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RESUMEN

En los Gltimos afios, se han realizado investigaciones centradas en la busqueda de estrategias
ecoldgicas para la eliminacion de metales pesados. Se ha demostrado que las bacterias
productoras de auxinas mejoran la fitoextraccion de metales pesados en T. latifolia. Sin
embargo, aun no se comprende completamente como actdan las auxinas en el sistema radical
ni los cambios estructurales que inducen en el tejido bajo estrés por Cd, asi como su
influencia en la fitoextraccion de este metal. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del acido indol acético y del acido naftalenacético en el tejido radicular de
T. latifolia expuesto al Cd y su contribucion a la tolerancia y acumulacion del metal.
Inicialmente, las auxinas se aplicaron en concentraciones de 0.1, 0.5y 1 ppm durante el
proceso de germinacion de la especie vegetal, y posteriormente en plantulas de 1 mes de
desarrollo en sistemas de hidroponia. Se evalu6 el efecto de estas auxinas en el crecimiento
y la tolerancia de T. latifolia bajo estrés por Cd, mediante analisis de fenotipo, clorofila,
pérdida de electrolitos, glutation reducido y actividad catalasa. Ademas, se determino la
fitoextraccion de Cd cuantificando los niveles del metal mediante espectrofotometria de
absorcion atomica. Finalmente, se evaluaron los cambios estructurales inducidos por las
auxinas en el tejido radical de la planta modelo. Los resultados indicaron que el uso de ANA
y AlA durante la germinacion promueve el crecimiento y desarrollo general de la especie
vegetal. En plantulas de 1 mes, el efecto beneficioso de las auxinas se reflejé en un aumento
de la biomasa del tejido radical. Se encontrd que concentraciones de 0.5 ppm de ANAy 1
ppm de AIA mejoran la tolerancia de T. latifolia al estrés por Cd, facilitando su acumulacion
en el tejido radicular. Ademas, la histologia revel6 un aumento en el didmetro de los pelos
radiculares después de la suplementacion con auxinas, tanto en ausencia como en presencia
de Cd, lo que sugiere una mayor sintesis de componentes celulares, como carbohidratos.
Estos resultados contribuyen a comprender la interaccion entre auxinas, planta y metal.

Palabras claves: T. latifolia; fitorremediacién; cadmio; auxinas.
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ABSTRACT

Currently, research has focused on the search for ecological strategies for heavy metal
removal. Auxin-producing bacteria have been shown to enhance heavy metal phytoextraction
in T. latifolia. However, how auxins act on the root system and the structural changes they
induce in the tissue under Cd stress, as well as their influence on Cd phytoextraction, are not
yet fully understood. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of indole
acetic acid and naphthaleneacetic acid on the root tissue of T. latifolia exposed to Cd and
their contribution to the tolerance and accumulation of the metal. Initially, auxins were
applied at concentrations of 0.1, 0.5 and 1 ppm during the germination process of the plant
species, and subsequently in seedlings of 1 month of development in hydroponic systems.
The effect of these auxins on the growth and tolerance of T. latifolia under Cd stress was
evaluated by analysis of phenotype, chlorophyll, electrolyte loss, reduced glutathione and
catalase activity. In addition, Cd phytoextraction was determined by quantifying metal levels
using atomic absorption spectrophotometry. Finally, auxin-induced structural changes in the
root tissue of the model plant were evaluated. The results indicated that the use of ANA and
AlA during germination promotes the overall growth and development of the plant species.
In 1-month-old seedlings, the beneficial effect of auxins was reflected in an increase in root
tissue biomass. Concentrations of 0.5 ppm ANA and 1 ppm AIA were found to improve the
tolerance of T. latifolia to Cd stress, facilitating its accumulation in root tissue. In addition,
histology revealed an increase in the diameter of root hairs after auxin supplementation, both
in the absence and presence of Cd, suggesting an increased synthesis of cellular components,
such as carbohydrates. These results contribute to the understanding of the interaction

between auxins, plant and metal.

