5.5.1. Establecimiento del cultivo hidropdnico axénico de T. latifolia
Las semillas germinadas (n = 3) se transfirieron a sistemas de hidroponia estériles
desarrollados por Alatorre-Cobos et al. (2014) que contenian 150 mL de medio liquido
MS 0.2X a pH 5.7, regulado con 3.5 mM de buffer MES y enriquecido con 1.0 % (p/v)
de glucosa. Las plantas en los sistemas se cultivaron a 28 °C durante 60 dias bajo luz
fluorescente y un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad.

Posterior a la incubacion, se analizé la presencia de microorganismos en el
medio nutritivo sembrando una alicuota de 20 pL del medio de hidroponia en agar LB.
Como control positivo se inocul6 la solucion de un sistema no estéril. Las placas se

incubaron durante 5 dias a 30 °C.

5.5.2. Efecto del Cd en plantas de T. latifolia crecidas en hidroponia

5.5.2.1. Modelamiento quimico de la biodisponibilidad de Cd en el medio de
hidroponia

Se analiz6 la especiacion del Cd en el medio liquido MS 0.2X usando el programa
Visual MINTEQ (Version 3.1, KTH, Estocolmo, Suecia). La especiacion del Cd se
determind a pH a 5.7, introduciendo al software la concentracién idnica de cada uno
de los componentes de mezcla basal de sales MS (Catalogo M5524; Sigma-Aldrich,
EUA) y el buffer MES. La prediccion se realizé con 10, 20 y 40 mg/L de Cd (CdCl2).

3.5.2.2. Exposicion a Cd de plantas de T. latifolia crecidas en hidroponia

Para la aclimatacion, plantas de T. latifolia de 60 dias de crecimiento en hidroponia,
fueron transferidas a un nuevo sistema de hidroponia que contenia medio MS 0.2X de
pH 5.7 sin glucosa, y se mantuvieron en este medio durante 6 dias. Después de la
incubacion, los sistemas (n = 3) con plantulas de tamafo similar de T. /atifolia se

expusieron durante 10 dias a medio MS 0.2X de pH 5.7 suplementado con 0, 10, 20 y
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40 mg/L de Cd (CdCl2) (Fermont, Monterrey, México). Los sistemas se incubaron a 28
°C durante 10 dias bajo luz fluorescente, con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad.

Al final del tratamiento se determiné el peso fresco (PF), el peso seco (PS), el
contenido de clorofila, la fuga de electrolitos, el contenido de glutation (GSH) y la
actividad catalasa (CAT). También se determiné el contenido de Cd en los brotes y las

raices de las plantulas y en los medios de hidroponia.

5.5.3. Efecto de P. rhodesiae GRC140, de las auxinas exdgenas y del extracto de
auxinas en plantas de T. latifolia expuestas a Cd

5.5.3.1. Preparacion del in6culo bacteriano para el ensayo de interaccién planta-
bacteria

P. rhodesiae GRC140 se cultivé en medio liquido LB por 16 - 18 h a 30 °C. Después
de la incubacion, las células bacterianas se colectaron por centrifugacion a 4500 rpm
por 15 min, se re-suspendieron en 0.01 M de MgSOa y el indculo bacteriano se ajusto

a una DOesoo = 1.0.

5.5.3.2. Inoculacion de P. rhodesiae GRC140, adicion de las auxinas exégenas y
el extracto de auxinas a plantas de Typha latifolia

El efecto de P. rhodesiae GRC140, del AIA y del extracto de auxinas en la
fitoextraccion de Cd se probd en plantas de T. latifolia de 60 dias de crecimiento en
sistemas de hidroponia, las cuales se transfirieron a una solucion MS 0.2x sin glucosa
antes del experimento. Se seleccionaron 12 sistemas los cuales se usaron para
evaluar cuatro tratamientos:

e Tratamiento 1 (Cd): Los sistemas (n = 3) se adicionaron 1.5 mL de solucion de
sulfato de magnesio (MgSQOa4) 0.01 M.

e Tratamiento 2 (Cd + GRC140): Los sistemas (n = 3) se inocularon con 1.5 mL
de una suspension bacteriana (DOesoo = 1.0) de P. rhodesiae GRC140 en una
solucion 0.01 M de MgSOa.

e Tratamiento 3 (Cd + AlA): Los sistemas (n = 3) se adicionaron con AlA a una

concentracion final de 1.0 uM.
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e Tratamiento 4 (Cd + Extracto de auxinas): Los sistemas (n = 3) se adicionaron
con el extracto de auxinas a una concentracion final de 1.15 mg/L.
Los 12 sistemas se incubaron durante 6 dias, y después de la incubacion, la solucion
de hidroponia de todos los sistemas se reemplazé con medio MS 0.2X de pH 5.7
suplementada a una concentracion final de 40 mg/L de Cd (CdCl2). Se seleccion¢ esta
concentracion de Cd al ser la concentracion que produjo la mayor reduccion de la
biomasa de brotes en las plantas de T. latifolia. Los sistemas se incubaron durante 10
dias bajo luz fluorescente y un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad.
Al final del tratamiento, se determiné el PF, el PS, el contenido de clorofila, la
fuga de electrolitos, el contenido de GSH total y la actividad CAT. También se
determind el contenido de Cd en los brotes y las raices de las plantulas y en los medios

de hidroponia.

5.5.3.3. Determinacién de densidad bacteriana en el medio de hidroponiay en las
raices de la planta

El ndmero de bacterias viables, determinado como unidades formadoras de colonias
(UFC), en las soluciones de hidroponia, se estimé realizando diluciones seriadas
siguiendo la metodologia de Miles et al. (1938). Después de la exposicion a Cd, el
namero de bacterias asociadas a las raices de las plantas inoculadas y no inoculadas,
se determiné de acuerdo con Balsanelli et al. (2017). En condiciones de esterilidad, se
tomaron las raices de las plantas (150 mg) con pinzas estériles, se maceraron en 1000
pL de solucion salina estéril (NaCl 0.85 %). Los extractos se diluyeron de manera serial
y 10 pL de cada dilucion se colocaron en agar LB. Las placas de LB se incubaron a 30
°C por 48 h.

5.5.3.3. Determinacion del peso fresco y seco

Al final de los tratamientos se separaron los brotes de las raices y se pesaron ambos
tejidos. Posteriormente, ambas muestras se secaron durante 24 h a 70 °C hasta peso
constante. Los tejidos frescos y secos se pesaron en una balanza analitica (OHAUS
AV114 Adventurer Pro Analytical Balance).
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5.5.3.4. Extraccion y determinacién de clorofila

El contenido de clorofila (Chl) en los brotes de plantas de T. latifolia se extrajo de
acuerdo a la metodologia descrita por Lichtenthaler y Buschmann (2001b) con
modificaciones. Se pesaron 100 mg de hojas frescas, se homogenizaron con 5 mL de
acetona absoluta en un mortero y se mantuvieron en oscuridad durante 24 h a 4 °C.
Se midi6 la absorbancia de los extractos usando un espectrofotometro UV-Vis
(Evolution 221, Thermo Scientific, EUA) a 644.8 nm (Aes44.8) y 661.6 nm (Ass1.6). La
concentracion de Chl a 'y Chl b se calculé de acuerdo a (Lichtenthaler y Buschmann,

2001a), usando las siguientes ecuaciones:

Chl a = 11.24‘ A661.6 - 2.04‘0 A644.8
Chl b - 20.12 A644.8 - 4‘.19 A661.6

Los resultados se normalizaron con el PF y se expresaron en mg/g de PF.

