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ABSTRACT

Plant Grow Promoting Rhizobacteria (PGPR) inoculation has been shown to increase heavy
metal accumulation and then phytoremediation efficiency. Pseudomonas rhodesiae GRC140
is considered a PGPR due to the production of siderophores, indoleacetic acid, ACC-
deaminase, and phosphate solubilization. Typha latifolia is one of the plants most used in
phytoremediation due to its ability to tolerate and remove heavy metals. Most studies have
focused on the Cd removal capacities in artificial wetlands, in situ and in vitro. However, the
molecular mechanisms involved in response to Cd stress or in its interaction with PGPR
during phytoremediation processes remain unknown. Genomic studies allow the implicit
mechanisms to be explained and these can be used to achieve greater phytoremediation.
Therefore, the aim of this work was to standardize the conditions of T. latifolia-P. rhodesiae
GRC140 interaction to perform RNAseq analysis. Initially, germination tests were carried
out to determine germination rate, the root length, and fresh and dry weight of shoots.
Besides, T. latifolia in vitro cultures were established in hydroponic systems and the
seedlings were exposed to P. rhodesiae GRC140, 40 mg/L Cd, or both for 10 days.
Phenotypic analysis, pH of the hydroponic medium, total glutathione, electrolyte leakage
percentage, and Cd quantitation by EAA were determined. Total RNA of treated plants was
isolated and the expression of metallothionein, phytochelatin synthase, CL7951, CL354,
CL3870 and Unigene11164 genes were determined by RT-gPCR. The results showed that P.
rhodesiae GRC140 induces the early development of T. latifolia and improves the
germination percentage in seeds exposed to Cd. In addition, bacterium promotes plant growth
in 15-day-old seedlings. Under hydroponic conditions, P. rhodesiae GRC140 promotes root
hair development in T. latifolia. Electrolyte leakage and GSH content were increased in the
root tissue of seedlings exposed to Cd, while P. rhodesiae GRC140 decreased GSH content
to basal levels. P. rhodesiae GRC140 improved the Cd content in shoots and roots, the BCF
and the BAC of T. latifolia exposed to Cd. Metallothionein, CL7951, CL354, CL3870 and
Unigenell1164 were downregulated in T. latifolia exposed to Cd, while P. rhodesiae
GRC140 upregulated CL3870 gene, after 10 days of interaction. The results of this work are
the basis to carry out functional genomics analyzes of the T. latifolia-P. rhodesiae GRC140

interaction and try to develop efficient strategies in the phytoextraction of Cd by T. latifolia.

Keywords: Phytoremediation; cadmium; hydroponic; Typha latifolia; PGPR.



RESUMEN

Se ha demostrado que la inoculacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR) en plantas acumuladoras de metales pesados incrementa la eficiencia de la
fitorremediacion. Pseudomonas rhodesiae GRC140 es considerada una PGPR debido a la
produccion de sideréforos, acido indolacético, ACC-desaminasa y solubilizacion de fosfatos.
Por su parte, Typha latifolia es una de las plantas mas utilizadas en fitorremediacion por su
capacidad para tolerar y remover metales pesados, pero la mayoria de los estudios se han
enfocado en las capacidades de remocién de Cd en humedales artificiales, in situ e in vitro,
por lo que se desconocen los mecanismos moleculares en respuesta al estrés por Cd. Los
estudios gendmicos permiten explicar los mecanismos implicitos y pueden aprovecharse para
lograr una mayor fitorremediacion. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estandarizar
las condiciones de la interaccion de T. latifolia-P. rhodesiae GRC140 para el andlisis de
RNAseq. Inicialmente, se realizé un ensayo de germinacion en el que se determing la tasa de
germinacién y se evaluo la longitud y el peso fresco y seco de brotes y raices. Posteriormente,
se establecid el cultivo in vitro de T. latifolia en sistemas de hidroponia y se siguio un disefio
experimental donde las plantulas estuvieron expuestas 10 dias a distintos tratamientos con P.
rhodesiae GRC140 y 40 mg/L Cd. Al finalizar la exposicion, se realiz6 un anélisis fenotipico,
se estudio el comportamiento del pH en el medio hidroponico, se determind el contenido de
glutation total, el porcentaje de fuga de electrolitos, se cuantificaron los niveles de Cd
mediante EAA, se aislo el ARN total vegetal y se determino la expresion de los genes de
metalotioneina, fitoquelatina sintasa, CL7951, CL354, CL3870 y Unigenel11164 por RT-
gPCR. Los resultados mostraron que P. rhodesiae GRC140 induce el desarrollo temprano de
T. latifolia y mejora el porcentaje de germinacion en semillas expuestas a Cd, ademas,
promueve el crecimiento vegetal en plantulas de 15 dias de crecimiento. En condiciones
hidroponicas, P. rhodesiae GRC140 promueve el desarrollo de pelos radiculares en T.
latifolia. Se increment6 la fuga de electrolitos y el contenido de GSH en el tejido radicular
de plantulas expuestas a Cd, mientras que P. rhodesiae GRC140 minimizé el contenido de
GSH hasta niveles basales. P. rhodesiae GRC140 mejoré el contenido de Cd en brotes y
raices de T. latifolia, el BCF y el BAC. Los genes de metalotioneina, CL7951, CL354,
CL3870 y Unigenel1164 se encontraron reprimidos en T. latifolia expuesta a Cd, mientras
que P. rhodesiae GRC140 indujo la expresion del gen CL3870, después de 10 dias de

\%



interaccion. Los resultados de este trabajo son la base para realizar analisis de expresién y
gendémica funcional de la interaccion de T. latifolia-P. rhodesiae GRC140 y tratar de

desarrollar estrategias eficientes en la fitoextraccion de Cd por T. latifolia.

Palabras clave: Fitorremediacion; cadmio; hidroponia; Typha latifolia; PGPR.
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1. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental por metales pesados ha incrementado a nivel mundial debido a
la réapida industrializacion, las practicas agricolas modernas y otras actividades
antropogénicas que generan cantidades significativas de metales pesados. Esto se ha
convertido en un problema grave que amenaza la biodiversidad de los ecosistemas, altera el
funcionamiento de los microorganismos del suelo y compromete la seguridad alimentaria y
la salud humana (Hu et al., 2021; Manoj et al., 2020; Wieczorek et al., 2018).

El cadmio (Cd) es un metal persistente y uno de los méas toxicos, aun a bajas
concentraciones, tiene efectos nocivos en el crecimiento y el desarrollo de las plantas y
representa un gran peligro para los organismos vivos (Chen et al., 2019). Por lo tanto, la
busqueda de estrategias para remediar el suelo contaminado con este metal pesado se ha
convertido en una necesidad urgente. Entre las estrategias existentes, la remediacion que
emplea recursos bioldgicos es un enfoque prometedor que tiene ventajas sobre las técnicas

fisicoquimicas convencionales (Manoj et al., 2020).

La fitorremediacion es considerada una herramienta rentable, ecologica y segura para
eliminar el Cd de sitios contaminados, mediante el uso de plantas que transportan y acumulan
el metal dentro las vacuolas de las células radiculares y tejido aéreo (Raza et al., 2020). Entre
estas plantas, Typha latifolia ha sido utilizada ampliamente en fitorremediacidn debido a la

alta capacidad de tolerar metales pesados, entre ellos el Cd (Bonanno & Cirelli, 2017).

Se ha demostrado que la capacidad de fitorremediacion estd ligada con las
poblaciones bacterianas asociadas a las raices de las plantas. Por lo que, la eficiencia de la
fitorremediacion se puede mejorar mediante la incorporacion de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) como un enfoque combinado (Raza etal., 2020). Las PGPR
incrementan la tolerancia y absorcion de metales, mediante la sintesis de acidos organicos,
sideroforos y hormonas que modulan la fisiologia vegetal y favorecen la adaptacion a los
metales pesados (Manoj et al., 2020; Raza et al., 2020). La comprension de los eventos
durante la interaccion entre las PGPR y las plantas permitira establecer estrategias mas

eficientes de fitorremediacion.



En nuestro grupo de trabajo se ha establecido el modelo de interaccién de
Pseudomonas rhodesiae con T. latifolia. Se ha demostrado que P. rhodesiae es una PGPR
que estimula el desarrollo radicular de Cucumis sativus y Arabidopsis thaliana en ausencia
y presencia de Cd. Por otra parte, P. rhodesiae incrementa la translocacion de Cd en plantulas
de T. latifolia en un sistema de hidroponia. Sin embargo, hasta ahora, se desconocen los
mecanismos moleculares involucrados en la interaccion de T. latifolia con P. rhodesiae. Por
lo que, el analisis de expresion de genes en respuesta al estrés por Cd permitird generar
conocimiento para comprender los mecanismos moleculares responsables de la tolerancia y
fitoextraccion de Cd en T. latifolia. Ademas, la determinacion de los niveles de expresion de
los genes involucrados en el proceso de fitoextraccion de Cd durante la interaccion T.
latifolia-P. rhodesiae GRC140 proporcionard una idea mas clara de la comunicacion
establecida en esta interaccion, lo cual serd util para desarrollar estrategias eficientes en la
fitoextraccion de Cd por T. latifolia.

OBJETIVOS

Objetivo general
Estandarizar las condiciones de la interaccion de T. latifolia con Pseudomonas rhodesiae

GRC140 para el analisis de expresion mediante RNAseq.

Objetivos especificos
o Determinar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en la germinacion de T. latifolia en

cultivos in vitro.

o Evaluar la fitotoxicidad de Cd?* en plantas de T. latifolia mediante la determinacion

de parametros de crecimiento, el contenido de glutation y fuga de electrolitos.

o Determinar la eficiencia de fitorremediacidén de la interaccion de T. latifolia con

Pseudomonas rhodesiae cuantificando la acumulacion de Cd en brotes y raices.

o Determinar los niveles de expresion de genes involucrados en la tolerancia a Cd

durante la interaccién T. latifolia-P. rhodesiae GRC140.



2. MARCO TEORICO

2.1 Fitorremediacion
Cierto numero de iones de metales pesados son solubles en agua en condiciones fisiologicas
y se encuentran biodisponibles para las plantas y otros organismos vivos, siendo un peligro
potencial para la vida. Muchos metales, como el hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu), niquel
(Ni), cobalto (Co) y molibdeno (Mo), son esenciales para la célula debido a que participan
en la proteccion celular, la regulacion génica y la transduccion de sefiales. Sin embargo, son
toxicos cuando se encuentran en exceso. Por otro lado el Cd, mercurio (Hg), plata (Ag),
plomo (Pb) y cromo (Cr) no son esenciales biolégicamente y muestran toxicidad, incluso en

bajas concentraciones (DalCorso et al., 2019).

En este sentido, la busqueda de estrategias para remediar sitios contaminados con
metales pesados se ha convertido en una necesidad urgente. Entre ellas se encuentra la
fitorremediacion, definida como una tecnologia emergente que utiliza la capacidad de
algunas plantas ya sea silvestres 0 modificadas genéticamente para remediar el suelo, el aire
y el agua de diversos contaminantes o transformarlos en derivados menos téxicos. La
fitorremediacion es considerada una estrategia econdmica, eficiente y sencilla con respecto

a otras técnicas de remediacion (Bartucca et al., 2022; Sabreena et al., 2022).

La fitorremediacion puede llevarse a cabo mediante distintos mecanismos (Figura 1),
como la fitoextraccion, la rizofiltracion, la rizodegradacion, la fitoestabilizacion, la
fitodegradacion y la fitovolatilizacion (Bartucca et al., 2022; DalCorso et al., 2019; Delgado-
Gonzélez et al., 2021; Sabreena et al., 2022).

La fitoextraccidn aprovecha la capacidad de las plantas para absorber metales pesados
y almacenarlos en los tejidos aéreos como los brotes, hojas y tallos (DalCorso et al., 2019;
Sabreena et al., 2022). Este proceso involucra el transporte de los metales pesados a través
de la membrana plasmatica de las células de la raiz, la carga del xilema, la translocacion, el
secuestro y la desintoxicacion a nivel celular en toda la planta (Delgado-Gonzalez et al.,
2021). Las plantas empleadas en fitoextraccion se caracterizan por una alta eficiencia de
absorcidn y translocacién de los metales hacia los brotes, alta acumulacion y tolerancia de

metales, brotes abundantes de rapido crecimiento y un sistema radicular profundo. La



eficiencia de la fitoextraccion esta expresada mediante el uso de pardmetros, como el factor
de bioconcentracion (BCF) y el factor de translocacion (TF) (DalCorso et al., 2019; Sabreena
et al., 2022).

La rizofiltracion ocurre cuando las raices absorben, retienen y concentran
contaminantes metalicos dentro del tejido radicular, limitando el movimiento de dichos
contaminantes (Sabreena etal., 2022). Después de su absorcién y movilizacion, el
contaminante se almacena en las vacuolas y el apoplasto, o puede ser quelado por
fitoquelatinas y metalotioneinas y unirse de manera covalente a la pared celular (Delgado-
Gonzélez et al., 2021). En este proceso, las plantas y la comunidad microbiana tienen una
asociacion simbidtica importante, siendo Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium spp., y
Rhodococcus spp. las bacterias mas comunmente relacionadas con procesos de rizofiltracion
(Sabreena et al., 2022).

La rizodegradacion se refiere a la biodegradacidn de los contaminantes organicos por
bacterias y hongos rizosféricos que secretan enzimas especificas que degradan o transforman

los contaminantes en formas menos toxicas (Bartucca et al., 2022; Sabreena et al., 2022).

Al igual que la rizodegradacion, la fitodegradacion es aplicable a los contaminantes
orgénicos. La planta secuestra los contaminantes organicos y se descomponen a través de
varios procesos metabolicos, o degradados por la accién de enzimas involucradas en el
metabolismo de la planta, como la deshalogenasa, la peroxidasa, la glutation S-transferasa,

la nitroreductasa, la nitrilasa y la fosfatasa (Bartucca et al., 2022; Sabreena et al., 2022).

La fitoestabilizacion se lleva a cabo en la rizosfera para estabilizar o inmovilizar los
contaminantes (Delgado-Gonzélez et al., 2021). Se basa principalmente en el uso de plantas
que pueden absorber y acumular iones metalicos en y sobre las raices, asi como precipitarlos
en la zona de la rizosfera debido a la unién de compuestos organicos y cambios en el estado
oxidativo de los metales (Bartucca etal., 2022; DalCorso etal., 2019), sin embargo,
Unicamente se restringe el movimiento de los iones metalicos, por lo que no es duradero ya

que los contaminantes siguen persistiendo en el suelo (Sabreena et al., 2022).

La fitovolatilizacion consiste en la capacidad de ciertas plantas para transformar los

contaminantes en compuestos volatiles, y su posterior liberacion a la atmdsfera a través de la



transpiracion por los estomas (Delgado-Gonzalez etal., 2021; Sabreena etal., 2022).
Normalmente se aplica para eliminar algunos metales, metaloides y compuestos organicos
volatiles (COV) (Bartucca et al., 2022), no obstante, este enfoque no descontamina el medio
ambiente por completo, ya que, al facilitar la transferencia de los contaminantes, pueden

contaminar la atmdésfera (Sabreena et al., 2022).
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Figura 1. Mecanismos de fitorremediacion. Figura modificada de Martinez-Martinez et al.
(2023).

Ultimamente, se han desarrollado y aplicado nuevos enfoques para eficientizar el
proceso de fitorremediacion. Por ejemplo, la fitorremediacion asistida por bacterias. Ademas,
se ha empleado la ingenieria genética para mejorar el rendimiento de las plantas en la
fitorremediacion al sobreexpresar genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de
glutation (GSH), fitoquelatinas (PC) y metalotioneinas (MT) (Bartucca et al., 2022).