Key words: T. latifolia; phytoremediation; cadmium; auxin.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
La contaminacion ambiental por metales pesados ha aumentado (Neira-Moscoso et al., 2021)
debido a que éstos son liberados hacia el ecosistema como consecuencia de las diversas
actividades antropogeénicas, generando asi, una serie de amenazas para las plantas, animales
e incluso para los seres humanos, debido a su persistencia, bioacumulacion, propiedad no
biodegradable y toxicidad a bajas concentraciones (Pabon Guerrero et al., 2022).
El cadmio (Cd) es un metal pesado toxico del que no existe evidencia que indique que €s
bioldgicamente esencial o benéfico para las plantas, animales y humanos (Cueva Cruz &
Urquizo Rojas, 2020). EI Cd provoca cancer, enfermedad de itai-itai, infarto de miocardio,
enfermedad arterial periférica, hipertension y nefropatia diabética en el ser humano (Zafra
Sanchez & Flores Tique, 2020). Mientras que, en las plantas retrasa el crecimiento, clorosis,
enrojecimiento de las puntas de las raices y conduce a su muerte (Huaraca-Fernandez et al.,
2020).
Para el cadmio no existe una degradacion biologica o quimica en la naturaleza. Asimismo,
los métodos fisicoquimicos para su eliminacion son costosos y poco amigables con el medio
ambiente. Por lo que, se han implementado técnicas como la fitorremediacion para la
remocion o inmovilizacion de este y otros metales pesados (Netro Soto, 2018). La
fitorremediacion es una técnica alternativa rentable, no invasiva, ecologica y sustentable, que
remueve contaminantes localizados en suelos, aguas y sedimentos contaminados (Mendarte-
Alquisira et al., 2021; Ramirez Revilla et al., 2018). La fitorremediacion puede hacer uso de
plantas y microorganismos asociados (hongos o bacterias) de manera simultanea, para
remover, filtrar, biodegradar y/o trasformar, ademas de estabilizar contaminantes,
representando asi una alternativa efectiva y de bajo costo para la remediacion de los sistemas
contaminados (Jiménez et al., 2020).
Typha latifolia es una macrdfita fitorremediadora, empleada en la fitorremediacion debido a
su capacidad para tolerar elevadas concentraciones de contaminantes y la acumulacion de
metales pesados como: Pb, Cd, Cr, Mn y Fe. Ademas, estudios previos han demostrado que
esta planta es capaz de extraer Cd y Pb, lo que la sugiere como una excelente alternativa para
la remocion de estos metales en sitios contaminados. Se ha demostrado que T. latifolia

establece relaciones simbidticas con bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por
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sus siglas en inglés), las cuales confieren tolerancia a los metales pesados y optimizan la

fitoextraccion (Salcedo Recalde, 2019).

En nuestro grupo de investigacion se han aislado y caracterizado PGPR asociadas a las raices
de T. latifolia, entre estas se ha demostrado que Pseudomonas rhodesiae GRC140, induce la
germinacion de semillas, confiere tolerancia a Cd y mejora su translocacién a los tejidos
aéreos. P. rhodesiae GCR140 solubiliza fosfatos, produce sider6foros, acido indol acético
(AlA), acido fenil acético (AFA) vy tiene actividad ACC-desaminasa, que en conjunto
contribuyen a la adaptacion de la planta a las condiciones de estrés causado por Cd (Martinez-
Martinez, 2024; Roldn-Cardenas et al 2015).

En los ultimos afios, la atencién se ha centrado en las auxinas (AIA y AFA) bacterianas,
incluso se han hecho esfuerzos por caracterizar PGPR productoras de auxinas debido a que
las bacterias pertenecientes a este grupo ejercen los mejores efectos en las plantas utilizadas

en fitorremediacion.

Dado que hasta el momento se ha observado el efecto global de P. rhodesiae GCR140 en la
fitoextraccion de Cd por T. latifolia, se desconoce la contribucién particular de las auxinas
en la fitoextraccion de Cd por T. latifolia, asi como los efectos de las auxinas en la
arquitectura y en la morfologia de las células radiculares de T. latifolia. Por lo que en este
trabajo se evaluo el efecto de AIA y Acido Naftalenacético (ANA, auxina sintética) en la
fitoextraccion de Cd por Typha latifolia, asi como los cambios en la arquitectura radicular y

la morfologia de las células de las raices de T. latifolia.



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 General

Evaluar el efecto del acido indol acético y del acido naftalenacético en el tejido radicular de
T. latifolia, tanto en presencia como en ausencia de Cd, y determinar su influencia en el

proceso de fitoextraccion de este metal.

1.5.2 Especificos

o Determinar el efecto del &cido indol acético y &cido naftalenacético en la germinacion

de semillas, en el sistema radicular y brotes de T. latifolia en condiciones in vitro.

o Analizar la contribucién del acido indol acético y el acido naftalenacético en el balance

redox y en fitoextraccion de Cd en T. latifolia cultivada en sistemas de hidroponia.

o Establecer el efecto del &cido indol acético y el acido naftalenacético en el tejido
radicular de plantas de T. latifolia expuestas y no expuestas a Cd en sistemas de
hidroponia.