5.5.3.5. Fuga de electrolitos

La fuga de electrolitos se determind usando el método de conductividad eléctrica de
acuerdo a la metodologia descrita por Umnajkitikorn et al. (2021). Las muestras de
raices (100 mg) se colocaron en 10 mL de agua desionizada a 25 °C por 1 h. Se midié
la conductividad (ECi) de la solucion usando un conductimetro (PC2700 Oakton, Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). A continuacion, las muestras se incubaron a 20 °C por
24 h, y se midi6 la conductividad final (ECf) de cada muestra. Para determinar la
conductividad total (ECt), las muestras analizadas se calentaron a 120 °C en una

autoclave por 15 min y se enfriaron a 25 °C.

La fuga de electrolitos (EL) se calcul6 con la férmula:
ECf — ECi
ECt — ECi
Donde ECi: conductividad eléctrica inicial; ECf: es la conductividad eléctrica final y ECt:

%EL=< )XlOO

conductividad eléctrica total.



5.5.3.6. Actividad catalasa y determinacion de glutation total

Para determinar la actividad CAT y el contenido de GSH, se pesaron 250 mg de tejido
vegetal fresco, se pulverizaron con nitrégeno liquido y se homogeneizaron en 500 pL
de buffer de fosfato de potasio 100 mM pH 7.5 adicionado con 5 mM EDTA (Buffer
KPE). Se recuperé el sobrenadante por centrifugacion a 12000 rpm por 20 min y se
usaron para la determinacion de la actividad CAT, el contenido de GSH total y el
contenido de proteina.

El contenido de proteina total se cuantificé en el sobrenadante de cada muestra
usando una curva de albumina de suero bovino (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) como
estandar proteico y el reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich, EUA). Las muestras se
ajustaron a 50 ug/mL de proteina total.

La actividad CAT se determind por espectrofotometria UV-Vis usando la
metodologia descrita por Aebi (1984). Se prepard una mezcla de reaccion (1.025 mL)
que contenia 50 mM de buffer de fosfatos pH 7.0, 10 mM de H202 y 25 UL del extracto
de proteina. La reaccién se monitoredé a 240 nm durante 3 minutos. Se calcul6 la
actividad de la enzima usando el coeficiente de extincién molar del H202 (39.4 M1 cm-
1). Una unidad de CAT se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para
descomponer 1 ymol de H202 por minuto (EI-Amier et al., 2019). La actividad CAT se
normaliz6 con el contenido de proteina y expreso en U/mg de proteina.

El contenido de glutation se determin6 usando el método de reciclaje enzimatico
reportado por Rahman et al. (2006) con modificaciones. El extracto de proteina se
desproteinizé adicionando un volumen de la mezcla de acido sulfosalicilico (10 %) y
Triton X-100 (0.1%) preparado en buffer KPE. A continuacién, se prepard una mezcla
de reaccion (0.980 mL) que contenia 100 mM de buffer KPE, 0.05 mM de NADPH, 0.1
mM de DTNB, 50 U/mL de glutation reductasa (GR) y 100 pL del extracto
desproteinizado. La mezcla de reaccion se incubd durante 10 min en oscuridad y
después de la incubacion, la absorbancia de la muestra se leyé a 412 nm usando un
espectrofotometro UV-Vis. La concentracion de GSH se determin6 usando una curva

de calibracion con concentraciones crecientes de GSH (Sigma-Aldrich, EUA). El
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contenido de GSH en cada muestra se normaliz6 con el contenido total de proteina y

se expres6 en pmol/mg de proteina.

5.5.3.7. Digestion acida de muestras y analisis de Cd

Después de la exposicion a Cd, las soluciones de hidroponia de los diferentes
tratamientos se removieron y se acidificaron hasta pH 2.0 con HNO3s concentrado
(Sigma-Aldrich, EUA; pureza: > 99.999 %). Las raices de las plantas se lavaron con
EDTA 0.1 M durante 15 min para eliminar el metal adsorbido, y se separaron los brotes
de las raices. Ambos tejidos se secaron durante 24 h a 70 °C. Las raices de las plantas
(0.025 g) fueron digeridas con HNO3 y H202 al 30 %, de acuerdo a la metodologia
descrita por Rodriguez-Hernandez et al. (2015). Mientras que los brotes (0.100 g),
fueron digeridos con una mezcla de HCI (Sigma-Aldrich, EUA; pureza: > 99.999 %) y
HNOs (3:1 v/v), de acuerdo a Carranza-Alvarez et al. (2008) con modificaciones. Todas
las muestras se analizaron por espectrofotometria de absorcién atdmica con llama de
aire-acetileno (Varian SpectrAA 220FS, Mulgrave, Australia) a una longitud de onda
de 228.8 nm. La concentracion de Cd en las muestras se estim6 usando una curva de
calibracion de 0.05 a 1.50 mg/L de Cd. La concentracion de Cd en las muestras
vegetales se normaliz6 con el PS y se expresd en pg/mg PS. ElI Cd también se
cuantificé en el medio de hidroponia inicial y final. A partir de los datos obtenidos en la
cuantificacion de Cd, se calculé el porcentaje (%) de remocion, el factor de
translocaciéon (FT) y de bioconcentracion (FBC).

El porcentaje de remocion de Cd se calculé de acuerdo con la férmula:

., (Ci—ChH
% Remocion = TX 100

Donde Ci es la concentracion de Cd (mg/L) en el medio inicial, Ct es la concentracion
de Cd (mg/L) residual en el medio de hidroponia después de los tratamientos.

El factor de translocacion (TF) se calculo dividiendo la concentracion de Cd
(ug/g PS) en brotes entre la concentracion de Cd (ug/g PS) en laraiz (Ren et al., 2020).

El factor de bioconcentracién (BCF) se calcul6 dividiendo el Cd de la raiz (ug/g PS)
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entre el Cd presente en la solucién (mg/L) al finalizar el tratamiento (Rolén-Cardenas
et al., 2020).

5.6. Anadlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como la
media * la desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron usando el
programa GraphPad Prism (Version 5.01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Las diferencias estadisticas en la produccion de compuestos indolicos, el
contenido de clorofila, la fuga de electrolitos, el factor de translocacion (FT), el factor
de bioconcentracion (FBC), el contenido y la acumulacién de Cd se determinaron por

un analisis de varianza (ANOVA) de una via y una prueba post hoc de Dunnett o Tukey.

También se emple6 una ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Bonferroni
para determinar las diferencias estadisticas en el contenido de glutation total, la

actividad catalasa, el peso seco y peso fresco entre brotes y raices.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Produccién de AIA por Pseudomonas rhodesiae GRC140 y evaluacion del
efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del AIA y del extracto de auxinas en
plantas de Typha latifolia

6.1.1 Produccién de AIA y de auxinas por Pseudomonas rhodesiae GRC140 a
partir del L-Trp

El AIA es un metabolito producido por algunas bacterias asociadas a las plantas a
partir del L-Trp presente en los exudados de la raiz (Baliyan et al., 2021). Por lo cual,
la sintesis in vitro de AlA por las bacterias es altamente dependiente de la presencia
L-Trp en el medio de crecimiento. Para comprobar el efecto del L-Trp en la produccién
bacteriana de AlA, se determin6 el contenido de compuestos inddlicos producidos por

P. rhodesiae GRC140 en caldo LB (Figura 4a) y caldo LB suplementado con L-Trp al
0.1 % (Figura 4b).
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Figura 4. Cinética de crecimiento y produccion de compuestos inddlicos por
Pseudomonas rhodesiae GRC140. P. rhodesiae GRC140 se cultivaron por 84 h en
medio LB (a) y LB suplementado con L-Triptéfano (b). El crecimiento se determino
midiendo la DOesoo y la produccion de AIA se determind usando la reaccion de
Salkowski. Los valores representan la media £ DE. Los asteriscos indican diferencias

significativas con respecto a las cero horas (**p < 0.01; **p < 0.001; Prueba de
Dunnett).
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Se observo que la adicidén de L-Trp al medio de cultivo no afecta el crecimiento
bacteriano, sin embargo, incrementa considerablemente la produccién de compuestos
inddlicos (Figura 4). En medio LB sin L-Trp, P. rhodesiae GRC140 produce un maximo
de 3.0 mg/L de derivados indolicos (Figura 4a), mientras que en medio LB
suplementado con L-Trp, la bacteria incrementa la produccién de compuestos indolicos
en mas del doble (6.5 mg/L) (Figura 4b) al mismo tiempo de incubacion que el control.
Estos resultados son similares a lo observado en Ignatzschineria sp. CG20001 (Park
et al., 2021) y Rhizobium tropici CIAT 899 (Imada et al., 2017). En estas dos especies
de bacterias la produccién de compuestos indoélicos es totalmente dependiente de L-
Trp exdgeno.