2.2 El cadmio en el medio ambiente
La contaminacidn con metales pesados se ha convertido en un problema grave desde el punto
de vista ambiental y de la salud publica, debido a que estos contaminantes no pueden

degradarse naturalmente por ser elementos inorganicos, por lo que tienden a persistir en el
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agua y el suelo de nuestro planeta (Wieczorek et al., 2018). Los metales pesados se han
derivado de un gran nimero de fuentes antropogenicas, dentro de las que destacan la rapida
industrializacion, las tecnologias modernas, la galvanoplastia, la mineria, la produccién de
energia y combustibles, el uso de fertilizantes fosfatados, el reciclaje de desechos
electronicos, los lodos residuales y algunas pinturas industriales (Al-Naemi & Das, 2020;
Genchi etal., 2020). Estas han sido las razones del aumento de las concentraciones de

metales pesados en el medio ambiente, afectando los ecosistemas y los seres vivos.

El cadmio es un contaminante que se ha convertido en una amenaza potencial para
una amplia gama de organismos vivos. Es toxico para los seres humanos, incluso en
concentraciones mas bajas a las reportadas como tdxicas para las plantas. EI Cd tiene una
mayor movilidad y biodisponibilidad que otros metales y sus efectos en los humanos son
acumulativos (McLaughlin & Singh, 1999). Se ha reportado que al estar presente en los
suelos, el Cd se transfiere a los cultivos, acumulandose en diversos 6rganos de la planta, y de
éstos, a la cadena alimentaria, convirtiéndose en un riesgo potencial para la salud de los

organismos que los consumen (Cajuste et al., 2001; Pérez Olvera et al., 2008).

En este sentido, el Cd tiene un impacto negativo en la salud humana después de una
exposicion a largo y corto plazo (Al-Naemi & Das, 2020). Dado que su vida media es de
alrededor de 25 a 30 afios (Genchi et al., 2020), puede permanecer en el organismo humano
durante toda la vida, acumulandose principalmente en el higado, rifiones y los testiculos
(Zhao et al., 2017). El que el higado y los rifiones sean extremadamente sensibles a este metal
pesado puede deberse a la capacidad de dichos tejidos para sintetizar metalotioneinas (MT)
(Genchi et al., 2020).

Ademas, el Cd se ha catalogado como un carcindgeno del Grupo | por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (Bakulski etal., 2020) y se ha
relacionado con c&ncer de mama, pulmon, prostata, nasofaringe, pancreas y rifion (Genchi
et al., 2020). En los seres humanos, la exposicion a Cd puede traer consigo diversos efectos
adversos, como disfuncion renal y hepatica, edema pulmonar, osteomalacia, dafio testicular,
y dafio a las glandulas suprarrenales y al sistema hematopoyético (Bakulski et al., 2020;
Genchi et al., 2020; Zhao et al., 2017). Incluso, la exposicién a concentraciones bajas de Cd
puede resultar en dafios en el higado, los rifiones, el sistema 6seo y cardiovascular, la vista y



el oido, asimismo, afecta la reproduccion humana masculina y femenina, el embarazo y el
desarrollo fetal (Genchi et al., 2020).

Se ha demostrado que la presencia de este elemento pesado en el suelo tiene un efecto
negativo sobre los ecosistemas terrestres y acuaticos, debido a su toxicidad y estabilidad, ya
que no es biodegradable (Yang & Shen, 2020). Su concentracion en el suelo engloba aquella
derivada del material geoldgico, asi como de las fuentes externas y depende del equilibrio
entre la absorcion, la lixiviacion y la absorcion por las plantas que, a su vez, se ven afectados
por las propiedades del suelo (pH, el estado redox, contenido de materia organica, arcilla,
Oxidos hidratados y carbonatos libres) (Alloway & Steinnes, 1999).

Por otro lado, cuando el Cd se encuentra en el suelo puede ingresar a las plantas
mediante transportadores de elementos esenciales como el calcio (Ca), manganeso (Mn),
hierroy zinc y alterar su desarrollo y crecimiento (Huybrechts et al., 2019). Diversos estudios
realizados en especies vegetales han demostrado que el Cd induce efectos toxicos en las

plantas que pueden conducir incluso a la muerte (Zhu et al., 2021).

Los efectos perjudiciales del Cd sobre las plantas impactan en todas las etapas de su
desarrollo, inhibiendo la germinacion de las semillas, el crecimiento vegetal y el crecimiento
reproductivo, alterando la fotosintesis, la respiracion, el contenido de agua y la absorcion de
los nutrientes. Dicha fitotoxicidad podria atribuirse a la capacidad del metal para unirse a los
grupos tiol, histidilo y carboxilo de las proteinas, interfiriendo con su funcion (Huybrechts
etal., 2019; Zhu et al., 2021).

En México, el Cd es uno de los contaminantes prioritarios debido a su toxicidad y
persistencia en el medio ambiente, como resultado de las actividades mineras desde siglos
pasados y el aumento de la intensa actividad de otras industrias, el inadecuado manejo,
almacenamiento o transporte de las sustancias, y la falta de control sobre la gestién de
residuos (Prieto-Méndez et al., 2018).

Para evitar los efectos nocivos del Cd y otros metales pesados, se han desarrollado
métodos fisicoquimicos para reducir sus concentraciones en el medio ambiente, reduciendo
asi el impacto sobre la salud humana y los ecosistemas. A pesar de ser efectivos, la mayoria
de los métodos fisicoquimicos son costosos, ineficientes y no amigables con el medio



ambiente (Fan etal., 2020; Martin & Ruby, 2004; Zhang et al., 2016). Por lo que se han
desarrollado alternativas amigables con el medio ambiente como la fitorremediacion, que
utiliza especies vegetales para eliminar Cd y otros metales pesados del suelo y del agua y
acumularlos en sus tejidos (Marrero-Coto et al., 2012). Algunos estudios han demostrado la
capacidad de Paspalum fasciculatum (Salas-Moreno & Marrugo-Negrete, 2020), Helianthus
annuus (Alaboudi et al., 2018) y Panicum virgatum (Guo et al., 2019) para eliminar Cd de
suelos contaminados. De igual manera, las plantas del género Typha incluyen especies de

importancia en la fitorremediacion.

2.3 Mecanismos fisiolégicos y moleculares involucrados en la fitorremediacion de
Cd

Los metales pesados son una de las principales causas de la reduccidn de los agroecosistemas

cultivables saludables y amenazan la seguridad alimentaria y la salud humana, por lo que las

preocupaciones sobre estos contaminantes han ido en aumento en todo el mundo.

La fitorremediacion es una estrategia que utiliza plantas especificas que pueden
absorber contaminantes metélicos como el Cd, a través de sus raices para eliminar o reducir
su biodisponibilidad. Estas plantas han desarrollado un conjunto de estrategias efectivas para
responder al Cd en el medio ambiente (Figura 2). En los Gltimos afios, se han realizado
muchas investigaciones sobre los mecanismos fisioldgicos y moleculares de la acumulacion
y desintoxicacion de Cd en las plantas, con especial énfasis en la busqueda e identificacion
de los genes responsables de la absorcion, translocacién, secuestro y tolerancia de Cd en los
tejidos vegetales (Luo & Zhang, 2021).

Los genomas vegetales cuentan con una gran cantidad de genes con patrones de
expresion especificos en respuesta a la absorcion y el transporte de metales pesados (Manoj
et al., 2020). El ingreso de los metales pesados en las raices depende de factores como los
exudados, el pH, la materia orgénica y el consorcio microbiano. El contacto de los metales
pesados con la raiz de la planta induce factores de transcripcion (TF) que regulan la expresion

de genes involucrados en la tolerancia al estrés por metales (Rai et al., 2020).

Dada la similitud estructural de los metales pesados con nutrientes esenciales,
normalmente, los metales pesados se trasladan a la raiz a través de la via de transporte de

nutrientes con la ayuda de proteinas y transportadores de membrana (Manoj et al., 2020). La
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comprension de los mecanismos moleculares involucrados en el transporte podria aportar

conocimiento para mejorar la remediacién de sitios contaminados con metales pesados.
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Figura 2. Mecanismos involucrados en la fitorremediacién de Cd. Tomado de Raza et al.
(2020).

2.3.1 Absorciony transportadores
La biodisponibilidad y absorcion de los metales por parte de las plantas esta influenciada por
diversos factores como el tipo de metal, el pH, el potencial redox, el contenido de agua, la

materia organica, entre otros (Yang et al., 2005).

Una vez biodisponible la mayoria de los iones metalicos entran a las células vegetales
a través de un proceso dependiente de la energia mediante transportadores o canales
especificos de iones metalicos (Jabeen et al., 2009). En el caso del Cd es captado por las vias
apopléstica y simplastica, la primera es un proceso de difusion pasiva, mientras que la
segunda es un proceso de transporte de membrana plasmética de transporte activo
dependiente de energia que requiere concentraciones Yy gradientes de potencial

electroquimico (Luo & Zhang, 2021).

Hasta la fecha se han identificado diversos transportadores de Cd, los cuales se han
agrupado en familias en funcién de su similitud de secuencia. Estas familias de

transportadores, que median la captacion del Cd, incluyen proteinas reguladas por zinc y por
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hierro (ZIP: proteinas similares a ZRT e IRT), facilitadores de la difusion de cationes (CDF),
ATPasa de metales pesados (HMA) y proteinas de macréfagos asociados a la resistencia
natural (NRAMP) (Luo & Zhang, 2021; Yang et al., 2005).

Los transportadores de la familia ZIP se encuentran principalmente en la membrana
plasmaética de las raices de las plantas y estan involucradas en la absorcion y el transporte de
muchos cationes desde la raiz al brote, entre ellos el Zny Cd (Luo & Zhang, 2021; Sytar
etal., 2021).

Las proteinas de la familia CDF pueden llamarse de manera mas apropiada como
transportadores de “salida de cationes”, ya que las proteinas parecen funcionar normalmente
en la salida de cationes fuera del compartimento citoplasmico, a través de la membrana
plasméatica hacia el exterior de la célula, o a través de las endomembranas hacia los

compartimentos intracelulares (Yang et al., 2005).

Las ATPasas de metales pesados estan involucradas en el transporte de metales
esenciales y potencialmente toxicos como el Zn, Cu, Pb y Cd. Utilizan el ATP para bombear
metales a través de las membranas celulares. Ademas, pueden encontrarse en diversas
membranas intracelulares y son responsables de la compartimentacion de metales pesados,
como el secuestro vacuolar (Yang etal., 2005). En A. thaliana, AtHMA4 es una P-1B-
ATPasa presente en la membrana plasmatica que transporta Zn y Cd. La sobreexpresion de
AtHMA4 mejora el crecimiento de la raiz en presencia de concentraciones toxicas de Zn, Cd

y Co, y aumenta la acumulacion de Zny Cd en los brotes (Verret et al., 2004).

Asimismo, la familia NRAMP desemperia un papel importante en la fitorremediacion
de metales pesados (Rai etal., 2020). Los NRAMPs estan implicados en la absorcion y
transporte de Cd y otros iones metélicos divalentes (Luo & Zhang, 2021). Belouchi et al.
(1997) identificaron tres homologos Nramp en el arroz, encontrando que el gen OsNrampl
se expresa principalmente en las raices, OsNramp2 en las hojas y OsNramp3 en ambos tejidos
vegetales. Este patrén de expresion sugiere que estan regulados de forma diferente, que
cumplen funciones distintas en diferentes tejidos, o que transportan iones metalicos
diferentes pero relacionados en distintas partes de la planta. Por otro lado, se ha demostrado
que la sobreexpresion de SaNramp6 de Sedum alfredii confiere una mayor tolerancia al Cd
en A. thaliana (Chen et al., 2017).
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2.3.2 Translocacion
Después de la absorcion, los iones metalicos pueden almacenarse en la raiz o transportarse a
través del xilema hacia los brotes (Jabeen et al., 2009). Los transportadores de membrana
desempefian un papel fundamental en el traslado de los metales a otros compartimentos
intercelulares/intracelulares y su posterior transporte a las partes aéreas de las plantas (Rai
et al., 2020).

Las plantas hiperacumuladoras de metales pesados translocan los iones metalicos a
través del pasaje simplastico radial y la carga del xilema, mientras que las no
hiperacumuladoras concentran los iones metélicos en las vacuolas de la raiz o en el

citoplasma formando complejos con ligandos (Sytar et al., 2021).

Las ATPasas de metales pesados (HMA) estan implicadas en la homeostasis y
tolerancia a los metales. Son responsables de transportar Cd desde la raiz hasta la parte aérea
de la planta. Hidrolizan ATP y expulsan el Cd del citoplasma al apoplasto a lo largo de un
gradiente electroquimico. HMA4 se ha visto involucrado en la traslocacion del Cd (Luo &
Zhang, 2021; Sytar et al., 2021).

En plantas de arroz, CAL1y CALZ2, proteinas similares a las defensinas, quelan el Cd
citoplasmatico para formar complejos y excretarlos a la savia del xilema a través del

transporte a larga distancia, regulando su acumulacién en el brote (Luo et al., 2018, 2020).

2.3.3 Desintoxicacion de Cd

Cuando las plantas estan expuestas a altos niveles de contaminacion por metales, el estrés
activa una serie de mecanismos fisioldgicos y moleculares para que se adapten al ambiente
estresante. Dentro de los mecanismos involucrados en la desintoxicacién de metales se
incluyen la unién a la pared celular de la planta, la formacion de complejos intracelulares con
ligandos peptidicos como las fitoquelatinas (PC) y metalotioneinas (MT), asi como el
secuestro de estos complejos en las vacuolas celulares (Luo & Zhang, 2021; Ma et al., 2016;
Yang et al., 2005).

La pared celular se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y pectina. La
captacion de los contaminantes metalicos inicia en las células de la raiz, donde los sitios

electronegativos de los componentes de la pared celular permiten que los cationes sean
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adsorbidos en la pared. Los metales pesados se unen principalmente a la pectina de las
paredes celulares. En este sentido, la pared celular incrementa la tolerancia al Cd de la planta
al evitar que entre a las células de la raiz (Luo & Zhang, 2021; Tan et al., 2019; Zhang et al.,
2018).

Los metales pesados existen como quelatos mediante las PC, el glutation (GSH), las
MT, etc. dentro del citosol, y son transportados posteriormente a las vacuolas (Rai et al.,
2020).

El mecanismo principal de la desintoxicacién de Cd que siguen las PC es la quelacion
por parte de estos péptidos para formar un complejo, que seré transportado a las vacuolas por
los transportadores ABC (Luo & Zhang, 2021).

Las PC son inducidas rapidamente en tejidos expuestos a una diversidad de metales
pesados, como Cd, Hg y Pb (Yang et al., 2005). La biosintesis de PC puede estar regulada
por la biosintesis de GSH. En plantas transgénicas de Brassica juncea la sobreexpresion de
enzimas de las rutas biosintéticas de GSH incrementa la biosintesis de PC y la tolerancia a
Cd (Li et al., 2005).

Ademas, la regulacion de la fitoquelatina sintasa (PCS) puede ser el mecanismo mas
importante en la ruta biosintética de la PC (Yang et al., 2005). Un estudio reciente, identifico
en Morus notabilis dos genes de PCS implicados en la desintoxicacion de metales pesados,
MnPCS1y MnPCS2. La sobreexpresién de estos genes aumento la fitorremediacion de Zny

Cd en plantas transgénicas de Arabidopsis y tabaco (Fan et al., 2018).