CAPITULO II

MARCO TEORICO
2.1 Contaminacion por metales pesados

Los metales pesados son elementos quimicos con una densidad relativamente alta, los cuales
pueden llegar a ser toxicos incluso a bajas concentraciones. Se encuentran de manera natural
en el suelo en forma de minerales, sales u otros compuestos, en concentraciones que por lo
general no afectan las diferentes formas de vida (Londofio-Franco et al., 2016); siendo
algunos de ellos esenciales como elementos traza [cobre (Cu), selenio (Se), zinc (Zn),
manganeso (Mn)], dado que son imprescindibles para mantener el correcto metabolismo en

plantas, animales y particularmente el cuerpo humano (Méndez et al., 2008).

Sin embargo, la concentracién de los metales pesados en suelo, agua y sedimentos, ha
incrementado en las Gltimas décadas como consecuencia de las actividades antropogénicas
(Cortés et al., 2017); convirtiéndose asi en un problema de contaminacion medioambiental,
esto debido a que no pueden ser degradados o eliminados facilmente de manera natural o
bioldgica (Méndez et al., 2008).

Las actividades antropogénicas que contribuyen al incremento de los metales pesados son la
deposicidn de residuos industriales y domésticos; la agricultura, debido al uso de fertilizantes
inorganicos, agroquimicos; y las actividades minero-metalurgicas (Onakpa et al., 2018). En
los dltimos afios se han reportado problemas de contaminacion por metales en estados como:
Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo, Chihuahua, Coahuila, Sonora, Durango, Sinaloa, Nuevo
Ledn y Aguascalientes, debido a las altas concentraciones de estos en aguas subterraneas,
atmosfera y areas urbanas cercanas a zonas mineras-metallrgicas, teniendo un impacto

negativo en la salud y el ambiente (Soto-Jiménez et al., 2019).

Es por ello que, la contaminacidn por metales pesados se ha convertido en una preocupacion
mundial, a causa de su estrecha relacion con el agua y suelo; siendo este ultimo en el que
reside el mayor peligro, debido a su acumulacion en plantas y a la transferencia de estos
metales a los animales incluido al ser humano a través de la cadena alimenticia, lo que
eventualmente causara impactos adversos en la salud de los humanos; convirtiéndose en una

amenaza para la seguridad alimentaria, el medio ambiente y el desarrollo sostenible del sector

4



agricola (Awa & Hadibarata, 2020; C. Li et al., 2019). Mientras que, la exposicion de plantas
a metales pesados conduce a respuestas bioldgicas a nivel bioquimico, celular y fisioldgico,
que incluyen el aumento en la peroxidacién lipidica, variaciones en la relacion clorofila-
carotenoides, aumento en la concentracién de glutatién (GSH) y tioles, aparicién de péptidos
quelantes y fitoquelatinas, ademéas del aumento en la actividad o inhibicion de enzimas

antioxidantes (Pernia et al., 2008).

2.2 Cadmio (Cd)

El cadmio (Cd), es un elemento no esencial para la vida y téxico incluso a bajas
concentraciones; el cual casusa efectos perjudiciales en los seres vivos al ser almacenado en
sus tejidos (Llatance et al., 2018; Willwater, 2018). A pesar de ello, este metal cuenta con
fuentes naturales propias, siendo las actividades volcanicas e incendios forestales algunas de
ellas (Mero et al., 2019). EI Cd se encuentra en la corteza terrestre en concentraciones de 0.1
ppm junto a otros metales pesados, pero no como elemento puro, sino en forma de 6xidos
complejos, sulfuros y carbonatos de zinc, plomo y menas de cobre, contribuyendo asi
alrededor del 10 % de la contaminacion total por Cd (Garcia & Cruz, 2012; Huaraca-
Fernandez et al., 2020; Nieves et al., 2019).

En los ultimos afios la concentracion de Cd en la naturaleza ha aumentado debido a que es
liberado hacia el ambiente como consecuencia de las actividades industriales, las cuales
utilizan este metal en la elaboracion de bienes de consumo y productos como: baterias de
niquel-cadmio, pigmentos, plasticos, ceramica, vidrios, dispositivos electrénicos, etc.
(Gomez, 2020). Ademas de ello, existen otras actividades como la mineria, el implemento de
fertilizantes fosfatados, la fundicion de metales y la quema de combustibles fosiles, las cuales
representan una fuente importante de contaminacién, liberando mas del 90 % de Cd al medio
ambiente, estimandose alrededor de 30,000 toneladas liberadas de este metal hacia el
ecosistema por afio, detectandose niveles de Cd en agua, suelo y plantas, que superan los
limites permisibles establecidos (Hernandez-Baranda et al., 2019; Huaraca-Fernandez et al.,
2020).