El tiempo de incubacion también ha sido referido como un factor que influye en
la produccidn in vitro de AlA por las bacterias (Apine y Jadhav, 2011). En este estudio
se observo que la produccion de compuestos indolicos por P. rhodesiae GRC140 inicia
a partir de las 24 h y se mantiene en incremento hasta las 84 h en medio LB con L-Trp
(Figura 4b). De manera similar, estudios previos han mostrado que en medios de
cultivo suplementados con L-Trp los compuestos inddlicos se producen sélo durante
la fase estacionaria de crecimiento celular. Por ejemplo, P. fluorescens A5 comienza
la produccién de AIA a patrtir de las 48 h de crecimiento en medio LB (Ait Bessai et al.,
2022). Por otro lado, Enterobacter sp. P-36 produce auxinas inddlicas después de las
24 h de incubacion en medio peptona vegetal-extracto de levadura, una version
modificada del LB (Luziatelli et al., 2021). Este comportamiento puede ser atribuido a
gue durante esta fase de crecimiento hay una baja disponibilidad de fuentes de
nitrdgeno, lo que conlleva al uso del L-Trp por la bacteria y la activacion de las rutas
biosintéticas de AlA (Patten et al., 2013; Duca y Glick, 2020).

Se ha reportado que la reaccion de Salkowski es una reaccién colorimétrica no
especifica para AlA y puede reaccionar con todos los compuestos inddlicos incluyendo
intermediarios en la sintesis del AlA y conjugados de AIA (Ali et al., 2009; Kuzniar et
al., 2021). Por lo que para comprobar la presencia de compuestos inddlicos,

incluyendo AIA, en los sobrenadantes de cultivo de 84 h de P. rhodesiae GRC140, se
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realizaron extracciones con acetato de etilo y analizaron por cromatografia en capa
fina (CCF) (Figura 5).

a)

AIA (Rf: 0.6) —

Figura5. Identificacion de AIA en un cultivo de Pseudomonas rhodesiae GRC140
por cromatografia en capa fina. Los extractos se analizaron usando luz UV de onda
larga (a), luz UV de onda corta (b) y el reactivo de van Urk-Salkowski (c). Linea 1)
Estandar de AIA, Linea 2) Extracto de medio LB no inoculado, Linea 3) Extracto de
cultivo de GRC140 en LB, Linea 4) Extracto de medio LB +Trp no inoculado, Linea 5)
Extracto de cultivo de GRC140 en LB +Trp. En cada linea se colocaron volumenes
iguales de cada uno de los extractos.

En el analisis por CCF, se observd que el AlA presenta un factor de retencion
(FR) de 0.6 en el sistema de solventes utilizado [Hexano: acetato de etilo: isopropanol:
acido acético glacial (40: 20: 5: 1, v/v)]. El FR permitié confirmar la presencia de AlA
en el extracto de cultivo de P. rhodesiae GRC140 crecido en medio LB + L-Trp (Figura

5a, c), y concuerda con lo previamente evaluado mediante colorimetria (Figura 4).
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Con la finalidad de identificar y cuantificar los compuestos producidos por P.
rhodesiae GRC140 en los cultivos, los extractos se analizaron también por CG-EM
(Tabla 8).

Tabla 8. Analisis por CG-EM de acido indol acético (AIA) y compuestos intermediarios
en la sintesis del AlA producidos por Pseudomonas rhodesiae GRC140 en medio LB
y LB con L-Trp

. . Medio
Tiempo de retencidn
Compuesto (minuto) LB LB + Trp
(mg/L) (mg/L)
Indol-3-etanol (IEt) 37.25 ND 0.22 £ 0.05
Acido indol acético (AIA) 38.51 ND 1.38 £ 0.48
Acido indol lactico (AIL) 41.33 ND 1.59+£0.92

ND: no detectado
Los valores representan la media + DE.

Como se muestra en la Tabla 8, en ausencia del L-Trp no se identifico el AIA o
compuestos intermediarios en el extracto, lo cual indica que P. rhodesiae GRC140 no
es capaz de sintetizarlos en ausencia del L-Trp. Mientras que en presencia del L-Trp,
P. rhodesiae GRC140 produce AIA a una concentracion de 1.38 + 0.48 mg/L. Estos
resultados también sugieren que P. rhodesiae GRC140 produce AIA siguiendo rutas
dependientes del L-Trp.

Una vez analizada la produccion de compuestos inddlicos por P. rhodesiae
GRC140 en los sobrenadantes de cultivo, se calculd la concentracion de cada
compuesto en el extracto seco. Como se muestra en la Figura 6, por cada gramo de
extracto seco hay 1.7 £ 0.63 mg de IEt, 11 £ 4.0 mg de AIAy 10 £ 8.7 mg de AlL. Estos
resultados muestran que P. rhodesiae GRC140 produce AlAy el AlL a partir del L-Trp

a niveles similares a las 84 h de incubacion.
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Figura 6. Concentracién de compuestos inddlicos (IEt, AIA y AIL) en el extracto
obtenido del cultivo de 84 h de Pseudomonas rhodesiae GRC140 en caldo
LB+Trp. Los valores representan la media + DE.

Existen cinco rutas que las bacterias pueden emplear para la biosintesis de AIA
usando el L-Trp como precursor (Duca y Glick, 2020). La presencia del indol-3-etanol
(IEt) y &cido indol lactico (AIL) en los sobrenadantes de cultivo de P. rhodesiae
GRC140 (Tabla 8) sugiere que la sintesis de AIA en esta bacteria se realiza
principalmente a través de las rutas del acido indol pirdvico y del indol-3-acetaldehido.
Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprobar la vias de sintesis de AIA en
P. rhodesiae GRC140. Duca et al. (2018) observaron de manera similar la presencia
de AIL en un cultivo de Pseudomonas sp. UW4. Mientras que Lin et al. (2015),
identificaron el AIL, IEt y Indol-3-acetamida (IAM) en cultivos de P. putida. Estos
resultados soportan la idea de que la produccién de AIA a través de ruta dependiente

de L-Trp pudiera estar conservada en el género Pseudomonas.
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6.1.2. Autenticacion vegetal

Para autenticar la planta se analizé la regidon intergénica psbA-trnH, un marcador
ubicado en el genoma de los cloroplastos y util en taxonomia molecular y relaciones
flogenéticas vegetales (Liu et al., 2013). Por PCR se amplificé un producto de
aproximadamente 700 pares de bases (pb) (Figura 7). La secuenciacion del amplicén
(Numero de acceso del GenBank MZ905385) mostrd una alta similitud (99.73 %) con
la secuencia de la region intergénica de T. latifolia disponible en la base de datos del
NCBI.