Por otra parte, las MT también funcionan como ligandos para formar complejos con
los metales. Estan involucradas en el equilibrio y tolerancia a Zn, Cuy Cd (Luo & Zhang,
2021). Peng et al. (2017) identificaron el gen SpMTL que codifica una proteina similar a la
MT y que actia como quelante de Cd citoplasmico. Los autores sugirieron que los niveles
elevados de transcripcion y la variacion natural en las secuencias de proteinas de SpMTL
contribuyen a la hiperacumulacion e hipertolerancia de Cd en el hiperacumulador Sedum

plumbizincicola.
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Otro estudio, realizado en alfalfa transgénica (Medicago sativa) mostré que la
sobreexpresion del gen ATP sulfurilasa, clonado y transferido desde Arabidopsis, aumento

su tolerancia al estrés por Cd para mejorar la fitorremediacion (Kumar et al., 2019).

El secuestro de los metales pesados dentro de los compartimentos celulares se
considera un mecanismo de desintoxicacion para proteger los compuestos vitales que

participan en la maquinaria metabdlica (Rai et al., 2020).

2.3.4 Secuestro vacuolar
Dentro de los compartimentos celulares, el secuestro vacuolar de contaminantes metalicos,
como el Cd, es considerado un mecanismo principal para la fitorremediacion. La vacuola
funciona como almacén de una gran cantidad de transportadores de proteinas para la
tolerancia al estrés y/o la fitorremediacion tras la exposicion a los contaminantes ambientales
(Tan etal., 2019; Zhang et al., 2018).

La vacuola es un organulo de almacenamiento de muchos iones. Se ha reportado que
los complejos PC-metal son transportados a la vacuola y estabilizados alli formando un

complejo con sulfuros o acidos organicos (Jabeen et al., 2009).

Los transportadores que pueden transportar Cd libre y complejos PC-Cd a la vacuola
incluyen transportadores de casete de union a ATP (ABCC), NRAMP, H/intercambiadores
de cationes (CAX) y ATPasas de metales pesados (HMA) (Luo & Zhang, 2021). Entre estos,
tres transportadores de membrana vacuolar ABCC (AtABCC1, AtABCC2 y AtABCC3) tienen
un papel importante en el secuestro del complejo PC-Cd (Brunetti et al., 2015; Park et al.,
2012). Los transportadores de tonoplastos NRAMP (AtNRAMP3 y AtNRAMP4), desempefian
un papel clave en la salida de Cd libre de la vacuola al citosol (Lanquar et al., 2005). Entre
los CAX, AtCAX2 y AtCAX4 son transportadores localizados en tonoplastos, que ademas de
ser especificos de Ca pueden transportar Cd, mediante el uso del gradiente de protones para
controlar el almacenamiento de Ca y Cd en la vacuola (Korenkov et al., 2009). En cuanto a

los HMA, AtHMAS3 es responsable del almacenamiento vacuolar de Cd (Morel et al., 2009).
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2.3.5 Mecanismos de la fitorremediacion a través de PGPR
Los microorganismos pueden mejorar los procesos de fitorremediacion incrementando la
biomasa vegetal, aumentando o disminuyendo la disponibilidad de los metales presentes en

el ambiente, y facilitando su traslocacién y bioacumulacion (Ma et al., 2016).

Debido a que la mayoria de los metales pesados pueden ser transportados en forma
de quelatos, los microorganismos pueden secretar una variedad de ligandos organicos que
pueden cambiar las formas de entrada y de distribucion en las plantas (Ma et al., 2016). Ma
et al. (2013) informaron que la aplicacion de la bacteria promotora de crecimiento vegetal
(PGPB) Phyllobacterium myrsinacearum RC6b movilizé de manera efectiva el Cd 'y Zn del

suelo y aumentd significativamente su acumulacion en los brotes de Sedum plumbizincicola.

La inoculacion de rizobacterias confiere la tolerancia y la absorcion de metales
regulando la expresion de genes transportadores de metales y quelantes de metales. La
inoculacién con PGPR alteran significativamente los parametros anteriores, incrementando

la acumulacion de metales pesados (Manoj et al., 2020).

Las inoculaciones de PGPR influyen significativamente en el patrén de expresion de
varios genes transportadores de metales. Por ejemplo, la inoculacion de compuestos volatiles
que produce una cepa de B. amyloliquefaciens SAY09 altera el patron de expresion de los
genes FIT1, IRT1, y FRO2, lo que conduce a una mayor acumulacion de Cd y Fe en
Arabidopsis (Zhou et al., 2017).

Chen et al. (2017) demostraron que la inoculacién de la cepa endofitica P. fluorescens
Sasm05 mejora el crecimiento y la acumulacion de Cd en S. alfredii al inducir la expresion
relativa de la familia de genes transportadores de metales SaHMA (SaHMA2, SaHMA3 y
SaHMA4), SaNRAMP (SaNRAMP1, SaNRAMP3 y SaNRAMPS) y SaZIP (SaZIP2, SaZIP3,
SaZIP4 y SaZlIP11). Otro estudio encontr6 una mayor acumulacion de Cd con la cepa
bacteriana endofitica SaMR12 inoculada en S. alfredii a través de la regulacion positiva de

la expresion de las principales familias de genes transportadores de metales (Pan et al., 2017).

2.4 El género Typha
Typha, comunmente conocida como espadafia, es un genero de macrofitas monocotiledoneas,

emergentes y enraizadas. Este género tiene una distribucion cosmopolita e incluye de 10 a
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13 especies distribuidas en comunidades acuéticas de todo el mundo, a excepcion de la
Antartida (Sesin et al., 2021; Zhou et al., 2018). Crece en una variedad de habitats acuaticos
y semiacudticos, incluidos humedales, lagos, rios, margenes de estanques, estuarios costeros,
zanjas, ciénegas, pantanos, entre otros. Debido a su tolerancia por las condiciones climaticas
diversas y los cambios ambientales, puede encontrarse desde zonas tropicales a templadas, y
desde climas himedos a secos, incluso puede adaptarse a condiciones salinas, acidas,
inundaciones y ambientes con altas concentraciones de metales (Baldwin & Cannon, 2007;
Grace & Harrison, 1986; Sesin et al., 2021)

La estructura de Typha se caracteriza por ser una hierba perenne, erecta y rizomatosa,
productora de flores en un tallo delgado de hasta 3 metros de altura. Las flores son diminutas
y agrupadas en espigas que forman una inflorescencia cilindrica, mientras que los rizomas
laterales rastreros, o tallos subterraneos, alcanzan los 70 cm de largo y 3 cm de didmetro, en
cambio, las hojas se caracterizan por ser de un color verde, planas, lineales y largas (Baldwin
& Cannon, 2007).

Las tres especies de Typha mas ampliamente distribuidas son Typha angustifolia L.,
Typha domingensis y Typha latifolia L., cada uno de estos, méas sus hibridos especificos, en
las Gltimas décadas se han vuelto cada vez mas dominantes en multiples regiones geogréaficas
(Ciotir & Freeland, 2016) y debido a su rapido crecimiento, gran produccion de biomasa y
alta tolerancia a sitios contaminados con metales, se han empleado ampliamente y con éxito

en varios enfoques de fitorremediacion (Bonanno & Cirelli, 2017).

2.5 Aplicacion de Typha spp.
Typha es un género ecoldgicamente relevante para una diversidad de ecosistemas. Dentro de
los servicios ecosistémicos que ofrece, mejora la calidad del agua, reduce la eutrofizacion,
aumenta la disponibilidad de oxigeno en la rizosfera beneficiando el desarrollo de otras
plantas, apoya la biodiversidad proporcionando alimento y cobertura silvestre, incluso se ha
convertido en una macrofita adecuada para la restauracion de sitios contaminados (Sesin
etal., 2021). Las macrofitas se han utilizado con éxito como bioindicadores, especialmente

para el monitoreo bioldgico de ecosistemas acudticos (Azizi et al., 2020).

Dadas sus capacidades de fitorremediacion, Typha ha sido ampliamente utilizada en

humedales para la remocién de iones, debido a su estructura interna aireada, formada por
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tejidos con espacios abiertos que le permiten una mejor absorcion de los contaminantes, a
una Optima evapotranspiracion y el transporte de oxigeno de la atmosfera a las hojas y desde
las hojas hasta las raices y el rizoma, ademés de su gran tolerancia a agentes toxicos (Petry
etal., 2020). En este sentido, se ha aprovechado el inmenso potencial de Typha en la
fitorremediacion de metales pesados de aguas residuales, a través de mecanismos como la

absorcién y la acumulacion (Zaranyika & Nyati, 2017).

Por su parte, T. latifolia puede desarrollarse bajo diversas condiciones climaticas y
tiene una amplia adaptabilidad, tolerancia y capacidad de absorber, acumular y eliminar
metales pesados como el cadmio, cobre, cromo, zinc, plomo, arsénico (As), niquel,
manganeso (Mn) y hierro del ambiente (Azizi et al., 2020; Kumari & Tripathi, 2015; Ponce-
Hernandez etal., 2020), ademas de desintoxicar contaminantes organicos como los

pesticidas, plaguicidas o herbicidas (Papadopoulos & Zalidis, 2019).

T. latifolia y T. angustifolia se han utilizado como precursores de carbones activados

para la remocion de metales pesados (Ponce-Hernandez et al., 2020).

La paludicultura (siembra de cultivos perennes en turberas agricolas himedas o
rehumedecidas) con T. latifolia mejora de manera efectiva la calidad del agua y reduce las
emisiones de gases de efecto invernadero, como el metano (CH4), en turberas rehumedecidas
(Vroom et al., 2018).

De manera similar, estudios han encontrado que T. angustifolia es una acumuladora
de metales pesados como Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Zn y Pb principalmente en sus raices, por lo
que es una planta muy apropiada para su uso en fitorremediacion (Duman et al., 2015; Lim,
2016; Yadav et al., 2020).

Ademaés, se ha demostrado que las plantas acumuladoras de metales pesados
establecen interacciones con rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por sus
siglas en inglés), que contribuyen a su crecimiento y adaptacion a las condiciones de la

rizosfera.
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2.6 PGPR asociadas a la rizosfera de Typha spp.
La rizosfera es un entorno importante para las raices de las plantas y la supervivencia
microbiana. Las bacterias beneficiosas que viven en la rizosfera son denominadas

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Rehman et al., 2018).

Las PGPR son poblaciones bacterianas con la capacidad de colonizar el sistema
radicular de las plantas e incrementar el crecimiento vegetal en suelos con nutrientes
limitados o en condiciones de estrés (Brito-Campo et al., 2022). De manera general las PGPR
realizan diversas actividades como la solubilizacion de fosfatos, produccion de sider6foros,

sintesis de &cido indolacético (AlA) y actividad ACC-desaminasa (Manoj et al., 2020).

Dentro del tejido vegetal, las bacterias endéfitas pueden ejercer un efecto beneficioso
sobre la planta huésped de manera més eficiente (Franchi & Fusini, 2021), por lo que, en los
Gltimos afios, el estudio de las poblaciones microbianas asociadas a las raices de Typha sp.

ha incrementado.

Ghosh et al. (2014) aislaron y caracterizaron Paenibacillus cookii JGR8, una bacteria
promotora de crecimiento vegetal que promueve el crecimiento de T. angustifolia mediante
actividades bioquimicas como la produccién de sideroforos, AIA y solubilizacion de
fosfatos.

Rolon-Cérdenas et al. (2021) aislaron cuatro cepas bacterianas a partir de las raices
de T. latifolia cultivada en un ambiente contaminado con Cd. GRC065, GRC066, GRC093
y GRC140 fueron identificadas como Pseudomonas rhodesiae y poseian rasgos PGPR, como
produccion de sideroforos, acido indolacético, acido fenil acético, solubilizacion de fosfatos
y actividad ACC-desaminasa. La inoculacion de P. rhodesiae en A. thaliana mejoro el
crecimiento de las plantulas en presencia y ausencia de Cd, sugiriendo que es una bacteria
promotora de crecimiento vegetal. Ademas, se ha demostrado que GRC140 mejora el
crecimiento de Cucumis sativus L. expuesta a Cd (Rolon-Cardenas, 2020) y mejora la
eliminacion de Cd por parte de T. latifolia en sistemas hidropoénicos (Rolon-Cardenas et al.,
2022).

Por otra parte, se han aislado bacterias del género Pseudomonas a partir de las raices
de T. latifolia expuestas a naproxeno y diclofenaco. En general, las bacterias presentaron
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propiedades de PGPR de produccion de AlA, ACC desaminasa, solubilizacion de fosfato y
produccion de sideroforos, estas actividades podrian tener beneficios en la planta hospedante
y contribuir en la eliminacion de los compuestos farmacolédgicos (Zapata-Morales et al.,
2020).

Tiwari et al. (2012) aislaron bacterias de la rizosfera de T. latifolia cultivada en un
sitio de cenizas volantes. El consorcio conformado por las cepas bacterianas Paenibacillus
macerans NBRFT5, Bacillus endophyticus NBRFT4 y Bacillus pumilus NBRFT9, mejoro la
acumulacion de Fe, Ni y Zn en Brassica juncea. Estas bacterias producen sider6foros y
acidos organicos.

En Typha domingensis, la inoculacion de dos cepas bacterianas enddfitas,
Microbacterium arborescens TYSI04 y Bacillus pumilus PIR130, mejoraron el crecimiento
vegetal, la degradacion de efluentes textiles y disminuyeron sus efectos téxicos y
genotoxicidad (Kumar et al., 2018; Shehzadi et al., 2014).

Otro estudio, evalu6 la capacidad PGPR de Bacillus mycoides (CSB25) aislado de la
rizosfera de T. domingensis y encontré rasgos PGPR como la produccion de AlA,
solubilizacién de fosfato y fijacion de nitrégeno (Brito-Campo et al., 2022). Ademas, se
encontro que Pseudomonas gessardii aislada de la rizosfera de T. domingensis promueve el
crecimiento y mejora la absorcién de Fe, Mn, Ni, Pb y Cr por las raices de las macréfitas
Brachia mutica, T. domingensis, Phragmites australis y Leptochala fusca en un humedal

artificial para tratar el agua de rio contaminado (Shahid et al., 2020).

2.7 Estudios de gendmica funcional en Typha
Los estudios transcripcionales sobre el género Typha en respuesta al estrés por metales
pesados son escasos. El primer estudio realizado por Xu et al. (2015) determind el
transcriptoma de plantas de T. angustifolia expuestas y no expuestas a 250 uM de Cd (en
forma de CdCl.). En el estudio se obtuvieron 57,608,230 lecturas a partir de las bibliotecas
de cDNA, cuyo posterior analisis indic6 que 102,473 unigenes se expresan diferencialmente
en presencia de Cd.

Adicionalmente, se secuenciaron dos bibliotecas de RNAs pequefios, de plantas
expuestas y no expuestas a 250 uM de Cd. Se identificaron 114 secuencias correspondientes
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a miARN conservados, 41 secuencias para ser anotadas como miARN nuevos en ambas
bibliotecas. El analisis in silico mostré 764 genes blanco para 89 miARN conservados y 21
miARN nuevos. Los analisis de abundancia de lecturas y la validacion mediante RT-PCR
indicé que 4 miARN conservados y 6 miARN nuevos se expresan diferencialmente,
sugiriendo que los miARN podrian desempefiar un papel en la respuesta al estrés por Cd en

T. angustifolia.

En lo que respecta a los genes regulados por los miRNA se desconoce la funcién en
T. angustifolia, por lo que es necesario profundizar en el estudio y anotacion de los genes
expresados diferencialmente en respuesta a Cd. Finalmente, dadas las limitaciones del
estudio mencionado, no fue posible identificar y/o anotar genes de T. angustifolia

involucrados en la tolerancia al Cd.

En otro estudio realizado por Xu et al. (2020) se identificaron 3275 genes expresados
diferencialmente en raices de T. orientalis expuestas a Pb. La mayoria de los genes
diferenciales estan relacionados con procesos redox, transporte de metales, proteina
quinasa/fosforilacion y factores de transcripcion en respuesta al estrés por Pb. Se encontr6
que el Pb induce ocho genes que codifican para transportadores ABC y de otros genes que
codifican transportadores de cobre, la ATPasa transportadora de fosfolipidos y la proteina

asociada a metales pesados.