Para el Cd no existe una degradacion bioldgica o quimica en la naturaleza, esto debido a su
interaccion con otros metales pesados, como: el zinc, plomo 'y cobre, los cuales se encuentran

presentes en el suelo (Rebollo Soto, 2012). Este metal cuenta con gran afinidad a la materia

5



organica, lo que provoca su absorcion por parte de las plantas y por consiguiente la
incorporacion de este a la cadena trofica, siendo su fijacion mayor en suelos con textura fina,
mayor cantidad de materia organica y capacidad de intercambio catiénico, permaneciendo el
Cd en el suelo por periodos de tiempo prolongados, impidiendo asi el rendimiento adecuado
de los productos agricolas, ademas de afectar la salud humanay el ecosistema (Zafra Sanchez
& Flores Tique, 2020).

En los dltimos afos, el cadmio (Cd) ha adquirido una considerable importancia, siendo
clasificado como la séptima sustancia mas prioritaria en términos de peligrosidad por la
Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades. Esta relevancia se debe a
su alta toxicidad, capacidad de bioacumulacion, persistencia y falta de biodegradabilidad
(Contreras, 2018). EI Cd desencadena una serie de efectos adversos en los seres humanos,
los cuales varian segln el tipo de exposicion: inhalacion de aire contaminado, ingesta de
alimentos y agua contaminados. Entre las enfermedades asociadas a la exposicion al Cd se
incluyen trastornos renales, hipertension, anemia, osteoporosis, osteomalacia, diabetes,
anosmia, rinitis crénica, eosinofilia y diversos tipos de cancer, como leucemia, cancer de
mama, pancreas, pulmon y prostata (Martinez Flores et al., 2013; Pernia et al., 2018).
Mientras que la acumulacién del Cd en plantas altera su metabolismo y fisiologia, lo que
eventualmente, puede causar su muerte, esto debido a que causa la inhibicién de la
germinacion, retraso del crecimiento, elongacion de las raices y disminucién de la biomasa.
Ademaés de ello, provoca cambios en el funcionamiento de la membrana, inhibicién de la
apertura estomatica, inhibicion de la sintesis de clorofila, alternancia de la actividad
fotosintética, clorosis, reduccion del contenido de carotenoides, disminucion de la tasa de
transpiracion, aumento de los niveles de peroxidacion lipidica, estrés oxidativo a causa de la
formacion de ROS, reduccion de enzimas antioxidantes, inhibicion de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, interferencia en la toma, transporte y uso de macro y micronutrientes

como Fe, Mny Zn, y cambios a nivel de ADN (Aguirre et al., 2022; Bayona-Penagos, 2020).

Es por ello, que se han desarrollado diversas investigaciones con el fin de determinar la
magnitud de este problema y proponer estrategias que contribuyan en la solucién del mismo,
priorizando el uso de alternativas bioldgicas, debido al bajo impacto que producen al
ambiente (Covarrubias & Cabriales, 2017).



2.3 Fitorremediacion

Fitorremediacion es una palabra que deriva del prefijo griego “phyto” que significa planta y
del sufijo latin “remedium” que significa limpiar o restaurar; es decir, que las plantas se
utilizan para corregir o eliminar un compuesto xenobio6tico (Moosavi & Seghatoleslami,
2013). Esta es una tecnologia emergente que ha cobrado gran importancia, puesto que es una
estrategia prometedora como alternativa a las técnicas convencionales de remediacion de
sitios contaminados, las cuales se basadas en procesos fisicoquimicos, siendo la
precipitacion, adsorcion, evaporacion, 6smosis inversa, intercambio iénico, entre otras,
algunas de las técnicas empleadas. Sin embargo, a pesar de ser efectivas para la
descontaminacion de suelos, estas tecnologias presentan una serie de obstaculos, puesto que
son de un alto costo, debido a que requieren insumos externos siendo su uso a gran escala
una limitante, ademas de ser de naturaleza disociadora y finalmente ser insuficientes para la
eliminacién de altos niveles de metales en la mayoria de los casos (Apaza-Aquino &
Valencia, 2020; Cartaya et al., 2011; Leyton et al., 2021). Mientras que la fitorremediacion
es una tecnologia sustentable, no invasiva, ecologica y de bajo costo para la rehabilitacion de
ambientes afectados por contaminantes naturales y antropogénicos (Delgadillo-Lopez et al.,
2011; Mendarte-Alquisira et al., 2021). Es por ello que se han optado por la implementacion
de esta tecnologia, la cual pretende resolver los problemas de contaminacion
medioambiental, a través de la aplicacion de plantas in situ o ex situ para la reduccion,
remocion o inmovilizacidon de contaminantes organicos e inorganicos presentes en agua,
suelos, lodo y sedimentos (Betancur etal., 2005; Martinez-Manchego et al., 2021). La
fitorremediacion es eficiente para el tratamiento de suelos contaminados con compuestos
organicos como hidrocarburos de petroleo, solventes clorados, desechos de nitrotolueno,
agroquimicos clorados y organofosforados; ademas de compuestos inorganicos como Cd, Cr
(VI), Co, Cu, Pb, Ni, Se y Zn (Betancur et al., 2005; Jadia & Fulekar, 2009).