5000—p

1500 —p

500—p

Figura 7. Amplificacién de la region intergénica psbA-trnH usando el ADN
genémico de plantas de Typha. El gel de electroforesis se visualizé bajo luz UV.
Linea M) Marcador de peso molecular 1 kb Plus Thermo Fisher Scientific, Linea 1)
Producto de PCR usando el ADN gendémico de Typha, Linea 2) Control negativo.
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6.1.3. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140 en plantas de Typha latifolia
Estudios previos, han mostrado que diferentes especies de Pseudomonas pueden
favorecer el desarrollo vegetal al modificar la arquitectura radical de las plantas (Backer
et al., 2018). Ortiz-Castro et al. (2020) y Gu et al. (2020) encontraron que P. putida, P.
fluorescens y P. mediterranea estimulan la formacién de raices laterales en A. thaliana.
De manera similar, se observd en un estudio previo que P. rhodesiae GRC140
incrementa la densidad de raices laterales en A. thaliana (Rolén-Cardenas et al.,
2020). Por lo cual en este trabajo se estudio el efecto de P. rhodesiae GRC140 en
plantas de T. latifolia, una especie comunmente utilizada en fitorremediacion (Figura
8).
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Figura 8. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140 en Typha latifolia. Plantas
de T. latifolia de 15 dias de crecimiento se expusieron durante 15 dias a diferentes
densidades bacterianas de P. rhodesiae GRC140 (a). Posterior al tratamiento se
analizé el peso fresco total (b); el nUmero de raices (c); longitud de raices (d) y la
longitud de brotes (e). Los valores representan la media £ DE. Letras diferentes
representan medias estadisticamente diferentes (p < 0.05, Prueba de Tukey). Barra de
escala: 1.0 cm.

36



A los 15 dias de interaccion entre la bacteria y el sistema radical de T. latifolia,
se observé que las densidades de 108, 107 y 108 UFC/mL de P. rhodesiae GRC140
favorecen el incremento de biomasa fresca pero no modifican la longitud de los brotes
de las plantas de T. latifolia (Figura 8a, b, e). Resultados similares fueron reportados
por Yasmin et al. (2020), quien encontré6 que P. pseudoalcaligenes (10® UFC/mL)
aumenta el peso fresco de plantas de Glycine max L. crecidas en hidroponia.

El sistema radical es responsable del anclaje de la planta al sustrato y de la
absorcion de agua y sustancias minerales, por lo cual tiene un papel central en la salud
y la productividad vegetal (Khan et al., 2016). En este estudio, se observo que P.
rhodesiae GRC140 a densidades de 107 y 108 UFC/mL incrementa la longitud del
sistema radical de T. latifolia (Figura 8d), pero no tienen un efecto significativo en el
namero de raices por planta (Figura 8c). Se ha reportado que las bacterias productoras
de AIA tienen efecto en el sistema radicular al proveer de una fuente de auxinas
exdgenas para la planta (Ali et al., 2009). Lo cual podria indicar que P. rhodesiae
GRC140 produce auxinas difusibles en el medio de cultivo que modifican el sistema
radical de T. latifolia.

Las bacterias productoras de AIA también pueden producir un efecto inhibitorio
en el crecimiento vegetal en funcion de la dosis empleada. En este estudio se observd
que altas concentraciones de inéculo de P. rhodesiae GRC140 (10° UFC/mL) reducen
de manera significativa el peso fresco total de T. latifolia (Figura 8a, b). El efecto
inhibitorio en el crecimiento vegetal de T. latifolia podria ser consecuencia de los altos
niveles de AIA en el medio secretado por la bacteria a altas densidades (Barazani y
Friedman, 1999; Sirrenberg et al., 2007).
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6.1.4. Efecto del AIA exdgeno en plantas de Typha latifolia

Las auxinas, como el AlA, son fitohormonas que favorecen el crecimiento y desarrollo
vegetal (Keswani et al., 2020). Por lo cual, en este estudio, se evalué la respuesta de
T. latifolia al AIA exdgeno (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del acido indol acético comercial en Typha latifolia. Plantas de T.
latifolia de 15 dias de crecimiento se expusieron durante 15 dias a diferentes
concentraciones de AlA (a). Posterior al tratamiento se analizo el peso fresco total (b);
el nimero de raices (c); la longitud de raiz (d) y la longitud de brotes (d). Los valores
representan la media + DE. Letras diferentes representan medias estadisticamente
diferentes (p < 0.05, Prueba de Tukey). Barra de escala: 1.0 cm.

Después de 15 dias de incubacion con AlA exégeno, no se observaron cambios
significativos en el peso fresco total, la longitud de raiz y la longitud de brotes en las
plantas de T. latifolia expuestas a 1.0 y 10.0 uM de AIA (Figura 9a, b, d, e). Sin
embargo, 1.0 uM del AIA exdgeno produce un incremento del 40 % en el nUmero de
raices en comparacion con las plantas control (Figura 9c). Estos resultados indican

qgue el AIA exdgeno modifican el sistema radical de plantas de T. latifolia crecidas in
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vitro. Estudios previos han observado efectos similares en diferentes especies
vegetales crecidas in vitro. Knee y Hangarter (1996) reportaron que el AIA induce el
crecimiento de la raiz primaria en A. thaliana. Por otro lado, Chhun et al. (2003) y Abu-
Zahra et al. (2012) observaron que el &cido naftalen acético (ANA) y el &cido indol
butirico (AIB) incrementan el nimero de raices en Parthenocissus quinquefoliay Oryza
sativa L., respectivamente. El incremento en el nimero de raices de la planta es
consecuencia a un incremento en la division celular del periciclo, un tejido vascular
localizado en la parte central de la raiz, en respuesta a las auxinas exdgenas (Liu et
al., 2002).

Por otro lado, el efecto benéfico de las auxinas es dependiente de la
concentracion de auxina en el medio de cultivo. En este trabajo se encontré que a
concentraciones superiores a 10.0 uM de AIA se inhibe el crecimiento general de T.
latifolia (Figura 9a). Estos resultados son similares a lo reportado por De Klerk et al.
(1997), quienes observaron que altos niveles de AIA, ANA y AIB inhiben la elongacion
del sistema radicular y reduce el nimero de raices de plantulas de manzana ‘Jork 9’.
Este efecto podria ser consecuencia de una elevada produccion de etileno en la planta,

inducida por las altas concentraciones de auxinas en el medio (Chen y Kao, 2012).
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6.1.5. Efecto del extracto de auxinas obtenido del sobrenadante de cultivo de
Pseudomonas rhodesiae GRC140 en el crecimiento de Typha latifolia

Se evalud el efecto del extracto obtenido a partir del sobrenadante del cultivo de P.
rhodesiae GRC140 (Figura 10). Para los ensayos con plantas, se prepararon placas
de agar MS 0.2X suplementadas con diferentes cantidades de extracto (1.15, 2.30,
11.50, 23.0 yg/mL). Como control negativo se utilizaron placas sin la adicién del
extracto. Plantulas de T. latifolia de 15 dias despues de germinaciéon (DDG) se
colocaron sobre las placas y se incubaron durante 15 dias bajo un fotoperiodo de 16

h luz/ 8 h oscuridad.
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Figura 10. Efecto del extracto de auxinas en Typha latifolia. Plantas de T. latifolia
de 15 dias de crecimiento se expusieron durante 15 dias a diferentes concentraciones
del extracto de auxinas (a). Posterior al tratamiento se analiz6 el nimero de raices (b);
la longitud de raices (c); el numero de hojas (d) y la longitud de los brotes (e). Los
valores representan la media + DE. Letras diferentes representan medias
estadisticamente diferentes (p < 0.05, Prueba de Tukey). Barra de escala: 1.0 cm.

En este estudio se encontré6 que el extracto obtenido de un cultivo de P,
rhodesiae GRC140 no tiene un efecto significativo en la emergencia de hojas ni de
raices (Figura 10b, d). Sin embargo, se observé que el extracto de auxinas tiene un
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efecto dosis-dependiente significativo sobre la longitud de la raiz y de los brotes de T.
latifolia (Figura 10 a, c, e). Como se muestra en la Figura 10c la longitud de la raiz
disminuye de manera dependiente de la concentracion de extracto que se adiciona al
medio, mientras que la longitud de los brotes aumenta significativamente con 1.15
pg/mL del extracto (Figura 10e). Efectos similares se han observado en plantas de A.
thaliana Col-0 y Triticum aestivium tratadas con extractos de sobrenadantes de cultivo
del hongo Pisolithus tinctorius y la bacteria Nocardioides sp., respectivamente (Meena
et al., 2020; Castillo-Esparza et al., 2021). En A. thaliana Col-0 el extracto inhibe el
crecimiento de la raiz primaria (Castillo-Esparza et al., 2021), mientras que en T.
aestivium, el extracto incrementa la longitud de los brotes y raices (Meena et al., 2020).
Los efectos producidos por el extracto pueden ser atribuidos al efecto sinérgico del
AlA, el IEty el AlL, metabolitos encontrados en el extracto (Tabla 8) y que han mostrado
ser auxinas activas en A. thaliana (Contreras-Cornejo et al., 2014).