A partir del analisis de expresion diferencial se seleccion6 el gen ToLR1 para
transformar plantas de A. thaliana sensibles a Pb. Los analisis de sobreexpresion muestran
que A. thaliana incrementa su resistencia al Pb, lo cual indica que el gen ToLR1 esta
involucrado en la tolerancia al Pb (Xu et al., 2020). Hasta ahora, el gen ToLR1 es el Gnico
gen identificado en el género Typha spp. en respuesta a Pb. Por lo tanto, es necesario
profundizar en el estudio de los genes de Typha spp. involucrados en la tolerancia y/o

fitoextraccion de metales pesados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Esterilizacion superficial del material vegetal
Las semillas de T. latifolia se colocaron en un tubo cénico de 50 ml y se lavaron con 30 ml
de agua destilada agitando vigorosamente durante 1 minuto. Las semillas fueron transferidas
a un microtubo estéril de 1.5 ml, eliminando por succion los restos de agua. Enseguida, se
adicionaron 1000 ul de una solucion de hipoclorito de sodio al 50 % + Tritén X-100 0.02 %,
se resuspendieron e incubaron a temperatura ambiente con agitacion rotatoria durante 15
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se removid la solucion de asepsia por aspiracion.
Finalmente, se realizaron 6 lavados con 1000 pl de agua destilada estéril, mezclando por

inversion y removiendo el agua (Remy & Duque, 2016).

3.2 Ensayo de germinacion de semillas de T. latifolia
Para el ensayo de germinacion (Garcia-Lemos et al., 2020; Mahdi et al., 2020) se utilizé
como inoculante bacteriano P. rhodesiae GRC140. La bacteria se cultivo en 50 ml de caldo
LB a 28 °C durante 24 h. Se tomaron alicuotas de 10 ml en tubos cénico y se centrifugaron
a 4500 rpm durante 5 min para obtener el sedimento bacteriano. Las células bacterianas se
lavaron con 10 ml de agua destilada estéril, se centrifugaron nuevamente y se descarto el
sobrenadante. El paquete celular contenido en cada uno de los tubos se resuspendi6 en 5 ml
de agua destilada estéril y se transfirid6 a un matraz limpio y estéril. Posteriormente, la
suspension bacteriana fue ajustada a una DOgoonm=1.0. Para garantizar la viabilidad de las
células, se realizaron diluciones seriadas con solucion salina 0.85 %, se resembraron 10 pl

de las diluciones 107 y 108 en agar LB 1/5. Las placas se incubaron a 28 °C durante 24 h.

Enseguida, se transfirieron alrededor de 100 semillas, esterilizadas superficialmente,
a tubos conicos que contenian 10 ml de la suspension bacteriana (DOgoonm=1.0) y se
incubaron bajo agitacion durante 2 h a temperatura ambiente. Como control negativo, se
usaron semillas tratadas con agua destilada estéril. Posteriormente, las semillas se secaron al
aire. 20 semillas se transfirieron a frascos de vidrio que contenian 20 ml de agar agua al 1.5
% en presencia de GRC140y de 40 ppm de Cd (ya que a esta concentracion se ha demostrado
que la planta muestra signos bioquimicos de estrés (Rolon-Cérdenas et al., 2022)), segun
fuera el tratamiento (Tabla 1). Se realizaron tres réplicas de cada tratamiento y se incubaron

a 28 °C bajo luz fluorescente con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. La tasa de
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germinacién se determiné a las 24 h, 48 h 'y 72 h después de la incubacion. Al cumplir 15
dias, se midieron varios parametros de crecimiento que incluyeron la longitud de brotes y
raices y el peso fresco y seco. La tasa de germinacién se calcul6 de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

L Numero de semillas germinadas
Tasa de germinacion (%)= - - x 100
Numero total de semillas

Tabla 1. Disefio experimental del ensayo de germinacion de semillas de T. latifolia

Tratamiento Concentracion | P. rhodesiae Répli_cas Determinacion
de Cd GRC140 | bioldgicas
Control 0 ppm 0 UFC ml™! 3 Tasa de germinacion (%)
+GRC140 0 ppm 10’ UFC ml?! 3 Longitud de brotes y
+Cd 40 ppm 0 UFC ml? 3 raices
. 4 Peso fresco
+Cd +GRC140 40 ppm 10" UFC mi 3 Peso Seco

3.3 Establecimiento del cultivo hidroponico de T. latifolia
De manera inicial, una vez realizada la asepsia de las semillas siguiendo las condiciones
descritas en el apartado 3.1, se germinaron en 500 pl de medio liquido MS 0.2X enriquecido
con glucosa (Anexo 1) durante 5 dias. Posteriormente, se distribuyeron en frascos de vidrio
con 20 ml de agar MS 0.2X enriquecido con glucosa (Anexo 1) y se incubaron a 28 °C bajo

luz fluorescente con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, durante 15 dias.

Después de los 5 dias de germinacion, tres semillas de T. latifolia se transfirieron a
sistemas de hidroponia (Alatorre-Cobos et al., 2014) (Anexo 2) que contenian 150 ml de
medio liguido MS 0.2X con glucosa. Los sistemas fueron incubados a 28 °C bajo luz

fluorescente con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad durante 4 semanas.

Transcurrido el tiempo, las plantulas se sometieron a una fase de 6 dias de
aclimatacion, en la que se realiz6 un cambio de medio hidroponico utilizando MS 0.2X sin
glucosa. El medio hidropdnico se inocul6 con una suspension de P. rhodesiae GRC140, tal

como se describe en la seccion 3.4.
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3.4 Cultivo y crecimiento de P. rhodesiae GRC140
Se prepard un preinoculo de P. rhodesiae GRC140 crecido en 50 ml de caldo de cultivo LB
a 28 °C durante 24 h. Posteriormente, se midid la DOeqo inicial del preindculo, se hicieron
alicuotas de 10 ml en tubos cénicos, se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 minutos para
separar el paquete celular y se descartd el sobrenadante. A continuacién, se realizaron dos
lavados; cada uno consistié en adicionar 5 ml de MgSO4 0.01 M a cada uno de los tubos
conicos, centrifugarlos durante 15 minutos y descartar el sobrenadante. El paquete celular
contenido en cada uno de los tubos se resuspendi6 con 5 ml de MgSQO4 0.01 My se transfiri6
a un matraz limpio y estéril. Después, se midio la absorbancia, alcanzando una DOeqo final
de 0.986. Para garantizar la viabilidad de las células, se realizaron diluciones seriadas con
solucion salina 0.85 %, se resembraron 10 pl de las diluciones 10° y 107 en agar LB 1/5.

Las placas se incubaron a 28°C durante 24 h.

3.5 Establecimiento de los ensayos
Siguiendo el disefio experimental presentado en la Tabla 2, se utilizaron plantulas de T.
latifolia de 1 mes de edad, se probé la concentracién de 40 ppm de Cd y una suspension
bacteriana de P. rhodesiae GRC140 (DOs00=0.986), la cual fue adicionada posterior a la
transferencia de las plantulas. Las plantulas fueron expuestas durante 10 dias a los

tratamientos.

Tabla 2. Disefio experimental.

: , Concentracion P. Tiempo Réplicas L
Especie | Tratamiento de Cd rhodesiae de bioloaicas Determinacion
GRC140 | exposicion g
Control 0 ppm 0 UIiC 10 dias 3 Peso fresco
ml Peso seco
10" UFC ; Glutation
GRC140 0 ppm ml- 10 dias 3 Fuga de
T. 0 UFC ] electrolitos
latifolia Cd 40 ppm ml- 10 dias 3 pH
Contenido de
Cd + 10" UFC . Cd
GRC140 40 ppm mt | 10dis 3 Expresion
génica
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3.6 Andlisis fenotipico y bioquimico

3.6.1 Peso fresco
Los sistemas se desmontaron y se recuperaron las plantulas, posteriormente se cortaron de
modo que las raices estuvieran separadas del tejido aéreo. Se determind el peso de ambos
organos (raiz y brotes) a través de su pesaje en balanza analitica.

3.6.2 Peso seco
Las muestras de material vegetal evaluadas para determinacién de peso fresco fueron
sometidas a un proceso de secado, el cual consistio en secar las muestras a 28 °C las primeras
24 h, y posteriormente a 60 °C las siguientes 24 h en una estufa (FELISA). Terminando el

proceso de secado, el tejido (raiz y tejido aéreo) se pesé nuevamente.

3.6.3 Determinacion del contenido de glutation

Se llevé a cabo la determinacion de glutation total (GSH) en raices siguiendo el método
descrito previamente por Rahman et al. (2006). Para ello, se trituraron 250 mg de tejido
vegetal en nitrogeno liquido y una vez pulverizado, se transfirieron a un microtubo de 1.5 ml
con 500 pl de buffer de fosfato de potasio 0.1 M con EDTA 5 mM (KPE), pH 7.5. La muestra
fue homogenizada en vortex y centrifugada a 12 000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Se recupero
el sobrenadante y se tomo una alicuota de 150 ul para mezclarla con 150 pl de tampén de
extraccién (Triton X-100 al 0.1 % y acido sulfosalicilico al 0.6 % en KPE). La muestra se
centrifugd nuevamente y, enseguida, se tomé una alicuota de 100 pl. Esta fue tratada con 700
ul de buffer KPE, 60 ul DTNB 1.68 mM, 60 ul de Glutation reductasa (50 U/ml) y 60 pl de
NADPH 0.9 mM.

Finalmente, las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad y se midio la absorbancia a 412 nm. El contenido de glutatidn total se calcul6 de

acuerdo con una curva estandar de GSH (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

3.6.4 Fuga de electrolitos
La fuga de electrolitos (EL) se midio de acuerdo con el método descrito por Umnajkitikorn
et al. (2021). Se sumergieron 100 mg de tejido radicular en 10 ml de agua desionizada a 20
°C durante 1 h y se midié la conductividad eléctrica inicial (EC;) de las muestras con un
medidor de conductividad. Después, las muestras fueron incubadas a 20 °C durante 24 h, y
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se midio la conductividad eléctrica final (ECs). Luego las muestras se calentaron a 120 °C en

una autoclave durante 15 min, se enfriaron y se midio la conductividad eléctrica total (ECx).
La fuga de electrolitos (EL) se calcul6 con la siguiente formula:

EC; — EC;

% EL= (—
o EC, — EC,

)xlOO

3.7 Determinacion de pH
Se tomaron muestras de medio hidropénico al inicio y al final de los tratamientos y se

determind el pH.

3.8 Cuantificacion de Cd (I1)
Después de la exposicion al Cd, las plantas se lavaron con EDTA 0.1 M durante 15 minutos
para eliminar el metal adsorbido y se cortaron a fin de separar la raiz y el tejido aéreo,
posteriormente los tejidos vegetales se secaron a 70 °C durante 24 h. El contenido de Cd en
los tejidos de las plantulas se determind mediante digestion &cida de acuerdo con la
metodologia desarrollada por Carranza-Alvarez et al. (2008). También se cuantificé el Cd en
los medios hidroponicos expuestos al metal. Con los datos obtenidos, se calcul6 el contenido
de Cd en brotes y raices, el porcentaje de remocion de Cd, y otros factores como
bioconcentracion, translocacion y bioacumulacion del metal, siguiendo las formulas

correspondientes (Ren et al., 2020):
BCF=[Cd] i/ [Cd] medio
Donde:
BCF= Factor de bioconcentracion.
[Cd],,;,= Concentracion de Cd en las raices de la planta en mg/Kg.
[Cd] eqio= Concentracion de Cd en el medio de cultivo en mg/L.
TF=[Cd]areo/ [Cdl sy
Donde:

TF= Factor de translocacion.
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[Cd]¢reo= Concentracion de Cd en las hojas de la planta en mg/Kg.

[Cd] ;.= Concentracion de Cd en las raices de la planta en mg/Kg.
BAC=[Cd]sreo/ [Cd]medio

Donde:

BAC= Coeficiente de bioacumulacion.

[Cd]4re0= Concentracion de Cd en las hojas de la planta en mg/Kg.

[Cd] meqio= Concentracion de Cd en el medio de cultivo en mg/L.

Todo el material utilizado en las siguientes determinaciones fue previamente
remojado durante 48 h en una dilucion de HNO3 grado reactivo al 5 %, enjuagado con agua

desionizada y secado.

3.8.1 Digestion acida de muestras vegetales a temperatura ambiente
Las raices se secaron en una estufa a 70 °C durante 24-48 h y posteriormente se determin¢ el
peso seco total de las muestras en una balanza analitica. Las muestras se trituraron en un

mortero con pistilo y se resguardaron en bolsas de papel hasta su procesamiento.

Se pesaron 25 mg de la muestra pulverizada y se colocé en un recipiente de
polipropileno o0 HDPE de 30 ml. Se adicionaron 100 pl de HNO3s (Grado trazas) por cada 2
mg de muestra, es decir, 1.25 ml de HNO3 en total, y se cerraron los recipientes y se dejé en

reposo durante 5 dias a temperatura ambiente en oscuridad.

Al sexto dia, se adicion6 1 ml de H>O; al 30 % (Grado reactivo) para completar la
oxidacion de la muestra organica y se dejé durante 24 h. Transcurrido el tiempo, se afor6 a

12.5 ml con agua desionizada, obteniéndose una muestra acidificada al 10 % HNOs (v/v).

Se prepard un blanco de reactivos, el cual contenia todos los reactivos usados en los
mismos volumenes y concentraciones en el procesamiento de la muestra. Este blanco sigui6
los mismos pasos de digestion y preparacion de la muestra. Finalmente, las muestras se

analizaron por EAA.
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3.8.2 Digestion acida de muestras vegetales en caliente
Las muestras secas de tejido aéreo fueron trituradas en un mortero con pistilo y resguardadas

en bolsas de papel hasta su procesamiento.

Se pesaron 100 mg de muestra triturada y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 250
ml. Se adicionaron 10 ml de agua regia (HCI: HNOs en relacion 3:1 v/v) al recipiente. Se
calent6 a 270 °C en una placa de calentamiento y se evapord hasta sequedad, se retiro el
recipiente de la placa y se dejé enfriar. Posteriormente, se adicionaron 3 ml de HNO3 (Grado
trazas) para redisolver el residuo, se calent6 la mezcla nuevamente y se evapor6 hasta que

quedaran 500 pl de mezcla en el matraz. Se retir6 el recipiente de la placa y se dejo enfriar.

Enseguida, se adicionaron 500 ul de HNOs (Grado trazas) y 2 ml de agua desionizada
para redisolver el residuo. La muestra se filtr y afor6 a 25 ml utilizando agua desionizada.

Finalmente, las muestras se guardaron en tubos conicos de 50 ml y se analizaron por EAA.

3.8.3 Preparacion de muestras liquidas
Las muestras liquidas se diluyeron a 4 ppm y se acidificaron al 5 % con HNO3 (Grado trazas).

Posteriormente, se analizaron por EAA.

3.8.4 Elaboracion de curva de calibracion de Cd y analisis por EAA
Todas las muestras fueron analizadas por EAA con llama de aire y acetileno (iCE 3000 series
de Thermo Scientific™) a una longitud de onda de 228.8 nm y utilizando una lampara de
catodo hueco para Cd (No. de catalogo: 942339030481, Thermo Scientific™). La
concentracion de Cd de las muestras se calculo de acuerdo con una curva de calibracion de
seis puntos, utilizando estandares de 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5y 7.5 mg/L de Cd, a partir de una
solucidn stock grado absorcion atémica certificada (Cadmium AA standard certified, Lote:
4307B38, Ricca Chemical Company). El equipo de EAA fue calibrado y, para validar la

calibracion, se tom6 como ajuste aceptable un valor de R%=>0.995.