2.4 Mecanismos de fitorremediacion

La remocion de contaminantes organicos e inorganicos presentes en agua, suelo y atmésfera
puede llevarse a cabo a través de distintos procesos de fitorremediacion, entre los que se
encuentran la fitoextraccién, fitovolatilizacion, fitoestabilizacién, rizofiltracion,
fitodegradacion y fitoestimulacion (Figura 1). La eleccidn de un proceso u otro esta sujeta a
algunas variables como son: la superficie y las caracteristicas del ambiente a remediar, la

naturaleza del contaminante y de la especie vegetal elegida. (Cabo & Marconi, 2021).

La fitoextraccion también conocida como fitoacumulacion, fitoabsorcion o fitosecuestro, es
la remocién de contaminantes de suelos y agua mediante su absorcién, a través de las raices
de las de las plantas junto con su translocacion y acumulacién en tallo y brotes (Ali et al.,
2013); siendo este proceso el mas prometedora para restaurar suelos contaminados por

metales pesados (Canales Farah, 2021).

La fitoestabilizacion consiste en la estabilizacion del contaminante in situ, mediante la
reduccion de su movimiento e inmovilizacion, evitando asi su migracion a aguas
subterraneas, a través de la adsorcion en las raices de la planta utilizada o precipitacion del
contaminante (Huaraca Huaman & Lujan Espinoza, 2020; Pancorbo Arias & Ruiz Sandoval,
2020).

En la rizofiltracion se hace uso del sistema radicular de plantas cultivadas de forma
hidroponica, siendo usadas estas en su forma madura. El sistema radicular de plantas absorbe
y acumula contaminantes como: metales, radionuclidos, productos quimicos organicos,
nutrientes y patdgenos; posteriormente este se recolecta al encontrarse saturado y terminan
por su disposicion final (Herath & Vithanage, 2015; Huanuco Evangelista & Temoche
Cortez, 2020).

La fitovolatilizacién es la captacion de los contaminantes por parte de las plantas a través del
suelo, lo cuales son degradados a la forma menos tdxica y transformados en compuestos
volatiles, para finalmente ser liberados a la atmosfera por transpiracion a través de los
estomas de las plantas (Lee et al., 2020; Muthusaravanan et al., 2018). Elementos toxicos
como Se, As'y Hg son algunos de los metales que pueden ser convertidos en formas volatiles,

al igual que ciertos compuestos orgéanicos (Hooda, 2007).



En la fitodegradacidn, las plantas en asociacion con microorganismos presentes en la zona
rizosférica, degradan los contaminantes organicos mediante procesos metabolicos. En dicho
proceso los contaminantes son metabolizados dentro del tejido vegetal de las plantas, donde
se producen enzimas como la dehalogenasa y la oxigenasa, que contribuyen a catalizar la
degradacion. Ademas de ello, dichas enzimas pueden ser liberadas a la rizdsfera, donde
pueden desempefiar un papel activo en la transformacion de los contaminantes;
encontrandose nitrorreductasa, peroxidasa, lacasa y nitrilasa, en los sedimentos de las plantas
y suelos. Empleandose esta tecnologia en la remocién de disolventes clorados, explosivos
como el TNT, herbicidas e insecticidas, etc. (Delgadillo-Lopez et al., 2011; Jabeen et al.,
2009).

La fitoestimulacién también conocida como rizodegradacion, es la descomposicion de los
contaminantes dentro la rizosfera de las plantas; la cual, es llevada a cabo por bacterias u
otros microorganismos presentes ella, siendo su presencia y crecimiento estimulado por los
exudados de las raices. Esta técnica, tiene éxito en el tratamiento sustancias organicas como:
los hidrocarburos de petrdleo, disolventes clorados, pesticidas, benceno, tolueno, xilenos, etc.
(Etim, 2012).