Por otro lado, estudios previos han demostrado que algunas bacterias, ademas
de auxinas, producen otra clase de metabolitos en medio LB que pueden modificar la
estructura de la raiz (Ali et al., 2009). Ortiz-Castro et al. (2020) encontraron que P.
putida y P. fluorescens producen ciclodipéptidos en caldo LB. Estos compuestos
muestran una actividad similar a auxinas y favorecen la formacion de raices laterales
en A. thaliana (Ortiz-Castro et al., 2011). Sin embargo, estos compuestos no fueron

considerados en este estudio.
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6.2. Establecimiento del cultivo en hidroponia de Typha latifolia y su evaluacién
en el proceso de remocion de Cd por Pseudomonas rhodesiae GRC140, por el

AlA 'y por el extracto de auxinas

6.2.1. Cultivo de Typha latifolia bajo condiciones axénicas
Para estudiar el efecto del cocultivo con P. rhodesiae GRC140, del extracto de auxina
y del AlA sobre plantas de T. latifolia, fue necesario desarrollar un cultivo que permitiera
obtener plantas axénicas con un buen desarrollo vegetal. En estudios previos se han
obtenido plantas estériles de T. latifolia por micropropagacion in vitro usando como
explantes inflorescencias maduras (Estime et al., 2002; Czako et al., 2005), secciones
de hojas (Estime et al., 2002) y semillas germinadas (Rogers et al., 1998; Rogers,
2003). En este trabajo se propuso el establecimiento de un cultivo axénico en
hidroponia de T. latifolia a partir de semillas germinadas.

La germinacién de las semillas fue el primer paso para establecer el cultivo de
T. latifolia, por lo cual se evalud6 la germinacion de semillas desinfectadas de T. latifolia

en agar-agua y agar MS 0.2X (Figura 11).
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Figura 11. Germinacion de semillas de Typha latifolia. (a) Porcentaje de
germinacion de semillas de T. latifolia en diferentes medios; (b) Semillas de T. latifolia
germinadas en agar agua y agar MS 0.2X posterior a los 4 y 10 dias de incubacion.
Los valores representan la media + DE. Letras diferentes representan medias
estadisticamente diferentes (p < 0.05, Prueba de Tukey).



Los resultados mostraron que en condiciones in vitro, la germinacién de las
semillas es dependiente de la composicion del medio usado. A los 4 dias de
incubacion, se encontré un 60 % de germinacion en medio MS 0.2X, mientras que en
agar-agua solo se obtuvo un 45 % (Figura 11a). Después de los 10 dias de incubacién,
en el medio MS 0.2X se obtuvieron también plantas de T. latifolia con un mayor
crecimiento en comparacion con las plantas crecidas en agar-agua (Figura 11b). Las
plantulas de T. latifolia fueron transferidas a un sistema de hidroponia desarrollado por
Alatorre-Cobos et al. (2014). Este sistema consiste en un sistema axénico en un
contenedor de polipropileno y una malla de polietileno de alta densidad. Para el
crecimiento de T. latifolia se utilizé el medio MS 0.2X suplementado con glucosa como
fuente de carbono (Horn et al., 2021). Las plantas se mantuvieron creciendo sin
aireacion durante 60 dias, usando el medio inicial (MS 0.2X con glucosa).

A los 10 dias de incubacion, las plantas de T. latifolia mostraron el desarrollo de
brotes y raices en los sistemas de hidroponia, mientras que a los 60 dias se observaron
plantas con un evidente desarrollo de brotes y raices, sin signos visibles de estrés
(Figura 12a). Después de la incubacion, tampoco se observo el desarrollo de
microorganismos contaminantes en los sistemas o el medio de crecimiento (Figura
12b). Lo que nos indica que los sistemas de hidroponia y las plantas de T. latifolia se
mantienen en condiciones axénicas durante la etapa de crecimiento. En contraste con
estudios previos usados para obtener plantas axénicas de T. latifolia (Rogers et al.,
1998; Estime et al., 2002; Liu et al., 2019), el cultivo en hidroponia aqui usado no
requiere fitohormonas para la diferenciacion vegetal, reduce el tiempo para obtener
cultivos axénicos, y permite realizar investigaciones con plantas de T. latifolia en

condiciones de nutricion controlada (Doran, 2009).
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10d
Figura 12. Plantas de Typha latifolia de 60 dias de crecimiento en el sistema de
hidroponia axénico. (a) Vista lateral y superior de brotes y raices de plantas de 10y
60 dias de crecimiento en medio MS 0.2X pH 5.7 suplementado con 1.0 % de glucosa.
(b) Comprobacion de las condiciones axénicas de la solucién nutritiva después de 60
dias de cultivo de las plantulas de T. latifolia.

6.2.2. Modelamiento quimico de la biodisponibilidad de Cd en los sistemas de
hidroponia sin glucosa

La toxicidad de los metales pesados para las plantas estd muy relacionada con su
biodisponibilidad en la solucion de hidroponia, y esta influenciada por diversos
factores como el pH, el contenido de materia organica, la presencia de ligandos y la
especiacion quimica de los iones en el medio (Shahid et al., 2017). EI medio MS ha
sido utilizado anteriormente para evaluar la remocién de Pb, Cry Mn por raices de T.
latifolia cultivadas in vitro (Santos-Diaz y Barron-Cruz, 2011), sin embargo, en este
trabajo se usé el medio liquido MS diluido (0.2X) sin glucosa para asegurar la
biodisponibilidad del Cd en la solucion de hidroponia. El analisis de predicciéon por
modelamiento quimico usando el programa Visual MINTEQ mostré que todo el CdCl2
suplementado al medio de cultivo se encuentra disponible en forma de diferentes

especies y no hay precipitacion de Cd en el medio (Tabla 9).
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Tabla 9. Especiacion del cadmio en el medio MS 0.2X a pH 5.7, calculado con Visual
MINTEQ versioén 3.1

Concentracién de Cd (mg/L)

Especies (%) 10 20 40
Cd?* 66.70 75.86 79.70
cdcr 5.60 7.11 9.03
CdCl: (aq) 0.03 0.04 0.06
CdSOq4 (aq) 1.90 2.17 2.21
CdNHz?* 0.03 0.03 0.03
CdNOs* 1.06 1.20 1.25
CdHPO4(aq) 1.42 1.60 1.64
CdEDTAZ 23.14 11.94 6.06
CdHEDTA" 0.07 0.04 0.02
% Disuelto 100 100 100
% Precipitado 0 0 0

aq: aquocomplejos

De acuerdo con nuestro analisis, la forma idnica Cd?* es la especie predominante en
el medio MS 0.2X a pH 5.7, la cual se encuentra disponible en un 66, 75y 79 % cuando
se adicionan al medio 10, 20 y 40 mg/L de Cd, respectivamente (Tabla 9). Estos niveles
de disponibilidad son menores que los observados en la solucion Hoagland (pH 6.0),
donde el Cd?* se mantiene disponible entre 80-81 % cuando el medio contiene 5-100
MM CdCl2 (0.9-18.3 mg/L) (Piotto et al., 2018).