3.9 Extraccion de ARN total y determinacién de los niveles relativos de expresion
genética
3.9.1 Extraccion de ARN total
Después de los tratamientos con GRC140 y Cd durante 10 dias, se recolectaron las raices de

las plantulas y se aislé el ARN total utilizando el kit Quick-RNA™ Plant Miniprep de Zymo
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Research siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Para este
experimento se utilizaron tres réplicas bioldgicas de cada tratamiento. La concentracion del
ARN se determind utilizando un espectrofotometro de microvolumen NanoDrop OneC

(Thermo Scientific).

Para la extraccion del ARN, todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente y

centrifugando a 13 000 x g durante 30 segundos, a menos que se especifique lo contrario.

Todo el tejido radicular fue pulverizado en nitrégeno liquido y transferido a un tubo
ZR BashingBead Lysis y se adicionaron 1100 ul de RNA Lysis Buffer. Las muestras se
agitaron en vortex y se incubaron a 65-70 °C durante 30 minutos, utilizando un bafio de agua.
Posteriormente, se centrifugaron a 16 000 g durante 5 minutos para sedimentar los residuos
y se transfirio el sobrenadante a una columna Zymo-Spin I1ICG en un tubo colector y se
centrifugd. Al flujo continuo, se agreg6 un volumen igual de etanol (95-100 %) y se mezcl6
bien. La mezcla fue transferida a una columna Zymo-Spin I1ICR en un tubo colector y se
centrifugd, descartando el flujo continuo. Enseguida, se afiadieron 400 ul de RNA Prep
Buffer a la columna y se centrifugd, descartando el flujo continuo. Después, se adicionaron
700 ul de RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugdé nuevamente descartando el flujo
continuo. Se afiadieron 400 ul de RNA Wash Buffer y se centrifugd la columna durante 1
minuto para garantizar la eliminacion completa del buffer de lavado. Luego, se transfirio la
columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml libre de nucleasas, se afiadieron 20 pl de agua libre

de DNasa/RNasa directamente a la matriz de la columna y se centrifugo.

Por otro lado, se coloc6 un filtro Zymo-Spin I1I-HRC en un nuevo tubo colector, se
afiadieron 600 pl de Prep Solution y se centrifug6 a 8000 x g durante 3 minutos. Finalmente,
el ARN eluido previamente, fue transferido al filtro preparado en un tubo eppendorf de 1.5

ml libre de RNasa y se centrifugd a 16 000 x g durante 3 minutos.

39.2 RT-gPCR
Después de la extraccion de ARN, se selecciond completamente al azar una muestra de cada
tratamiento para la sintesis de ADNCc y para realizar tres réplicas técnicas de qRT-PCR.

El ADNCc se sintetiz6 con 0.1 ng de ARN total con el kit de reactivos RevertAid First
Strand cDNA Synthesis de Thermo Scientific de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Todos los componentes del kit y las muestras de ARN se mantuvieron en hielo durante el
procedimiento. La sintesis de ADNCc se llevé a cabo en un termociclador incubando los tubos
de PCR durante 60 minutos a 42 °C. La reaccion termind calentando a 70 °C durante 5
minutos. EI ADNCc fue cuantificado en un NanoDrop y ajustado para tener un volumen de 50

ul a 100 ng/ul.

Las reacciones cuantitativas de PCR en tiempo real (RT-gPCR) se llevaron a cabo
utilizando el Fast SYBR™ Green Master Mix en un sistema de PCR en tiempo real rapido
usando 7500 fast (Applied Biosystems de Thermo Scientific). Se utilizaron los cebadores
para los genes de metalotioneina, fitoquelatina sintasa, CL7951, CL354, CL3870 y
Unigenell1164. La RT-qPCR se realizd de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 20 s, luego se establecieron 40 ciclos a 95 °C durante 3 s e hibridacion/extension
a 60 °C durante 30 s. El andlisis de la curva de fusion confirmo la especificidad de la
amplificacion. Se utilizé actina como control interno. La expresion relativa de los genes se
normaliz6 comparandola con la expresion de actina y se analizd mediante el método 224
(Livak & Schmittgen, 2001).

3.10 Andlisis estadistico
Todos los experimentos de este estudio se realizaron por triplicado y se utilizé una prueba de
analisis de varianza (ANOVA) seguido de una comparacion de media + desviacion estandar
mediante la prueba de Tukey. Las diferencias en p <0.05 se consideraron estadisticamente
significativas. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico
GraphPad Prism versién 5.01 (GraphPad Software Inc., Boston, Massachusetts, EE. UU.,
2007) y RStudio version 2021.09.2+382 (Posit Software, PCB, 2022).
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4. RESULTADOS

4.1 Ensayo de germinacién de semillas de T. latifolia
Para determinar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en la germinacion de T. latifolia, se
inoculd una suspension bacteriana de 9.3x10® UFC mlI en semillas desinfectadas, las cuales
fueron transferidas a frascos que contenian 20 ml de agar agua. La tasa de germinacién se
monitoreo durante 72 h y 15 dias después de la interaccion T. latifolia-P. rhodesiae GRC140
en ausencia y presencia de Cd. Se evaluaron parametros de crecimiento vegetal, comparando

con plantas control sin inocular.

En la Figura 3 se muestran los resultados del efecto de P. rhodesiae GRC140 en la

germinacion de T. latifolia expuesta a Cd en relacion con el tiempo.
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Figura 3. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la germinacion de semillas de T. latifolia
expuestaa Cd. Latasa de germinacion fue monitoreada cada 24 h durante 15 dias. Las medias
+ SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en P<0.05
(prueba Post hoc de Tukey).
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Los resultados indican que al segundo dia de tratamiento la inoculacion de P.
rhodesiae GRC140 incrementa significativamente (P<0.0001) la tasa de germinacion (81 %)
de semillas de T. latifolia en comparacién con el control no inoculado (56 %), indicando que

la bacteria influye positivamente en el desarrollo temprano de la planta.

Por otra parte, se observé que la presencia de Cd disminuye la tasa de germinacién
(30 %) en comparacién con las semillas control no expuestas. Sin embargo, la inoculacion
de la bacteria incrementa la germinacion de las semillas expuestas a Cd hasta en un 56 %,
indicando que P. rhodesiae GRC140 ejerce efecto protector en las semillas de T. latifolia
expuestas a Cd. Al dia 3, la tasa de germinacion de los grupos +GRC140 (83 %) y
+Cd+GRC140 (75 %) fueron estadisticamente igual al control (80 %), mientras que el grupo
con Cd fue estadisticamente diferente a este (51 %) (P=0.0042), indicando nuevamente que
la inoculacion de P. rhodesiae GRC140 mejora la tasa de germinacion de semillas de T.

latifolia expuestas a Cd.

En la Figura 4, se observa la tasa de germinacion al finalizar los 15 dias de exposicion
a los distintos tratamientos, donde el grupo de Cd (55 %) fue significativamente menor
respecto al control (80 %) (P=0.0091), evidenciando el efecto negativo del Cd en la

germinacién de las semillas de T. latifolia.

150

% germinacion

Control +GRC140 +Cd  +Cd+GRC140

Figura 4. Tasa de germinacion de semillas de T. latifolia expuestas a Cd al finalizar los 15
dias de exposicién. Las medias = SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una
diferencia significativa en P<0.05 (prueba Post hoc de Tukey).
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En cuanto a los parametros de crecimiento vegetal, en las Figura 5y 6, se muestran
los resultados de la longitud, peso fresco y peso seco de brotes y raices después de 15 dias
de la interaccién planta-bacteria. Con respecto a la longitud, se encontrd una mayor longitud
del brote en presencia de GRC140 (1.9 cm) con respecto al control (1.2 cm) (P=0.0003), y
en el caso de las raices, también se obtuvo una mayor longitud en presencia de la bacteria

(1.0 cm) en comparacion con el control no inoculado (0.4 cm) (P=0.0018) (Figura 6A-B).

Control +GRC140

Figura 5. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el crecimiento de T. latifolia. Plantulas de T.
latifolia con 15 dias de crecimiento expuestas a P. rhodesiae GRC140.

Por otra parte, la inoculacién de las semillas con GRC140 aumentd significativamente
la biomasa de las plantulas (Figura 6C-D). Se observo un incremento significativo en el peso
fresco (P=0.0003) y peso seco (P=0.0111) de las plantulas inoculadas con el aislado
bacteriano, obteniéndose 2.31 mg/planta y 0.12 mg/planta, respectivamente. Los resultados
obtenidos sugieren que, al término de los 15 dias de la interaccion planta-bacteria, P.

rhodesiae GRC140 promueve el crecimiento vegetal de T. latifolia.
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Figura 6. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el crecimiento de T. latifolia. Después de 15
dias de crecimiento se evalué la longitud (A-B), el peso fresco (C) y el peso seco (D) de
brotes y raices. Las medias + SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia
significativa en P<0.05 segun la prueba t de Student.

4.2 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en plantas de T. latifolia expuestas a Cd

4.2.1 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el fenotipo de T. latifolia
Para evaluar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en plantas de T. latifolia expuestas Cd, se
siguio el disefio experimental mostrado en la Figura 7. Las plantulas, crecidas durante 30 dias
en hidroponia, fueron inoculadas con una suspension bacteriana de 7.417x10* UFC ml* de
P. rhodesiae GRC140 y expuestas a 40 mg/L de Cd. La interaccion de las plantulas con la
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bacteria se llevé a cabo durante 10 dias. Al finalizar se evalu6 el efecto de la bacteria en el

crecimiento y tolerancia de T. latifolia a Cd.

Control +Cd+GRC140

Figura 7. Plantulas de T. latifolia con 30 dias de crecimiento en sistemas de hidroponia con
medio MS 0.2X expuestas a 40 ppm de Cd. Vista lateral e inferior de brotes y raices a los 10
dias de ser expuestas a los tratamientos.

Los resultados obtenidos muestran que, al termino del periodo de exposicion, las
plantulas en presencia de P. rhodesiae GRC140 crecieron de forma adecuada y no se
observaron efectos negativos en el sistema brotes, sin embargo, aquellas que fueron
expuestas a Cd, presentaron marchitamiento. En lo que respecta al sistema radicular, no se
observan diferencias en las raices expuestas a Cd con respecto al control. Los resultados
indican que el Cd afecta el fenotipo de las plantas a nivel de brotes. Por otra parte, se observé
un mayor desarrollo de pelos radiculares en las plantas inoculadas con la bacteria, mientras
que en las plantas no inoculadas el desarrollo de pelos radiculares es escaso (Figura 7). Los
resultados muestran que P. rhodesiae GRC140 induce la formacion de pelos radiculares tanto
en plantas expuestas como las no expuestas a Cd, lo cual puede atribuirse a las auxinas (&cido

indol acético y acido fenil acético) sintetizadas por la bacteria (Rolon-Céardenas et al., 2021).

En la Figura 8 se muestran los resultados de peso fresco y peso seco de brotes y raices

después de los 10 dias de exposicion con el metal. Con respecto al peso fresco (Figura 8A),
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en los brotes se encontré un decremento significativo en la biomasa de las plantas expuestas
a Cd (P=0.0057), ya sea en presencia o ausencia de P. rhodesiae GRC140. Sin embargo, no
hubo diferencias significativas en el caso del tejido radicular. Por otro lado, los resultados de
peso seco (Figura 8B) presentaron la misma tendencia, observando un decremento

significativo para el caso de los brotes de las plantas expuestas al metal (P=0.0111).
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Figura 8. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el fenotipo de T. latifolia expuesta a Cd.
Evaluacion del (A) peso fresco y (B) peso seco de brotes y raices a los 10 dias de ser
expuestas a los tratamientos. Las medias + SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican
una diferencia significativa en P<0.05 (prueba Post hoc de Tukey).

4.2.2 Comportamiento del pH en el medio hidropdnico
La Figura 9 representa la variacion de pH en el sistema hidropdnico durante 46 dias. En el
dia 0, el medio de cultivo tenia un pH de 5.7, sin embargo, conforme las plantas de T. latifolia

fueron creciendo en los sistemas de hidroponia durante 30 dias, el pH descendio hasta 3.6;
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lo cual sugiere que la planta exuda compuestos gque acidifican el medio de cultivo. Una vez
transcurridos los 30 dias, las plantas entraron en una fase de aclimatacion de 10 dias, donde
aquellas que estaban destinadas al tratamiento bacteriano se inocularon con una suspensién
de P. rhodesiae GRC140 en MgSOQa v, al resto de los sistemas, se agreg6 una solucién de

MgSO4 0.01 M para una concentracion final de 1 % con respecto al medio hidroponico.

Al dia 36, el medio hidroponico de los sistemas inoculados con la bacteria incremento
su pH a 4.5, mientras que las plantas control mantuvieron un pH de 4.0; en este punto, las
plantulas post-aclimatacién fueron sometidas a un cambio de medio hidroponico, utilizando
MS 0.2X en presencia de 40 ppm de Cd y en ausencia de glucosa, segun fuera el tratamiento,
durante 10 dias. Al término del dia 46, el pH de los sistemas inoculados con GRC140 (5.6)
fue estadisticamente igual al control (5.3), mientras que, en presencia de Cd, el pH descendid
hasta 3.0 (P<0.0001), lo cual sugiere que el estres por Cd induce la segregacion de acidos por

medio de las raices.
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Figura 9. Comportamiento del pH en el medio hidroponico.

4.2.3 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el contenido de glutation de T. latifolia
Para determinar si P. rhodesiae GRC140 ejerce un efecto protector en plantulas de T. latifolia

expuestas a Cd, se evalud el contenido de glutation total (GSH), donde se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas en los niveles de GSH del tejido radicular con una
P<0.0001 (Figura 10).

En plantas expuestas a Cd, se observaron mayores niveles de GSH (995.8 nmol
GSH/g PF) en comparacion con el resto de los grupos, siendo 7 veces mayor que el observado
en el tejido radicular del grupo control (132.867 nmol GSH/g PF). Por otro lado, las plantas
que fueron inoculadas con GRC140 y expuestas a Cd mostraron niveles de GSH
estadisticamente iguales al control (229.133 nmol GSH/g PF), sugiriendo que la bacteria

disminuye el estrés oxidativo causado por el Cd.

Los resultados indican que los niveles de GSH aumentaron en el tejido radicular de
plantas expuestas a Cd, sin embargo, al incorporar la bacteria el GSH disminuye a niveles
basales, lo cual sugiere que, P. rhodesiae GRC140 podria minimizar el estrés metéalico en T.
latifolia.
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Figura 10. Contenido de Glutation total en el tejido radicular de T. latifolia expuesta a Cd.
Las medias + SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en
P<0.05 (prueba Post hoc de Tukey).

4.2.4 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fuga de electrolitos de T. latifolia
El efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fuga de electrolitos en raices de T. latifolia se
presenta en la Figura 11. Los resultados indican que la inoculacion con P. rhodesiae GRC140

no afecta el nivel de fuga de electrolitos en plantulas de T. latifolia, mientras que en las raices
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de las plantulas expuestas a Cd se incrementa significativamente la fuga de electrolitos en
comparacion con el control, alcanzando un 63 % de fuga (P=0.0001). Por otra parte, la
inoculacion de P. rhodesiae GRC140 disminuye la fuga de electrolitos (47 %). Sin embargo,

no se restauran los valores basales como los cuantificados en el grupo control (23 %).

80

Control +GRC140 +Cd +Cd+GRC140

Figura 11. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fuga de electrolitos del tejido radicular de
T. latifolia expuesta a Cd. Las medias = SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una
diferencia significativa en P<0.05 (prueba Post hoc de Tukey).