Fitoextraccion

@® Metal
Contaminate orgénico

_#® Microorganismos

Rizodegradacion

Fitoestabilizacion

e
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Figura 1. Mecanismos de fitorremediacion.



2.5 El género de Typha spp.

Typha spp., también conocida como “cattail”, es una hierba acuatica erecta, rizomatosa y
perenne que florece en un tallo delgado de 1 a 3 metros de altura (Baldwin & Cannon, 2007)
(Figura 2). La cual, incluye nueve especies: T. minima, T. elephantine, T. angustifolia, T.
domingensis, T. capensis. T. latifolia, T. shuttleworthii, T. orientalis, y T. laxmannii; esto de
acuerdo con el ultimo estudio taxonémico realizado (Zhou et al., 2018); siendo T. latifolia,
T. domingensis y T. angustifolia, las especies mayormente extendidas (Hamdi et al., 2009).
La propagacion de dichas especies se lleva a cabo principalmente a través del crecimiento de
sus rizomas, extendiéndose de manera horizontal bajo la superficie del suelo para iniciar un
nuevo crecimiento vertical; sin embargo, también es posible a partir de sus semillas (Hamdi
et al., 2009; Mitich, 2000), siendo estas de distribucién geografica global, encontrandose en
todo el mundo a excepcion de Groenlandia y la Antartida (Ciotir et al., 2017; Ganie et al.,
2015).

Typha sp. es considerada una especie invasora, debido a que tiene la habilidad de adaptarse
a diversas condiciones abioticas. Puesto que, puede crecer en una gran variedad de habitats
acuaticos y semiacuéticos, que van desde zonas tropicales hasta templadas, encontrandose
en: orillas de lagos, cunetas de carreteras, ciénagas, embalses, prados hiumedos, pantanos,
etc; prosperando en ambientes salinos, deficientes de nutrientes, inundaciones y sequias
(Baldwin & Cannon, 2007; Bellavance & Brisson, 2010).

Sin embargo, dentro de la historia de la humanidad el género de Typha ha sido relevante a
través de los afios. Debido a que, algunas especies de este género eran utilizadas por los
nativos americanos como materia prima para la elaboracion de alimentos como: pan, budin,
jarabes, etc. En Rusia, los brotes jovenes se utilizaban como sustituto del esparrago,
Ilaméandolo "esparrago cosaco™, mientras que los primeros pobladores de Virginia degustaban
las raices cocidas. Asi mismo, durante la Primera Guerra Mundial, el pueblo aleman hizo de
“cattail” una de sus fuentes de alimento (Mitich, 2000; Pandey & R.k, 2018).

En la actualidad, “cattail” sigue siendo utilizada por algunos pobladores de Bolivia y Pert
como material de construccion (Pandey & R.k, 2018). Asi como en la medicina tradicional
de paises como: China, India y Turquia (Kumar et al., 2013), siendo objeto de estudio y

reportandose propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias (Pawar & Landge, 2010;
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Varghese etal., 2009). Sin mencionar que, Typha spp. juega un papel esencial en la
biogeoquimica de los humedales, siendo las principales productoras y conductoras del ciclo
de la materia organica, contribuyendo en la calidad del agua y la biodiversidad, al ser el

habitat en que residen ciertos microorganismos y especies animales (Sesin et al., 2021).
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Figura 2. Typha latifolia.

2.6 Typha spp. y su papel en la fitorremediacion

Las especies vegetales presentes en los humedales juegan un papel importante en el
mantenimiento y purificacion de los sistemas acuaticos contaminados por compuestos
organicos e inorganicos (Denegri-Mufioz & lannacone, 2020). Un claro ejemplo de ello es el
género de Typha, macrdéfita perene emergente, de alta produccion de biomasa radicular y
adaptabilidad a condiciones abidticas poco favorables. La cual, posee un gran potencial en la
remediacion de sitios contaminados, debido a su capacidad para tolerar y remover
contaminantes organicos, asi como la habilidad de bioacumular metales pesados

(Nandakumar et al., 2005; Pietrangelo et al., 2018; Ponce-Hernandez et al., 2020); siendo
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empleada en humedales naturales y/o construidos (Saha et al., 2016), para la eliminacién de
contaminantes de los ecosistemas acuaticos, permitiendo el desarrollo de la vida silvestre; asi
como la proteccion de las costas ante la erosion y los ambientes marinos (Baldwin & Cannon,
2007).