6.2.3. Efecto téxico del Cd en Typha latifolia

Para evaluar el efecto del Cd en plantas de T. /atifolia crecidas en hidroponia, plantas
de 60 dias de crecimiento se expusieron a 10, 20 y 40 mg/L de Cd durante 10 dias.
Posterior a la exposicién a Cd, se observé que las concentraciones de Cd evaluadas
no mostraron un efecto significativo sobre el fenotipo o en el contenido de clorofila total
de las plantas de T. latifolia (Figura 13a, d). Estos resultados concuerdan con los
reportado por Woraharn et al. (2021), quienes no observaron signos de toxicidad en
plantas de T. angustifolia expuestas a Cd durante 15 dias. Sin embargo, se observo
una reduccion en la biomasa de los brotes en una manera dependiente de la dosis

(Figura 13b, c). Esta reduccion en el peso de los brotes podria ser consecuencia de la
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disminucién del area superficial de las hojas causado por el Cd, similar a lo observado
en hojas de Triticum aestivium (Agami y Mohamed, 2013).
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Figura 13. Efecto del cadmio en el crecimiento de plantas de Typha latifolia.
Plantulas de T. latifolia de 60 dias de crecimiento fueron expuestas a diferentes
concentraciones de Cd. Después de 10 dias de incubacion, se evalud el aspecto de
las plantulas considerando el fenotipo de brotes y raices (a), se monitore6 el
crecimiento considerando el peso fresco (b) y seco (c). Se evalud el efecto del Cd en
el contenido de clorofila (d) y en la fuga de electrolitos de las raices (e). Los valores
representan la media = DE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el

control (0 mg/L) y los tratamientos (* p < 0.05; ** p < 0.01; Pueba de Bonferroni; *** p
< 0.001; Prueba de Dunnett).

La fuga de electrolitos es un pardmetro que mide el dafio en un tejido vegetal
expuesto a cualquier tipo de estrés, y se ha asociado a la salida de iones potasio (K*)
de las células (Takashima et al., 2020). En el presente estudio, se encontré un
incremento significativo en la fuga de electrolitos de las raices de plantas expuestas a
20 y 40 mg/L de Cd (Figura 13e). Estudios previos han reportado que la fuga de
electrolitos es inducida por una elevada produccién de EROs (Demidchik, 2018). En T.
angustifolia, la exposicién a Cd incrementa la produccion de superéxido en una manera

dependiente de la concentracion (Ren et al., 2020). Las EROs producidas en las



plantas durante el estrés, activan canales ibnicos de membrana que favorecen la salida
del K* intracelular, estimulando enzimas hidricas intracelulares que conducen a la
muerte celular programada (Demidchik et al., 2014; Demidchik, 2018). A pesar de que
los niveles de EROs no fueron determinados en este estudio, los resultados sugieren
gue la fuga de electrolitos en T. latifolia es inducida por las EROs generados en las
plantas expuestas a 20 y 40 mg/L de Cd.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, son inducidos en las
plantas para mantener el balance de EROs (Liu y Yang, 2020). En este estudio, se
evaluo la defensa antioxidante de T. latifolia expuesta a Cd, cuantificando la actividad
catalasa (CAT) y el contenido de glutation (GSH) total (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del cadmio en la actividad catalasa y el contenido de glutation
total en Typha latifolia. Plantulas de T. latifolia de 60 dias de crecimiento fueron
expuestas a diferentes concentraciones de Cd. Después de 10 dias de incubacién, se
evaluo la actividad de la enzima catalasa (CAT) (a) y de los niveles de glutation (b) en
brotes y raices. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el control (O
mg/L) y los tratamientos (** p < 0.01; *** p < 0.001; Prueba Bonferroni).

La CAT es una de las principales enzimas antioxidantes que reduce el dafio
oxidativo al disminuir los niveles de peréxido de hidrogeno (H2032) intracelulares (Liu y
Yang, 2020). En este estudio se observé que la actividad CAT incrementa al doble en
plantas de T. latifolia expuestas a 10 mg/L de Cd, pero no se modifica su actividad en
plantas expuestas a 20 y 40 mg/L de Cd (Figura 14a). Resultados similares fueron
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observados en plantas de Sassafras tzumu y T. aestivum expuestas a Cd (Zhao et al.,
2021; Zhang et al., 2021). El incremento de la actividad CAT a bajas concentraciones
(10 mg/L) puede ser atribuido a un incremento en la produccién de EROs inducido por
el estrés por Cd, similar a lo observado en T. aestivium (Zhang et al., 2021). Por otro
lado, una baja actividad CAT a altas concentraciones de Cd podria ser el resultado de
la interaccion de los iones Cd con aminoéacidos del centro activo de la CAT, inhibiendo
la unién de la enzima al H202 por impedimento estérico (Wang et al., 2015). Estos
resultados muestran que bajos niveles de Cd inducen la actividad CAT, mientras que
altos niveles de Cd inhibe la actividad CAT en plantas de T. latifolia.

El glutation (GSH) es un compuesto antioxidante que regula los niveles de H202
a través del sistema ascorbato-glutation en las plantas (Li et al., 2021). El GSH también
inactiva iones metalicos intracelulares a través de la formacién de complejos y es un
precursor de las fitoquelatinas (PC), péptidos ricos en acido glutamico y cisteina
especializados en la quelacion de metales pesados (Li et al., 2021). En este estudio
se observd que el estrés por Cd induce la sintesis de GSH total inicamente en las
raices de T. latifolia. En plantas expuestas a 10, 20 y 40 mg/L de Cd, el contenido de
Cd total en raices incrementa 21, 24 y 36 veces con respecto a las plantas no
expuestas (Figura 14b). Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente en
T. angustifolia, donde se observo que el Cd incrementa la sintesis de GSHy PC como
mecanismos de detoxificacién del Cd intracelular (Xu et al., 2011; Liu et al., 2016; Zhao
et al., 2016). Estos resultados sugieren que la acumulacion de GSH puede estar

asociado con la tolerancia a Cd en plantas de T. latifolia.
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6.2.4. Remocién y acumulacion de Cd por plantas de Typha latifolia cultivadas
en hidroponia

La acumulacion de Cd en brotes y raices en T. latifolia se determiné después de 10
dias de exposicion a Cd. En ambos érganos los niveles de Cd se incrementan en una
manera dependiente de la dosis empleada en el medio de cultivo. El contenido de Cd
en las raices se encontré entre 2970 y 3520 mg/Kg PS, mientras que en brotes se
encontré entre 406 y 739 mg/Kg PS (Tabla 10). Estos resultados muestran que la
concentracion de Cd en las raices de T. latifolia fue entre 4.7 y 7.3 veces mayor que
en los brotes, sugiriendo una baja eficiencia en la translocacion de Cd. Los niveles de
Cdenraices de T. latifolia son mayores a los reportados en plantas de T. latifolia (1230-
2339 mg/Kg) (Alonso-Castro et al., 2009), T. angustifolia (1213-2977 mg/Kg)
(Woraharn et al., 2021), y T. orientalis (300-1100 mg/Kg) (Wang et al., 2018) donde se

usaron otras condiciones de cultivo (Tabla 1).

Tabla 10. Contenido de cadmio en brotes y raices de plantulas de Typha latifolia
expuestas a diferentes concentraciones de cadmio

Concentracion Contenido Cd (ug/g PS) FBC T Remocion
Cd (mg/L) Brotes Raices de Cd (%)
0 ND ND ND ND ND
10 406 + 59° 2970 + 65°¢ 509 + 962 0.18 + 0.042 37 +3.82
20 668 + 732 3275 + 15 340 + 38b 0.24 £ 0.012 43 +6.32
40 739 + 242 3520 + 1052 126 + 16° 0.23 +£0.032 22 £5.3b

ND: no detectado; FBC: Factor de Bioconcentracion; FT: Factor de translocaciéon; PS: Peso seco.
Los valores representan la media + DE. Letras diferentes representan medias estadisticamente diferentes (p <
0.05, Prueba de Tukey).