4.3 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fitoextraccion de Cd por T. latifolia
Para determinar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fitoextraccion de Cd por T. latifolia
y su eficiencia en la remocion del metal, se determiné el contenido de Cd en brotes y raices
de las plantas expuestas a Cd (Figura 12). Independientemente del tratamiento, el contenido
de Cd fue similar en ambos tejidos, alcanzando hasta una concentracién de 1600 pg/g en
presencia de la bacteria. Ademas, se encontré que GRC140 incrementé significativamente
1.5 veces la concentracion de Cd en brotes (P=0.0315) y 1.2 veces en raices (P=0.0213) de

T. latifolia.
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Figura 12. Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el contenido de Cd por T. latifolia. Las medias
+ SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en P<0.05
(prueba Post hoc de Tukey).

Otros factores que permiten estimar el potencial de T. latifolia en el proceso de
fitorremediacion son el porcentaje de remocion, el factor de bioconcentracion (BCF), el

coeficiente de bioacumulacion (BAC) y el factor de translocacion (TF) (Figura 13).

Después de los diez dias de exposicion al metal, el nivel de Cd en la solucién
hidroponica disminuya significativamente (P=0.0132). Sin embargo, los resultados muestran
que la eficiencia de T. latifolia en la remocion de Cd (Figura 13A) incremento en presencia
de GRC140 (8.53 %) en comparacion con el control de Cd (7.37 %), aunque no fue
estadisticamente significativo. También se encontraron diferencias significativas (P=0.0213)
en relacion con la capacidad de captar el metal en el tejido radicular (BCF) (Figura 13B),
viéndose mejorada en presencia de la bacteria (40.69) respecto al control (33.17). Ademas,
la inoculacion de P. rhodesiae GRC140 incrementd significativamente (P=0.0315) la
capacidad de la planta para acumular Cd en el tejido aéreo (BAC) (Figura 13C), alcanzando
un coeficiente de 43.42, en comparacion con el tratamiento sin bacteria (27.94). Finalmente,
la capacidad de T. latifolia para trasladar el metal a su tejido aéreo (FT) (Figura 13D) se
incremento en presencia de GRC140 (1.067) en comparacion con el control (0.8514), pero

no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 13. Efecto de P. rhodesiae GRC140 sobre el porcentaje de remocion (A), factor de
bioconcentracion (B), coeficiente de bioacumulacion (C) y factor de translocacion (D). Las
medias £ SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en
P<0.05 (prueba Post hoc de Tukey).

4.4 Analisis de la expresion de genes involucrados en la tolerancia a Cd durante la
interaccion T. latifolia-P. rhodesiae GRC140

Para analizar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fitoextraccion de Cd, se cuantificaron

los niveles relativos de expresion de ortélogos previamente reportados en respuesta a Cd en

T. angustifolia. Basandonos en un estudio transcriptémico de T. angustifolia expuestas a Cd,

se seleccionaron 4 genes expresados diferencialmente en presencia de este metal CL7951,

CL354, CL3870 y Unigenel1164 (Xu et al., 2015), ademas de los genes que codifican para

una metalotioneina y fitoquelatina sintasa.
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Los resultados mostraron que, el Cd reprime la expresion de 5 genes evaluados en

este estudio, 10 dias después de la exposicion (Figura 14).

En presencia de GRC140, Cd y GRC140-Cd, se reprime significativamente el gen de
metalotioneina en un 50 %, 69 % y 65 % respectivamente (P=0.0002) (Figura 14A). En el
caso de la fitoquelatina sintasa (Figura 14B), aunque se observo un decremento en el nivel

de expresidn de las plantas expuestas a Cd, este no fue significativo.

Adicionalmente, la presencia de GRC140 no afect6 significativamente la expresion
genética de CL7951 (Figura 14C), pero se encontrd una disminucion significativa en
presencia de Cd, en un 88 % y 84 % en ausencia y presencia de la bacteria, respectivamente
(P=0.0006). Se observo un comportamiento similar en el caso de CL354 (Figura 14D), ya
que el Cd afecto el nivel de expresion hasta en un 43 % respecto al control (P=0.0016).

Por otra parte, la presencia de GRC140 induce la expresion relativa de CL3870
(Figura 14E) en un 46 %, mientras que la exposicion a Cd lo reprime hasta en un 59 %
(P<0.0001). Finalmente, la presencia de GRC140 no afectd significativamente la expresion
génica de Unigenel11164 (Figura 14F), pero se encontrd una disminucién significativa del 78

% en presencia de Cd, con una P<0.0001.
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Figura 14. Efecto de P. rhodesiae GRC140 sobre los niveles relativos de expresion genética
de (A) Metalotioneina, (B) Fitoquelatina sintasa, (C) CL7951, (D) CL354, (E) CL3870y (F)
Unigenel1164 en raices de T. latifolia utilizando actina como control interno. Las medias +
SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en P<0.05 (prueba
Post hoc de Tukey).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la germinacion de T. latifolia
En los Gltimos afos, la aplicacion de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPR) ha tomado gran relevancia, especialmente en la agricultura sostenible (Mir et al.,
2022). El estudio de las interacciones entre plantas y PGPR ha incrementado debido al
potencial para mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como para brindar
proteccion contra el estrés biotico y abidtico (Garcia-Lemos et al., 2020; Mashabela et al.,
2023).

Primeramente, se evalud la capacidad de P. rhodesiae GRC140 para promover el
crecimiento de su planta hospedera T. latifolia, realizando pruebas de germinacion. Se
demostrd que el tratamiento bacteriano de las semillas de T. latifolia mejora la eficiencia de
germinacion (Figuras 3y 4) y los parametros de crecimiento (Figuras 5 y 6). Estos hallazgos
coinciden con los estudios de Mahdi etal. (2020) quienes mostraron que la PGPR
Enterobacter asburiae QF11 favorece el crecimiento temprano de las plantas de
Chenopodium quinoa Willd, particularmente en la tasa de germinacion, la longitud total y los
pesos fresco y seco. Por otro lado, la inoculacién de Pseudomonas moraviensis J12 o Bacillus
cereus J156 en semillas de trigo aumentaron notablemente la tasa de germinacion y el
crecimiento de las plantulas (Fahsi et al., 2021); mientras que Bacillus megaterium mejoré
la germinacion final, la longitud de brotes y raices y el peso seco de la raiz en plantulas de
soja (Miljakovi¢ et al., 2022).

Las PGPR regulan las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares en las
plantas. GRC140 al ser una PGPR con la capacidad para sintetizar AIA (Rolon-Céardenas
et al., 2021), podria modular el equilibrio hormonal de las plantas. En este sentido, el impacto
positivo de GRC140 observado en la germinacion y crecimiento de T. latifolia puede

atribuirse a la produccion bacteriana de AlA.

Esta hormona es el primer contacto entre la bacteria y la semilla, de modo que el AIA
penetra la cubierta de la semilla, promoviendo su germinacion, regulando el crecimiento y
desarrollo de la planta y afectando la biosintesis de diversos metabolitos (Miljakovic¢ et al.,

2022). El AIA se ha asociado con la estimulacion del desarrollo y alargamiento de los
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sistemas radiculares (Fahsi et al., 2021). Asimismo, la germinacion temprana observada en
las semillas tratadas con GRC140 (Figura 3), puede estar relacionada con el AIA, ya que
pudo haber estimulado la actividad de enzimas especificas (Qessaoui et al., 2019), como la
a-amilasa, y de esta manera mejorar los niveles de azucares solubles de la descomposicion
del almidon (Mir et al., 2022).

Adicionalmente, el estrés por Cd retrasé e inhibid la germinacion de las semillas de
T. latifolia (Figuras 3y 4), lo que concuerda con estudios previos donde se ha informado que
la toxicidad del Cd disminuye la germinacion de semillas de Capsicum annuum L. (Liaquat
et al., 2020), de maiz (Shahzad et al., 2021) y trigo (Maslennikova et al., 2022). Sin embargo,
las PGPR pueden mejorar la tolerancia de las plantas a condiciones estresantes por metales
pesados. La inoculacion de semillas de plantas con especies de microorganismos como
Pseudomonas, Bacillus, etc., incrementa la capacidad de resistencia a metales pesados
(Shahzad et al., 2021). En el presente estudio, transcurridas 48 h, las semillas inoculadas con
GRC140 mostraron una germinacion acelerada en comparacion con las no inoculadas en las
mismas condiciones de estrés (Figura 3). Si bien la inoculacién de GRC140 en presencia de
Cd aumento el porcentaje de germinacion (Figura 4), este aumento no fue significativo. Estos
resultados concuerdan con investigaciones previas donde se ha reportado que la inoculacion
de Bacillus pumillus aumentd el porcentaje de germinacion de semillas de Zea mays L.
(Shahzad et al., 2021), Bacillus anthracis PM21 mejor6 significativamente la germinacion
de las semillas de Sesbania sesban (Ali et al., 2021) y P. fluorescens PGPR-7 aumento la
eficiencia de germinacion de garbanzo (Syed et al., 2023) bajo distintas concentraciones de
Cd.

El Cd tiene efectos negativos en las semillas, incluyendo un retraso y disminucién en
la germinacion, anomalias generales y reduccién del alargamiento de brotes y raices (Kotoky
et al., 2019). Esta claro que la inoculacion con P. rhodesiae GRC140 mejora la germinacion

o el crecimiento de las plantas y que la exposicion a Cd afecta el crecimiento de T. latifolia.

5.2 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en plantas de T. latifolia expuestas a Cd
5.2.1 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el fenotipo de T. latifolia

Para determinar el efecto de P. rhodesiae GRC140 en plantas de T. latifolia expuestas a Cd,

primeramente, se establecid el cultivo hidropdnico. En hidroponia, las plantas se cultivan en
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sistemas sin suelo en los que los nutrientes se proporcionan a través de una solucion nutritiva
a base de agua (Khan et al., 2020). En comparacién con los sistemas de suelo, los sistemas
hidropdnicos producen rendimientos mayores y periodos de crecimiento mas cortos, ya que
los nutrientes estan mas disponibles para la planta y el crecimiento de las raices es mas rapido
(Stegelmeier et al., 2022).

Los sistemas de hidroponia se han utilizado para estudiar los fenotipos de las plantas,
la disponibilidad de nutrientes, las respuestas al estrés bidtico o abidtico y la exposicion a
elementos tdxicos. Se han empleado sistemas hidropdnicos para el crecimiento de A. thaliana
(van Delden et al., 2020), Latuca sativa (Goddek & Vermeulen, 2018; Majid et al., 2021;
Sapkota et al., 2019), Triticum aestivum L., Hordeum vulgare L. (Kawasaki et al., 2018),
entre muchas mas, lo que indica la amplia aceptacion del sistema de hidroponia para el

establecimiento de cultivos.

El sistema hidroponico ofrecio una accesibilidad mejorada y una separacion menos
invasiva del tejido radicular y de brotes, ya que con el uso de un medio liquido se evitd la
manipulacion fisica adicional, eliminando la posibilidad de causar dafios mecanicos, pérdida

de tejido y estrés, tal como menciona Kulkarni et al. (2018).

P. rhodesiae GRC140 es una bacteria aislada de las raices de T. latifolia, considerada
una PGPR debido a que solubiliza fosfatos, produce sideréforos, sintetiza AIA'y PAA'y tiene
actividad ACC-desaminasa. Ademas, se ha visto que estimula el crecimiento de C. sativus L.
expuesta a Cd (Rolén-Cardenas, 2020) y el de A. thaliana Col-0 en ausencia y presencia de
Cd (Roldn-Cérdenas et al., 2021). Esto concuerda con hallazgos de otros grupos de
investigacion, que han demostrado que cepas de P. rhodesiae promueven el crecimiento de
Solanum lycopersicum (Romero et al., 2016), C. aconitifolius, Phaseolus vulgaris, Bacopa
monnieri (John Jimtha & Radhakrishnan, 2018), Phaseolus vulgaris L. (Nath et al., 2022) y
Oryza officinalis (Tian et al., 2023).

Algo que hay que destacar en este estudio es la observacion de un mayor desarrollo
de pelos radiculares en las plantas de T. latifolia inoculadas con GRC140 (Figura 7). El
desarrollo de pelo radicular esta fuertemente controlado por sefiales hormonales (Vissenberg
etal., 2020). Las fitohormonas, especialmente las auxinas, desempefian un papel esencial

como moléculas sefializadoras en el crecimiento y desarrollo de pelo radicular (Li et al.,
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2022). Las PGPR son capaces de modular la arquitectura de las raices debido a su potencial
para secretar AIA (Grover etal.,, 2021), una auxina que controla muchos procesos de
crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo la formacion de raices laterales y pelos
radiculares (Dahmani etal., 2020). Los resultados actuales concuerdan con hallazgos
anteriores; la inoculacion con Bacillus amyloquefaciens UCMB5113 (Asari et al., 2017) o
Paenibacillus lentimorbus B-30488 (Dixit etal., 2022) aumento la formacion de pelos
radiculares de A. thaliana, mientras que Bacillus megaterium RmBm31 aumento la longitud
de los pelos radiculares en plantulas de A. thaliana Col-0 (Dahmani et al., 2020). Algunas
especies de Pseudomonas también alteran la arquitectura del sistema de raices a través de la
produccion de AlA, como Pseudomonas PS01, que promovio la formacion de raices laterales
y de pelos radiculares en A. thaliana (Chu etal., 2020). Sin embargo, las PGPR no
necesariamente tienen que producir auxinas para ejercer un efecto sobre la arquitectura del
sistema radicular, ya que el desarrollo de las raices es un proceso complejo que involucra
distintos componentes, reguladores clave como factores de transcripcion y miARN, que

pueden verse afectados por la inoculacion de PGPR (Asari et al., 2017).

A pesar de que, P. rhodesiae posee rasgos PGPR que se han visto reflejados en el
incremento del peso fresco total, la longitud de raices y brotes y la formacién de raices
laterales (John Jimtha & Radhakrishnan, 2018; Rolén-Cérdenas et al., 2021) y su potencial
como promotora del crecimiento en otras plantas, GRC140 no tuvo un efecto significativo
en los pesos fresco y seco de T. latifolia respecto al control (Figura 8). Soumya et al. (2020)
encontrd resultados similares en plantas de Amaranthus tricolor L. al ser tratadas con P.
rhodesiae, ya que no hubo variaciones significativas en peso fresco y peso seco. Esto sugiere
que P. rhodesiae GRC140 ejerce un efecto significativo en el desarrollo temprano de T.
latifolia y no en plantas de 1 mes de edad cultivadas en sistemas de hidroponia; aunque se
podria buscar un sistema alternativo que permita monitorear diariamente el crecimiento de
T. latifolia durante la interaccién con GRC140 para conocer si hay un efecto, y no Unicamente
al finalizar los 10 dias de interaccion.

Por otro lado, el Cd afectd notablemente el fenotipo de las plantas, presentando hojas
cloréticas y un decremento significativo en la biomasa de los brotes de T. latifolia (Figuras

7'y 8). Estos resultados fueron similares a los de Shahzad et al. (2021), quienes reportaron
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sintomas visuales de marchitamiento en el maiz (Zea mays L.) y una disminucién en el peso
fresco de las plantas al estar expuestas a 75 mg de Cd. Igualmente, Zhao et al. (2021),
informaron que el Cd tuvo un impacto negativo sobre el crecimiento del sasafras y disminuyd
la biomasa de hojas, ramas y raices. También, se ha informado que el Cd reduce los pesos
fresco y seco de brotes y raices de Eruca sativa L. (Yildirim et al., 2019) y Oryza sativa L.
(Riaz et al., 2021). Estos efectos pueden ser atribuidos a la toxicidad inducida por el Cd. Se
ha reportado que las plantas expuestas a metales toxicos muestran sintomas como clorosis de
las hojas y una disminucion en el peso fresco y seco (El Rasafi et al., 2022; Jawad Hassan
et al., 2020). Lo anterior resulta porque el Cd puede limitar o inhibir la fotosintesis de las
plantas, lo que debilita su capacidad fotosintética y, en consecuencia, reduce la biomasa
(Zhao et al., 2021). Asimismo, en vista de la similitud del Cd con otros iones divalentes
esenciales, éstos pueden ser reemplazados en plantas expuestas al Cd, afectando asi procesos
fisiolégicos importantes y provocando dafios morfoldgicos y estructurales (Emiliani et al.,
2021).