Typha spp., es eficiente en la eliminacion de iones de los efluentes, dado a las caracteristicas
de su estructura interna. Las cuales, se encuentran formadas por tejidos con espacios abiertos
permitiendo la absorcion de contaminantes, una correcta evapotranspiracion y transporte de
oxigeno desde la atmosfera a las hojas y finalmente a las raices (Petry etal., 2020).
Empleandose especies como T. domingensis, T. latifolia, y T. angustifolia en la remocién de
Al, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, y Zn de humedales naturales con aguas residuales
municipales contaminadas por metales pesados (Bonanno & Cirelli, 2017). Asi mismo, se ha
reportado a T. latifolia con capacidad de remocién y acumulacion de metales pesados como
Zn, Ni, Cu, Pb, Co, Mny Cd, sugiriéndola como un biomonitor; puesto que, solo acumulan
metales en su sistema radicular, siendo su traslocacion de raices a brotes poco eficiente en

algunos casos (Sasmaz et al., 2008).

Por otro lado, Carranza-Alvarez etal., 2008, la considera como una alternativa en la
extraccion de contaminantes inorganicos de aguas residuales municipales e industriales. Si
bien, ha observado una mayor concentracion de metales pesados (Pb, Cd, Cr, Mn y Fe) en
raices en comparacion con el tallo y hojas, sigue siendo una alternativa interesante para el
tratamiento de sistemas de aguas contaminadas. Del mismo modo, en los estudios realizados
por Amare & Workagegn, 2022, T. latifolia ha mostrado un potencial prometedor para la
remocion de Zn, Pb y Cd. Observandose la capacidad de esta macrofita para remover y

translocar el Cr de raices a brotes; siendo idonea para los procesos de fitorremediacion.

T. latifolia, T. angustifolia y T. domingensis, son las tres especies de “cattail” mayormente
empleadas en los procesos de fitorremediacion. Dado que, son las macrofitas mas comunes
de este género, siendo de distribucién global, de rapido crecimiento y con gran biomasa
(Bonanno & Cirelli, 2017). Empleandose en estudios enfocados en la eliminacion de metales
pesados de cuerpos de agua contaminados (Tabla 1); asi como aquellos que involucran el
tratamiento de aguas residuales domésticas, recuperadas y en la remocion de algunos

farmacos (Tabla 2).
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Tabla 1. Especies de Typha empleadas en la fitorremediacion de metales pesados.

Especie Metal pesado Sitio/sistema Referencia
I(\:/Ion, Zn, Cu, Cd, Pb, Ni, Estanque (Klink et al., 2013)
Zn, Cu Humedal construido  (Hejna et al., 2020)
Cu, Cd, Cr, Ni, Fe, Pb, Zn Humedal construido %ijga” & Tripathi,
Fe, Cu, Pb, Zn Humedal construido  (Anning et al., 2013)
- Mn, Zn Humedal construido  (Rana & Maiti, 2018)
T. latifolia : : -
Cd, Ni, Zn, Cu Rio (Azizi et al., 2020)
. (Santos-Diaz & Barron-
Pb, Cr, Mn Humedal construido Cruz, 2011)
. (Leura-Vicencio etal.,
As, Cd, Cr Humedal construido 2013)
Pb, Zn, Cu, Cd Lagos (Klink, 2017)
Cd Humedal construido  (Yang & Shen, 2020)
(Carvalho etal., 2019;
Ba Humedal natural Viana et al., 2019)
Cd Humedal natural (Oliveira et al., 2017)
Cr, Ni, Zn Humedal construido (Hadad et al., 2018)
Hg Rio (Lominchar et al., 2019)
Cr, Ni, Zn Reactor de plastico  (Mufarrege et al., 2014)
T P,N Humedal construido (Di Luca et al., 2019)
domingensis Ba Humedal construido  (Ribeiro et al., 2018)
Al, Fe, Zn, Pb Estanque (Hegazy et al., 2011)
. (M. V. T. Gomes et al.,
Hg Humedal construido 2014)
Cr, Ni, Zn Humedal construido  (Maine et al., 2022)
Zn, Pb, Ni, Cr, Cd Humedal construido  (Soudani et al., 2022)
. . (M. J. Shahid etal.,
Fe, Mn, Ni, Pb, Cr Humedal construido 2020)
Zn, Cd, Pb Humedal construido  (Sricoth et al., 2018)
Cd, Pb Humedal construido  (Panich-pat et al., 2010)
T. Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb Humedal construido (Zcogi?dra & Yadav,
angustifolia

Cd, Pb, Cr, Ni, Zn, Cu

Humedal natural

(Demirezen & Aksoy,
2004)