Los factores de bioconcentracién (BCF) y de translocacion (TF) son dos indicadores
gue se utilizan para evaluar la capacidad de una planta de acumular metales (Sidhu et
al., 2018). El BCF relaciona la cantidad de Cd en las raices de la planta y la
concentracion de Cd del medio, mientras que el FT indica la capacidad de la planta de
movilizar el Cd desde las raices hacia los brotes (Ran et al., 2020). En este estudio se
obtuvieron valores de BCF >1.0 y FT < 1.0 para las plantas de T. latifolia expuestas a

las diferentes concentraciones de Cd (Tabla 10). Estos resultados indican que las
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plantas de T. latifolia toman el Cd del medio de hidroponia acumulandolo en sus raices
y no lo translocan hacia sus brotes. Valores similares de BCF y FT fueron reportados
en plantas de T. angustifolia (Ren et al., 2020; Woraharn et al., 2021) y T. orientalis
(Wang et al., 2018). Una baja eficiencia en la traslocacion de Cd por las plantas de
Typha puede ser debido a la banda de Caspary, un tejido presente en las raices de
algunas plantas que evita la movilizacion del Cd hacia los tejidos vasculares y por lo
tanto disminuye la acumulacion de Cd en brotes (Xu et al., 2011).

Los niveles de Cd en la solucién de hidroponia también se determinaron. Se
observo que, a los 10 dias de exposicion, las plantulas de T. latifolia remueven el 37,
43 y 22 % del Cd de la solucion de hidroponia cuando se expusieron a 10, 20 y 40
mg/L de Cd, respectivamente (Tabla 10). Los resultados muestran que la mayor
eficiencia de remocion de Cd ocurre a bajas concentraciones (10 y 20 mg/L Cd). De
manera similar, Alonso-Castro et al. (2009) reportaron que plantas jévenes de T.
latifolia remueve el 41 y 38 % del Cd de la solucion cuando se exponen a5y 7.5 mg/L

de Cd, respectivamente.
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6.2.5. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del AIA y del extracto de
auxinas en plantas de Typha latifolia expuestas a Cd

Diferentes estudios han mostrado que las bacterias tolerantes a metales pesados y
promotoras de crecimiento vegetal juegan un papel muy importante en el proceso de
fitoextraccion (Sharma, 2021). Se ha sugerido que estas bacterias pueden disminuir
en las plantas el estrés causado por los metales pesados y contribuir al desarrollo
vegetal a través de la produccion de auxinas bacterianas (Rolén-Cérdenas et al., 2022;
Mathur et al., 2022). Por lo que en este estudio se evaluo el efecto de P. rhodesiae
GRC140, del extracto de auxinas obtenido de un cultivo de la bacteria y del AIA
exdgeno en la remocion de Cd por plantas de T. latifolia.

La colonizacion de la raiz es un factor clave en la interaccion planta-
microorganismo y depende de multiples factores para que se lleva a cabo (Zhang et
al., 2014). Por tal razon, en este estudio se evalud la densidad bacteriana en el medio
de hidroponia y la colonizacion de las raices de T. latifolia posterior a la inoculacién
con P. rhodesiae GRC140 (Figura 15).

[ Raices
Medio

Numero de bacterias
(Iog10 UFC)
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ND 7/ ND  ND
Cd Cd+GRC140 Cd+AIA Cd+Extracto

Figura 15. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de Pseudomonas
rhodesiae GRC140 en el medio de hidroponia y en raices de Typha latifolia
expuestas a cadmio. Los sistemas fueron inoculados con suspensién bacteriana
(DOs0o = 1.0) de P. rhodesiae GRC140, 16 dias post-inoculacion (dpi) se determiné el
namero de bacterias en el medio de hidroponia y las raices. Los valores representan
la media = DE. ND: No detectado.
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Se observo que, a los 16 dias post-inoculacién (dpi), el nimero de P. rhodesiae
GRC140 en la solucion de hidroponia fue de logio 6.6 £ 0.2, mientras que en las raices
de T. latifolia fue de logio 3.9 + 0.02 (Figura 15). Durante la determinacién no se
observaron morfotipos diferentes a P. rhodesiae GRC140. Estos resultados muestran
que P. rhodesiae GRC140 se mantiene viable en la solucion de hidroponia y puede
colonizar la raiz de T. latifolia en presencia de 40 mg/L de Cd (Figura 15). Estos
resultados son similares a lo reportado por Wu et al. (2020), quienes observaron que
P. fluorescens coloniza las raices de Sedum alfredii expuestas a 25 puM (5.9 mg/L) de
Cd(NO3)a.
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Para evaluar si los tratamientos incrementaban la tolerancia y acumulacion de Cd en
las plantas de T. latifolia, plantas de 60 dias de crecimiento se trataron con P. rhodesiae
GRC140, con AlA o con el extracto de auxinas durante 6 dias y posteriormente se
expusieron durante 10 dias a Cd (40 mg/L). Como control se usaron plantas expuestas

a Cd sin el pre-tratamiento (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del 4cido indol acético y
del extracto de auxinas en el crecimiento de plantas de Typha latifolia expuestas
a cadmio. Plantulas de T. latifolia de 60 dias de crecimiento fueron tratadas con la
bacteria, el AIA o el extracto de auxinas durante 6 dias, y posteriormente fueron
expuestas a 40 mg/L Cd. Después de 10 dias de incubacion, se evalu6 el aspecto de
las plantulas considerando el fenotipo de brotes y raices (a), se monitore6 el
crecimiento considerando el peso fresco (b) y seco (c). Se evalud el efecto del Cd en
el contenido de clorofila (d) y en la fuga de electrolitos de las raices (e). Los valores
representan la media = DE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el
control (Cd) y los tratamientos (* p < 0.05; Prueba de Bonferroni y Prueba de Dunnett).

Después de la exposicion a Cd, las plantas de T. latifolia de los tratamientos y
el control mostraron un fenotipo similar (Figura 16a). No se detectaron cambios

significativos en el peso fresco, peso seco y la fuga de electrolitos en los tratamientos
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Cd+GRCA140 y Cd+AIA, con respecto al control (Cd). Sin embargo, se observé que
el extracto de auxinas (Cd+Extracto) aumenté el peso fresco y seco de brotes (Figura
16D, c). Este resultado concuerda con lo observado anteriormente en el sistema de
placa (Figura 10c) y con lo reportado por Meena et al. (2020), quienes encontraron que
el extracto de auxinas de la actinobacteria Nocardioides sp. aumenta la longitud de los
brotes de T. aestivium expuestas a condiciones de estrés salino.

También se observé que el AIA exdgeno y el extracto de auxinas incrementaron
el contenido de clorofila total en plantas de T. latifolia expuestas a Cd (Figura 16d).
Este resultado es similar a o observado por Zhou et al. (2020), quienes observaron
gue la aplicacion exdgena de AIA aumenta el contenido de clorofila total en plantas de
Cinnamomum camphora tratadas con 30 mg/Kg de Cd. Esto puede ser debido a que
las auxinas tienen un efecto protector sobre la clorofila a en las plantas expuestas a
Cd. En Chlorella vulgaris, las auxinas AlA, AIB, APA y ANA evitan la degradacion de
la clorofila a por efecto del Cd (Piotrowska-Niczyporuk et al., 2012). Mientras que en
Solanum lycopersicum, el AlA retarda la degradacién de la clorofila a al disminuir la
expresion de las enzimas clorofilasas, enzimas involucrada en el catabolismo de la
clorofila (Su et al., 2015).