5.2.2 Comportamiento del pH en el medio hidropoénico
Las raices de las plantas son capaces de inducir cambios de pH en la rizosfera, liberando
iones protones (H™) o hidroxilo (OH") para mantener un equilibrio i6nico, dependiendo del

estado nutricional de la planta (Neina, 2019).

En este estudio, todo el medio de cultivo hidroponico utilizado para el crecimiento de
T. latifolia tenia un pH de 5.7, sin embargo, conforme las plantas de T. latifolia fueron
creciendo en los sistemas durante 30 dias, el pH descendi6 hasta 3.6 (Figura 9).
Posteriormente, se realizd un cambio de medio para someter a las plantas a una fase de
aclimatacion con GRC140 durante 6 dias, al término del periodo el pH descendié a 4.5y a
4.0 en sistemas inoculados y no inoculados, respectivamente (Figura 9). En un estudio previo,
Faget et al. (2013) encontré que el maiz (Zea mays L.) inicialmente acidificé la rizosfera pero
la alcaliniz6 gradualmente con el tiempo. Estos descensos de pH en el medio hidropdnico
podrian estar relacionados con la influencia que ejerce la planta por absorber determinados
nutrientes de manera selectiva, podria ser que las plantas absorbieran una mayor cantidad de
cationes, lo que resulta en una liberacién de H*, descendiendo el pH (Javed et al., 2021,

Neina, 2019). Otros procesos que podrian contribuir en cierta proporcion en la disminucion
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del pH es la exudacién de las raices y la respiracién, como resultado de la acumulacién de

COg, lo que formaria &cido carbdnico (Hinsinger et al., 2003).

Las plantulas post-aclimatacion fueron sometidas a un cambio de medio hidropénico,
en presencia y ausencia de 40 ppm de Cd, segun fuera el tratamiento. Al término de la
exposicion, los sistemas inoculados con GRC140 mantuvieron un pH similar a la inicial de
5.7, mientras que, en presencia de Cd, el pH descendié hasta 3.0 (Figura 9). Lo anterior puede
ser atribuido a un mecanismo para mejorar la disponibilidad del Cd en la solucion (Hussain
et al., 2021), un pH acido aumenta la formacion de iones libres de Cd?*, lo cual es deseable
para una mejor absorcién del metal por parte de la planta (Agarwal et al., 2023). A un pH
bajo, existe una mayor capacidad intercambiable entre Cd?* y H* (Zhang et al., 2020). Se ha
reportado que una disminucién en el pH ha dado como resultado una mejor disposicién y
absorcion de Cd?* por plantas de Panicum virgatum L. (Reed et al., 2002) y Oryza sativa (Hu
et al., 2016; Li et al., 2020).

5.2.3 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en el contenido de glutation de T. latifolia

Es bien sabido que cuando las plantas estdn expuestas al estrés por Cd, una de las
consecuencias inmediatas es la produccion de una gran cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que puede causar dafio oxidativo en las células (Chen et al., 2019; Peco
et al., 2020; Sahile et al., 2021). Sin embargo, las plantas han desarrollado mecanismos para
prevenir el dafio de ROS, que constan de componentes enzimaticos y no enzimaticos (Ullah
etal.,, 2019). El glutation (GSH) es una molécula esencial que participa en la defensa
antioxidante no enzimatica y su nivel indica el estado redox general de la planta (Molina
et al., 2020). Ademas, es un precursor de fitoquelatinas, que forman complejos con metales
pesados y los transportan a vacuolas donde son secuestrados y fijados como elementos no
toxicos (Li et al., 2021).

Como se esperaba, la presencia de Cd en el medio hidropénico condujo a un
incremento en los niveles de GSH en el tejido radicular de T. latifolia (Figura 10), lo que
concuerda con Roldn-Cérdenas et al. (2022), quienes demostraron que el estrés por Cd induce
la sintesis de GSH total en el tejido radicular de T. latifolia expuesta a 10, 20 y 40 mg/L de
Cd. Se observaron resultados similares en plantas de trigo expuestas a 5 pM de Cd (Zhang
etal., 2021), y en plantas de soja (Glycine max L.) después de 40 dias de exposicién a Cd
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(Molina et al., 2020). Otro estudio reporté que el contenido de GSH de plantas de Lonicera
japoénica expuestas a 10, 30, 80, 150 y 200 ppm de Cd incrementd significativamente con el
tiempo durante 70 dias. Los niveles de GSH alcanzaron un maximo al dia 70 en respuesta a
los tratamientos de 80, 150 y 200 ppm de Cd, aumentando en un 69 %, 65 % y 99 %,
respectivamente (Li et al., 2022).

Por otro lado, se ha descrito que las bacterias enddfitas mejoran la defensa de las
plantas, evitando la acumulacién de ROS y aliviando el dafio oxidativo (Ullah et al., 2019).
En este sentido, la inoculacion con P. rhodesiae GRC140 disminuy6 los niveles de GSH
hasta niveles basales en T. latifolia expuesta a Cd (Figura 10). Lo anterior concuerda con lo
expuesto por Sahile et al. (2021), quienes informaron un mayor contenido de GSH en plantas
de soja expuestas a 0.7, 1.4 y 2.1 mM de Cd, pero que la inoculacién de la PGPR Bacillus
cereus ALT1 disminuyd dichos niveles. Otro estudio encontrdé que bacterias endofitas
Serratia sp. IUOL y Enterobacter sp. IU02, aisladas de Solanum nigrum L., disminuyeron los

niveles de GSH en Brassica juncea expuesta a 5-25 mg/kg de Cd (Ullah et al., 2019).

Por lo que, nuestros resultados sugieren que P. rhodesiae GRC140 desempefia un

efecto protector en plantas de T. latifolia contra el estrés oxidativo inducido por el Cd.

Las PGPR modulan el sistema de defensa antioxidante (Khanna et al., 2019), por lo
que P. rhodesiae GRC140 podria minimizar el estrés por Cd no sélo a través de la actividad
de glutatién, sino mediante el mejoramiento de las actividades de enzimas antioxidantes y de
antioxidantes no enzimaticos, Sin embargo, se desconocen dichas actividades y la eficiencia

de GRC140 sobre otros agentes antioxidantes.

5.2.4 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fuga de electrolitos de T. latifolia
Tras la exposicion al estrés por Cd, las ROS pueden oxidar los lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, lo que provoca un estrés oxidativo, causando dafio celular, fuga de electrolitos y

muerte celular (Sharma et al., 2022).

El funcionamiento adecuado de las células se logra mediante niveles éptimos de
electrolitos y contenido de agua dentro de la célula (Ali et al., 2021), por lo que, la integridad
de las membranas celulares durante el estrés por Cd se evalu6 mediante el porcentaje de fuga
de electrolitos. En el presente estudio, se encontré un aumento significativo en la fuga de
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electrolitos de las raices de T. latifolia expuestas a Cd (Figura 11). Se sabe que las ROS
activan los canales iénicos de membrana que liberan iones de potasio (K*) intracelulares,
estimulando las enzimas hidroliticas intracelulares que conducen a la muerte celular
(Demidchik, 2018). Aunque los niveles de ROS no se determinaron en este estudio, la razén
por la que la fuga de electrolitos se encontro elevada en el sistema radicular de T. latifolia,
podria explicarse por la produccion de ROS inducidas por el Cd, indicando estrés oxidativo.
Lo anterior concuerda con Rol6n-Cardenas et al. (2022), quienes observaron un incremento
en la fuga de electrolitos en raices de T. latifolia expuestas a 20 y 40 mg/L de Cd. Otros
estudios indicaron que el estrés por Cd incrementd la fuga de electrolitos en plantas de
garbanzo (Ahmad et al., 2021), maiz (Shahzad et al., 2021) y trigo (Maslennikova et al.,
2022, 2023).

Investigaciones previas describen que el empleo de PGPR puede mitigar el estrées
oxidativo inducido por el Cd, por ejemplo, la inoculacién con Serratia sp. 1UO1 y
Enterobacter sp. IUO2 redujo la fuga de electrolitos en Brassica juncea expuesta a 5-25 ppm
de Cd (Ullah et al., 2019) mientras que, B. subtilis 10-4 mitigo el estrés en Triticum aestivum
(Maslennikova et al., 2023). Otro estudio revel6 que la aplicacién de Bacillus anthracis
PMZ21 redujo la fuga de electrolitos en plantas de S. sesban estresadas bajo a 100, 150 y 200
mg/L de Cd (Ali et al., 2021), asimismo, Raihan et al. (2022) encontraron niveles méas bajos
de fuga de electrolitos cuando plantas de Brassica campestris expuestas a Cd habian sido
inoculadas con Paraburkholderia fungorum y Delftia sp. A pesar de no ser significativa, en
este trabajo se observé una disminucion de la fuga de electrolitos en las plantas de T. latifolia
expuestas a Cd que fueron inoculadas con GRC140 (Figura 11), lo que sugiere que podria
fortalecer en menor medida la integridad de la membrana bajo estrés por Cd.

5.3 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la fitoextraccion de Cd por T. latifolia
Se ha informado que las PGPR contribuyen en gran medida a mejorar la fitorremediacion
(Zhu etal., 2023). En este trabajo, P. rhodesiae GRC140 mejoré significativamente el
contenido de Cd en brotes y raices de T. latifolia (Figura 12). Lo anterior sugiere, que la
bacteria facilita la movilizacion del Cd del medio a las raices y promueve la translocacion al
tejido aéreo de la planta. Estos resultados son similares a aquellos reportados en plantas de

T. latifolia de 2 meses (Rolon-Cardenas et al., 2022), ya que en condiciones hidropdnicas
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GRC140 incrementd el contenido de Cd en los brotes. De igual manera, la inoculacion de las
cepas Burkholdria SaMR10 y Sphingomonas SaMR12 promueve la acumulacién de Cd en
el brote y la raiz de Brassica juncea (Wang et al., 2019); la inoculacion de P. fluorescens
mejoro la concentracion de Cd en el tejido aéreo y radicular de S. alfredii (Wu et al., 2020)
y Bacillus sp. Kz5 y Enterobacter sp. Kz15 mejoraron significativamente las concentraciones
de Cd en Brassica juncea en comparacion con aquellas no inoculadas (Zhang et al., 2023).
Wau et al. (2020) mencionan que el aumento en la concentracion de Cd en las plantas despues
de ser inoculadas con PGPR puede estar relacionado con el aumento de la biomasa seca,
debido al efecto promotor de la PGPR. Sin embargo, en este estudio no se encontré un
incremento significativo en los resultados de la biomasa en el experimento hidropénico, por
lo que, el efecto observado en el contenido de Cd podria explicarse por el desarrollo de una
mayor cantidad de pelos radiculares en las raices inoculadas con GRC140, permitiendo una
mayor captacion del metal o la regulacion positiva de genes que codifican transportadores de

metales hacia los brotes (Pan et al., 2017).

Adicionalmente, Abeed etal. (2022) han reportado que la inoculacion de PGPR
Azotobacter chroococcum y Bacillus subtilis mejora la remocion de Cd por parte de
Helianthus annuus L., en comparacion con las plantas no inoculadas. En este estudio, a pesar
de que después de los diez dias de exposicion al metal, el nivel de Cd en la solucion
hidroponica disminuyo significativamente, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de remocion por parte de T. latifolia en ausencia y presencia de GRC140, aunque

este Gltimo haya aumentado (Figura 13A).

En relacion con el factor de bioconcentracion (BCF), este ayuda a estimar la
exposicién a contaminantes y la absorcion de las plantas (Nino Savala et al., 2021). EI BCF
indica la capacidad de la planta para acumular el metal en las raices respecto a la
concentracion del suelo (Medina Marcos & Montano Chavez, 2014). En este trabajo, la
inoculacién con P. rhodesiae GRC140 mejoré el BCF en T. latifolia (Figura 13B), lo que
concuerda con hallazgos anteriores. La inoculacion con B. pumilus mejoro el BCF de Z. mays
(Hayat et al., 2020), mientras que, la cepa Bacillus anthracis PM21 indujo altos niveles de
BCF en plantas de Sesbania sesban L. expuestas a 100 y 200 mg/kg de Cd, en comparacion

con aquellas plantas no inoculadas (Ali et al., 2021). Las plantas que tienen valores de BCF
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mayores a 1, son adecuadas para la translocacién de Cd del suelo a los tejidos aéreos (Hayat
etal., 2020; Wang et al., 2018). Por lo tanto, P. rhodesiae GRC140 podria incrementar la
movilizacion del Cd a los brotes de T. latifolia.

En lo que respecta al coeficiente de bioacumulacion (BAC), es un indicador del
comportamiento de acumulacion de metales de las plantas (Mati¢ etal., 2019). Es la
proporcion del metal contenido en la parte aérea de la planta en relacion con el suelo
(Espinoza Pincay & Vallejo Caicedo, 2019; Renu et al., 2022) y resulta util para elegir la
planta adecuada en la fitorremediacion de los suelos contaminados (Bader et al., 2020). En
este estudio, el BAC mejord con la inoculacién de GRC140 (Figura 13C). De manera similar,
se ha encontrado un aumento del BAC en plantas de Z. mays y Spinacia oleracea L. expuestas
a Cd inoculadas con B. pumilus y Ochrobactrum intermedium BB12, respectivamente (Hayat
etal., 2020; Renu et al., 2022). Otro estudio previo, demostré que la inoculacion de las
rizobacterias Enterobacter cloacae RCB980, Klebsiella pneumoniae kpa, y Klebsiella sp.
XT-2 mejora el BAC en plantas de Pennisetum giganteum expuestas a 25 mg/kg de Cd
(Yankey et al., 2021).

Por otro lado, el factor de translocacion (FT) mide la capacidad de la planta para
trasladar el metal desde la raiz hasta los brotes (de Oliveira Mesquita et al., 2021). Los
principales criterios que limitan la fitoextraccion son la translocacion de metales, la
produccion de biomasa y la acumulacion de metales en los tejidos vegetales. Dado que la
recoleccion de las raices de plantas que acumulan metales durante la fitoextraccion no es
factible, es necesario tener en cuenta el movimiento de metales a los 6rganos aéreos, ya que
la recoleccion de tejidos aéreos puede ser una solucion rentable en este proceso
(Konkolewska et al., 2020). En el presente estudio, no hubo diferencias significativas en el
FT en presencia y ausencia de GRC140, aunque el FT oscil6 entre 0.8514 y 1.067 (Figura
13D). Sin embargo, en un estudio previo, se demostré que la inoculacion de GRC140 en
plantas de T. latifolia de 2 meses mejord significativamente el FT de Cd en las plantas
(Rolon-Cardenas et al., 2022). Adicionalmente, se ha encontrado que la inoculacion con
Lelliottia jeotgali MR2 y Sphingomonas SaMR12 mejora la translocacion de Cd (factor de
translocacion >1) en Miscanthus floridulus (Lab.) y S. alfredii, respectivamente (Liu et al.,

2021; Pan et al., 2017). EI FT es un indice importante para seleccionar plantas que puedan
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ser utilizarlas en fitorremediacion (Woraharn et al., 2021). Valores altos de FT (>1) sugieren
que la planta puede absorber Cd del suelo y almacenarlo en el tejido aéreo de manera eficiente
(Wang et al., 2018). Aunque GRC140 no mejoro el FT en este trabajo, probablemente como
un mecanismo de tolerancia, T. latifolia por si sola tiene una buena capacidad para transferir

el Cd de las raices a los brotes en las condiciones experimentales evaluadas.