Se ha reportado que las auxinas y las bacterias productoras de auxinas pueden
proteger a las plantas del estrés oxidativo causado por el Cd, incrementado la actividad
de enzimas antioxidantes y la sintesis de moléculas antioxidantes (Rolén-Céardenas et
al., 2022). Por lo cual, se determiné el efecto de P. rhodesiae GRC140, del AIA
exdgeno y del extracto de auxinas en la actividad CAT y el contenido de GSH en
plantas de T. latifolia expuestas a Cd (Figura 17). Plantas inoculadas con P. rhodesiae
GRC140 no mostraron diferencias en la actividad CAT y en el contenido de GSH en
brotes y raices de T. latifolia con respecto a las plantas control (Cd) (Figure 17a, b).
Efectos similares se observaron en las plantas de T. latifolia tratadas con AlA y con el
extracto de auxinas (Figure 17a, b). Estos resultados muestran que nuestras
condiciones experimentales, P. rhodesiae GRC140, el AlA exdgeno, y el extracto de

auxinas no interfieren con el estado antioxidante de T. latifolia expuestas a Cd.
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Figura 17. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del 4cido indol acético y
del extracto de auxinas en la actividad catalasa y el contenido de glutation total
en Typha latifolia expuestas a cadmio. Plantulas de T. latifolia de 60 dias de
crecimiento fueron tratadas con la bacteria, con el AIA o con el extracto de auxina
durante 6 dias, posteriormente fueron expuestas a 40 mg/L de Cd por 10 dias.
Después de la exposicion a Cd, se evalud la actividad de la enzima catalasa (CAT) (a)
y de los niveles de glutatién (b) en brotes y raices. Los valores representan la media +
DE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el control (Cd) y los
tratamientos (Prueba Bonferroni).
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6.2.6. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del AIA exdgeno y del extracto
de auxinas en laremocion y acumulacion de Cd por plantas de Typha latifolia

Para determinar si P. rhodesiae GRC140, el AlA o el extracto de auxinas favorecian la
acumulacion de Cd, las plantulas de T. latifolia se expusieron a medios con 40 mg/L
de Cd durante 10 dias y posterior a la incubacion se cuantifico el contenido de Cd en

las plantas de T. latifolia por EAA (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del 4cido indol acético y
del extracto de auxinas en el contenido y la acumulacion de cadmio por Typha
latifolia. Los tejidos de las plantas expuestas a Cd se digirieron y se analizaron por
EAA para determinar (a) el contenido de Cd, y (b) la acumulacién de Cd en los tejidos
de las plantas. Los valores representan la media + DE. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre el control (Cd) y los tratamientos (* p < 0.05; ** p <0.01;
*** p < 0.001; Prueba de Dunnett).
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Como se muestra en la Figura 18, se observé que la inoculacién con P. rhodesiae
GRC140 incrementa dos veces el contenido y la acumulacién de Cd en brotes en
comparacion con el tratamiento control (Cd), pero no tiene un efecto significativo en el
contenido o acumulacién de Cd en raices (Figura 18a, b). También se observé que P.
rhodesiae GRC140 increment6 el valor de FT (Tabla 11). Estos resultados indican que
P. rhodesiae GRC140 incrementa la translocacion de Cd en las plantas de T. latifolia.
Un efecto similar se ha observado en plantas de Miscanthus floridulus Lab y Sedum
alfredii inoculadas con Lelliottia jeotgali y Sphingomonas, respectivamente (Pan et al.,
2017; Liu et al., 2021). Un incremento en la translocacion de Cd por P. rhodesiae
GRC140 puede ser atribuido a un incremento en la expresibn de genes de
transportadores de Cd, similar a lo que se ha observado en S. alfredii (Pan et al., 2017).
En esta planta, Sphingomonas incrementa la expresion de los genes NRAMP1 e IRT1,
dos genes que codifican para transportadores de metales, los cuales se han visto
involucrados en la translocacion de Cd en Oryza sativa (Lee y An, 2009; Takahashi et
al., 2011). Sin embargo, son necesarios mas estudios para entender como P.
rhodesiae GRC140 incrementa la translocacion de Cd desde las raices a los brotes en

plantas de T. latifolia.

Tabla 11. Factor de bioconcentracion y factor de translocacion en plantas de Typha
latifolia expuestas a Cd

Tratamiento FBC FT

Cd 166 + 47 0.15 + 0.023¢
Cd+ GRC140 186 + 27b 0.26 £ 0.0352
Cd+ AIA 248 £ 432 0.17 + 0.029¢b¢c
Cd+ Extracto 130+ 7.70 0.22 + 0.0342b

FBC: Factor de Bioconcentracién; FT: Factor de translocacion.
Los valores representan la media + DE. Letras diferentes representan medias estadisticamente
diferentes (p < 0.05, Prueba de Tukey).

Por otro lado, se observé que la aplicacion exdgena de AIA aumenta el
contenido de Cd y la acumulacion de Cd en la raiz de T. latifolia (Figura 18a, b), e
incrementa el valor del factor de bioconcentracion de Cd (Tabla 11). Estos resultados
son similares a los observados en A. thaliana (Zhu et al., 2013) y Solanum nigrum
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(Zulfigar et al., 2019) y sugieren que la aplicacién de AIA aumenta la inmovilizacion de
Cd en las raices. Este efecto podria deberse a una mayor fijacion de Cd en la pared
celular de la raiz por el AlA, al aumentar el contenido de componentes de la pared
celular (Zhu et al., 2013).

Después de 10 dias de incubacién, se observo que los niveles de Cd en la
solucion de hidroponia disminuyen significativamente en todos los tratamientos (p <
0.05) (Figura 19a). El porcentaje de Cd removido del medio por las plantas incrementa
con la aplicacion de AlA y la inoculacion de P. rhodesiae GRC140 en un 22 % y 8 %,
respectivamente (Figura 19b). Similar a nuestros resultados, se ha observado que la
inoculaciéon de microorganismos resistentes a Cd aumentan en un 10 % la remocion
de Cd?* por Phragmites australis en humedales construidos (Yu et al., 2020). Sin
embargo, el extracto de auxinas no contribuye con un incremento significativo en la
remocién de Cd del medio por la planta (Figura 19b).
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Figura 19. Efecto de Pseudomonas rhodesiae GRC140, del 4cido indol acético y
del extracto de auxinas en la remocién del cadmio del medio de hidroponia por
Typha latifolia. (a) Concentracion de Cd en el medio de hidroponia antes y después
del tratamiento; (b) Porcentaje de Cd removido por T. latifolia después de 10 dias de
exposicidn a Cd. Los valores representan la media + DE. Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Un aumento en la eliminacion de Cd por AIA y la adicion de P. rhodesiae
GRC140 es consistente con un aumento en la acumulacion de Cd por plantas de T.
latifolia tratadas con AIA y P. rhodesiae GRC140. En el tratamiento con P. rhodesiae
GRC140, las células bacterianas en los sistemas hidropdnicos también pueden
contribuir a la remocién de Cd; sin embargo, esta posibilidad no se analizé en este

estudio.
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7. CONCLUSIONES

En P. rhodesiae GRC140, la produccion de compuestos inddlicos se presenta
en la fase estacionaria de crecimiento celular.

Pseudomonas rhodesiae GRC140 produce AIA a una concentracion de 1.38 +
0.48 mg/L través de rutas dependientes del L-Trp.

En el sistema de placa, P. rhodesiae GRC140 incrementa la longitud del sistema
radicular, el AIA exdgeno favorece la formacion de raices mientras que el
extracto de auxinas favorece el crecimiento de brotes en T. latifolia.

La sintesis de GSH en raices responde a la concentracién de Cd en el sistema
y parece estar asociado con la tolerancia a Cd en plantas de T. latifolia.

En las plantas expuestas a Cd, P. rhodesiae GRC140 y el AIA aumentan
significativamente la remocion de Cd del medio por las plantas de T. latifolia.
P. rhodesiae incrementa la acumulacion y el contenido de Cd en los brotes,
mientras que el AIA aumenta la acumulacion de Cd en raices.

El AIA aumenta el FBC, mientras que P. rhodesiae GRC140 y el extracto de

auxinas incrementan el FT.
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