El estudio actual sugiere que P. rhodesiae GRC140 esta involucrada en la
biodisponibilidad y movilizacion del Cd, debido a la acumulacion en el tejido radicular y

aéreo, y puede considerarse como una estrategia para remediar sitios contaminados con Cd.

Rolén-Céardenas (2017) ha reportado que P. rhodesiae GRC140 puede adsorber Cd?*
en su superficie celular, consecuencia de las interacciones electrostaticas entre los iones
metalicos y los grupos funcionales de la pared celular cargados negativamente. Ademas, la
produccion de pioverdina y la formacién de biopeliculas pueden estar implicados en su
tolerancia a Cd. Sin embargo, se sugiere su uso en combinacion con T. latifolia para

incrementar la eficiencia en la remediacién de Cd.

Aunque GRC140 muestra tolerancia a Zn, Ni y Co y se ha sugerido que presenta
mecanismos de tolerancia a distintos metales pesados (Rolon-Cérdenas, 2017), en este
estudio se utiliz6 el Cd por ser un contaminante toxico presente en el suelo que puede ingresar
a los tejidos de las plantas a través de los transportadores de nutrientes esenciales y una vez
dentro de las células vegetales, puede entrar a la cadena alimentaria, amenazando la salud de
todos los organismos vivos (Pérez Olvera et al., 2008; Vazquez et al., 2001). También, tiene
una mayor movilidad y una biodisponibilidad que otros metales, encontrandose libre en un
amplio rango de pH, incluso, es de los mas toxicos a bajas concentraciones. Las regulaciones
estandares establecen limites permisibles por debajo de 1 ppm de Cd en suelos y agua
potable. A diferencia de otros metales pesados, la distribucion de los sitios contaminados con

Cd y el tiempo de permanencia en la atmosfera son mayores (Ramirez, 2002).

5.4 Efecto de P. rhodesiae GRC140 en la expresion de genes involucrados en la
tolerancia a Cd por T. latifolia
La mayoria de los estudios de fitorremediacién de Cd realizados con T. latifolia, se han

enfocado en analisis fisiologicos o fisicoquimicos, donde han evaluado su capacidad de
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remocion, sin embargo, hasta el momento se desconocen las respuestas adaptativas que

ocurren a nivel molecular.

Esta documentado que, bajo condiciones de estrés ambiental, las plantas exhiben
respuestas moleculares que las ayudan a adaptarse a las condiciones ambientales. La
respuesta molecular de las plantas al estrés por metales consiste en la sintesis de moléculas y
proteinas de sefializacion, como transportadores y quelantes de metales (Jalmi et al., 2018).
Se han identificado varios genes inducidos por estrés por metales utilizando diferentes
enfoques Omicos en varias plantas (Tiwari & Lata, 2018). Sin embargo, los estudios
genomicos del género Typha son limitados.

Actualmente, la RT-qPCR se ha convertido en un método eficaz para analizar
patrones de expresion genética en estudios de biologia vegetal (Sang et al., 2013). Las plantas
tienen genes quelantes de metales y sus proteinas posteriores, incluidas las metalotioneinas
(MT) y fitoquelatinas (PC), que son necesarias para que las células vegetales mantengan la
homeostasis y el secuestro de los metales (Agarwal & Rani, 2022). En este sentido, en el
presente estudio se analiz6 la expresion de los genes de metalotioneina y fitoquelatina sintasa,
que se han visto involucrados en la tolerancia a Cd (Li et al., 2019; Riyazuddin et al., 2021,

Venegas-Rioseco et al., 2021).

Las metalotioneinas, proteinas ricas en cisteina de bajo peso molecular (Duan et al.,
2019), tienen una alta afinidad para unirse a iones metalicos mono y divalentes en el
citoplasma y posteriormente secuestrarlos en la vacuola o sacarlos de las células (Wei et al.,
2022) y ademaés son conocidas por sus propiedades redox (Agarwal & Rani, 2022). Las
células las utilizan para inmovilizar, secuestrar y desintoxicar iones metalicos, entre ellos el
Cd (Hasan et al., 2017).

Algunos estudios han informado un incremento en el nivel de expresion de genes de
MT, por ejemplo, Cheng etal. (2021) identificaron varios genes de MT en especies del
género Oryza, donde la expresion de los genes OsMT-1, OsMT-4, OsMT-5, OsMT-6, OsMT-
7, OsMT-8 y OsMT-9, tuvo una tendencia de aumento pronunciado entre las 12 y 24 h
después de haber sido expuestas a Cd, mientras que las primeras 12 horas mantuvieron
niveles de expresion sin cambios aparentes, por otro lado, el nivel de expresion de SaMT2

aumento en raices de S. alfredii expuestas a 100 UM de Cd durante 8 dias; incluso la
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sobreexpresion de estos genes ha mejorado la tolerancia y acumulacion de Cd en los brotes
de plantas transgénicas de tabaco (Zhang etal., 2014). Sin embargo, en este estudio la
exposicion a Cd no indujo un aumento significativo en el nivel de expresion del gen de MT
en las raices de T. latifolia (Figura 14A). Se observaron resultados similares en raices de
Sulla coronaria expuestas a 30 dias con Cd, ya que el nivel de expresion de SCMT disminuy6
significativamente en los tratamientos con 100 y 200 uM de Cd, incluso en aquellos que
habian sido inoculados previamente con un consorcio bacteriano (Rhizobium sullae y
Pseudomonas sp.) (Chiboub et al., 2020); también, la expresion del gen MT2 en raices de
tomate (Solanum lycopersicum L.) fue reprimido a las 3 y 24 h después de haber sido
expuestas a Cd (Wei et al., 2022). Los genes de MT tienen diferentes patrones de expresion
especificos de tejidos, generalmente los MT1 se expresan predominantemente en raices,
mientras que los MT2 en hojas (Zhang et al., 2014), y debido a que el gen de MT analizado
en este estudio es de tipo 2, su expresion genética en las raices podria verse influenciada por
lo anterior. Asimismo, los genes MT pueden tener diferentes funciones especificas
dependiendo de la especie vegetal, por lo que otros tipos de MT podrian estar desempefiando
un papel clave en la desintoxicacion de Cd en T. latifolia, tal como menciona Chiboub et al.

(2020), o la tolerancia y acumulacion de cadmio podria derivar de otros mecanismos.

De manera similar, las plantas sintetizan fitoquelatinas al inicio del estrés por metales
porque desempefian un papel clave en la mediacion de la tolerancia de las plantas a los
metales pesados (Hasan et al., 2017). Estas son importantes quelantes del Cd y se sintetizan
enzimaticamente por la fitoquelatina sintasa (PCS) (Chiboub etal., 2020; Hernandez-
Baranda et al., 2019). La exposicion a metales pesados puede manifestarse a nivel molecular
mediante alteraciones en la expresion de la PCS (Lancikova et al., 2020). Un estudio reciente
reportd que la expresion de los genes MNnPCS1 y MnPCS2 se indujo en la raiz de Morus
notabilis transcurridas 24 h de ser expuestas a 30 y 100 uM de Cd (Fan et al., 2018). También
se ha informado una regulacion positiva del nivel de expresion de PCS en S. alfredii durante
las primeras 72 h de ser expuesta a Cd (Sang et al., 2013), en raices de A. cruentus y A.
hypochondriacus x A. hybridu después de 14 dias del tratamiento con Cd (Lancikova et al.,
2020) y en Oryza sativa después de estar bajo estrés por 20 dias (Jan et al., 2019). Ademas,
la sobreexpresion de PCS ha incrementado la fitorremediacion en plantas trasngénicas de

Arabidospis thaliana y tabaco (Fan et al., 2018; Guo et al., 2008). Sin embargo, plantas de
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Sulla coronaria sometidas a 100 UM de Cd, plantas inoculadas con Rhizobium sullae y
Pseudomonas sp. y tratadas con 100 uM de Cd y plantas inoculadas y tratadas con 200 uM
de Cd registraron niveles de expresién de ScCPCS mas bajas respecto al control (Chiboub
et al., 2020). Si bien los genes de PCS pueden estar implicados en la desintoxicacion de Cd,
en las condiciones utilizadas en este trabajo se observo un decremento del nivel de expresién
en las raices de T. latifolia expuestas a Cd (Figura 14B), aungue este no fue significativo, por

lo que podria tratarse de un gen de expresién temprana.

Por otra parte, un estudio previo realiz6 un estudio de gendémica funcional en T.
angustifolia en el cual se identificaron genes expresados diferencialmente en presencia de Cd
(Xu et al., 2015). Basandonos en ese estudio, se seleccionaron los genes reprimidos CL7951
y CL354, y los genes inducidos CL3870 y Unigenell164, para cuantificar sus niveles de
expresion en T. latifolia expuesta a Cd (Figura 14C-F). El tratamiento con GRC140 indujo
la expresién del gen CL3870, mientras que los genes CL7951, CL354 y Unigenel1164 se
encontraron reprimidos en el tejido radicular de T. latifolia expuesta a Cd durante 10 dias,
por lo que podria tratarse de genes de expresion temprana, ya que Xu et al. (2015) realizaron
el andlisis en las primeras 24 h de exposicion. Si bien, falta estudiar con mucho mas detalle
las respuestas adaptativas que ocurren a nivel molecular en T. latifolia en respuesta al estrés
por Cd y durante su interaccion con P. rhodesiae GRC140, el trabajo actual brinda
informacion que podria ser util y dar partida a toma de decisiones para investigaciones

posteriores e intentar dilucidar los mecanismos moleculares implicados en la tolerancia a Cd.

55



(<)

—

/Almldon

Hidrdlisis

N

U4
>
N Amilas
& f
9 Azlcares
Cotiledén j Tradu;:cio’n @ /r‘yﬂ’“"““"‘\uﬁh\
/ \
ARN I/ G c \
= f., Siderdforos
Transcr})c:/on +sade o
germinacion desaminasa

T ADN
Epicotilo————

Crecimiento GA;

Radicula

HQO l_’/

" imbibicién

Endospermo

Cubierta de la semilla

—

L-Trp

’

L A

Longitud de
brotes y raices
Peso secoy
peso fresco

S

7/ PGPRregulan
" respuestas
fisioldgicas,
bioquimicas y
moleculares de
las plantas
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Figura 16. Modelo propuesto de los mecanismos implicados de la interaccion P. rhodesiae
GRC140-T. latifolia bajo estrés por Cd en condiciones de hidroponia. P. rhodesiae GRC140
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CONCLUSIONES

Los primeros efectos positivos de P. rhodesiae GRC140 sobre T. latifolia se
observaron durante la prueba de germinacion realizada en agar agua: GRC140 indujo
un desarrollo temprano de la planta (81 % de germinacion), la exposicion a Cd limito
el porcentaje de germinacion (30 %) y el tratamiento bacteriano mejoré la tasa de

germinacion (51 %) de las semillas expuestas a Cd después de 48 h.

El tratamiento de las semillas con P. rhodesiae GRC140 promovi6 el crecimiento
vegetal de T. latifolia, mejorando la longitud de brotes y raices, y la biomasa de las

plantulas, después de 15 dias de interaccion.

En condiciones hidropdnicas, P. rhodesiae GRC140 promueve el desarrollo de pelos
radiculares en T. latifolia después de 10 dias de interaccidn, mientras que el Cd

provoca marchitamiento del tejido aéreo.

Se conocié el comportamiento del pH en el medio hidropbnico, y existen
fluctuaciones en el transcurso del desarrollo de T. latifolia, y durante la interaccion
con P. rhodesiae GRC140 y el Cd.

El contenido de GSH se encontré elevado en el tejido radicular de T. latifolia expuesta
a Cd (995.8 nmol GSH/g PF), mientras que el tratamiento con P. rhodesiae GRC140
en plantas expuestas a Cd minimizd el contenido de GSH hasta niveles basales
(229.133 nmol GSH/g PF), como un mecanismo de tolerancia y disminuyendo el

estrés causado por el metal.

La exposicion a Cd afect6 la integridad de las membranas celulares de T. latifolia,
ocasionando un incremento (63%) significativo en la fuga de electrolitos.

La inoculacion de P. rhodesiae GRC140 incrementd 1.5 veces el contenido de Cd en
brotes y 1.2 veces en raices de T. latifolia y mejoré el factor de bioconcentracion
(BCF) y el coeficiente de bioacumulacion (BAC).

La cuantificacion de los niveles relativos de expresién mostré que los genes de
metalotioneina, CL7951, CL354, CL3870 y Unigenelll64 se encontraron
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reprimidos en T. latifolia expuesta a Cd, mientras que P. rhodesiae GRC140 indujo

la expresion del gen CL3870, después de 10 dias de interaccion.

Se estandarizaron las condiciones de la interaccién de T. latifolia con P. rhodesiae

GRC140 para el analisis de expresion mediante RNAseq.
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PERSPECTIVAS

Estudiar la tolerancia a otros metales pesados en T. latifolia durante su interaccién

con P. rhodesiae GRC140 en condiciones hidroponicas.

Monitorear diariamente el efecto de P. rhodesiae GRC140 en los parametros de
crecimiento de T. latifolia, para confirmar o descartar si la bacteria tiene efecto

promotor de crecimiento en plantas de 1 mes de edad cultivadas en hidroponia.

Evaluar la expresion genética relativa del gen de glutation sintasa, para conocer su

comportamiento en T. latifolia bajo estrés por Cd.

Evaluar en qué medida P. rhodesiae GRC140 reduce el estrés oxidativo causado por

el Cd en comparacion con otros antioxidantes exogenos.

Llevar a cabo el analisis de expresion diferencial mediante RNA-seq de dicha
interaccion y con los resultados, seleccionar genes de interés o expresados
diferencialmente, disefiar oligonucle6tidos especificos para dichos genes y mediante

RT-PCR en tiempo real, conocer su expresion genética relativa en T. latifolia.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio de cultivo MS 0.2X con glucosa

Para la germinacion in vitro de semillas de T. latifolia, se preparé medio de cultivo MS 0.2X
con glucosa, para ello se disolvieron 0.086 g de sales MS (Murashige and Skoog Basal Salt
Mixture), 0.7 ml de buffer MES (500 mM, pH 5.7), 1 g de dextrosa anhidra y 1.5 g de agar
bacterioldgico en 100 ml de agua destilad. EI medio se llevé a ebullicion y se distribuyeron
20 ml en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml, por ultimo, se esterilizaron en autoclave
(15 minutos, 121°C).

Por otro lado, para el establecimiento del cultivo in vitro en sistemas de hidroponia, se
prepararon 3 litros de medio liquido MS 0.2X con glucosa, pH 5.7, para ello se agregaron
2.58 g de sales MS, 21 ml de buffer MES y 30 g de dextrosa anhidra en 3 litros de agua
destilada. Finalmente, se esteriliz6 en autoclave (15 minutos, 121°C).

Anexo 2. Sistema de hidroponia

El sistema de hidroponia (Figura 17) consistié en un recipiente de polietileno (PE) con
capacidad de 1 L y un porta-semillas. El porta- semillas estuvo constituido por una malla
HDPE de 11 cm de diametro sostenida entre dos anillos de PE (anillo A: 3 cm de altura y
anillo B: 2.5 cm de altura) y apoyado sobre un aro de PE de 2.2 cm de altura

aproximadamente.

Cada sistema fue colocado dentro de una bolsa termoplastica y esterilizado en autoclave (15
minutos, 121°C).
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Figura 17. Sistema hidroponico ensamblado. Se muestran los componentes del sistema con
sus respectivas dimensiones, el porta-semillas ensamblado y el sistema de hidroponia

armado.
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