Cr

Hidroponia

(Vidayanti et al., 2017)

13



Tabla 2. Especies de Typha empleadas en el proceso de fitorremediacion de compuestos

organicos.
Especie Compuestos organicos Sitio/sistema Referencia
Agua_s residuales con Mesocosmos (D. Zhang et al., 2016)
ibuprofeno
Aguas residuales .
an -srt'ifolia domeésticas y agua Lago %13? Li-etal., 2011,

gu embalsada

Agua recuperada Humedal artificial (Y. Guo et al., 2015)

Acidos nafténicos Sistema hidropénico  (Phillips et al., 2010)

(James et al., 2017,

Atrazina Zanja James & Singh, 2018)

Diclofenaco y A (Zapata-Morales et al.,
T. latifolia naproxeno Humedal artificial 2020).

Mosaico jerarquico

Aguas residuales de ecosistemas  (Arroyo et al., 2010)

municipales y porcinas

artificiales
Aguas residuales de Humedales )
curtiduria artificiales (Calheiros et al., 2009)
Typha sp. Agua recuperada Humedal artificial ~ (Ruidie et al., 2016)

2.7 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

Durante los procesos de fitorremediacion, los microorganismos asociados a las especies
vegetales empleadas en la remocidn de metales pesados juegan un papel muy importante en
la relacion suelo-planta (D. Guo, Fan, et al., 2019). Siendo la rizosfera el lugar clave entre
las raices de las plantas y el suelo; puesto que, es colonizada por distintos microorganismos
rizosféricos y enddéfitos. Los cuales, pueden mejorar la biodisponibilidad de los metales,
brindar tolerancia ante su acumulacion e incrementar la biomasa de las plantas (Fuke et al.,
2021). Microorganismos entre los que se encuentran, las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR); mismas que establecen una relacion simbiotica con la especie
vegetal ayudandola a hacer frente a los efectos toxicos producidos por el contaminante, al
estimular su crecimiento y siendo responsables del incremento o la disminucion del
suministro de nutrientes (He etal., 2020; Nedjimi, 2021). Esto a través de distintos
mecanismos que involucran la solubilizacién de fosfatos y la fijacion de nitrogeno. Asi como

la produccion de sideroforos, acidos organicos, fitohormonas y enzimas como: quitinasa,
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glucanasa y l-aminociclopropano-1- carboxilato (ACC-desaminasa) (Asad etal., 2019;
Khanna etal., 2021; Sharma, 2021). Mientras que las plantas brindan las condiciones
necesarias para el desarrollo de las comunidades bacterianas, siendo su composicion y
abundancia determinadas por los exudados de las raices; asi como la ubicacion geogréfica,
la calidad del agua, pH, tipo y propiedades del suelo, etc. (Arroyo et al., 2015; Y. H. Li et al.,
2013).

2.8 PGPR asociadas a Typha latifolia y su papel en la fitoextraccion de metales pesados
Se han realizado investigaciones enfocadas en la identificacion de cepas de PGRP que
realmente eficienticen los procesos de fitorremediacion y al ser Typha spp. considerada como
una macrofita fitorremediadora, debido a su capacidad para acumular metales pesados, no es
de extrafiar que dichos estudios estén enfocados en esta especie vegetal. Pues bien, en los
ultimos afios la identificacion de las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera o raices
de esta especie vegetal han cobrado importancia; puesto que, contribuyen en la resistencia
ante el estrés ocasionado por contaminantes, mejorando los procesos de fitorremediacion de
aguas eutrofizadas (Gao & Shi, 2018; Y. H. Li et al., 2011).

Tal es el caso reportado por Deng et al., 2017, quienes asilaron bacterias enddfitas de T.
orientales recolectada de un depdésito de relaves de uranio, identificando a Pseudomonas spp.
XNNS8. Esta bacteria presento actividad ACC desaminasa, capacidad de produccion de &cido
indol acético (AlA), siderdforos y tolerancia ante el uranio. Ademas de esto, se observé que
su inoculacion en S. podophyllum contribuye en la remocion uranio, siendo esto atribuido a
los metabolitos producidos. Mientras que en T. angustifolia fueron aisladas tres bacterias
asociadas a la rizosfera, siendo estas Paenibacillus cookii JGR8, Pseudomonas jaduguda
JGR2 y Bacillus megaterium JGRY, las cuales mostraban actividades de promocion de
crecimiento vegetal, que favorecian al tolerancia y desarrollo de T. angustifolia en

condiciones de estrés ocasionado por metales (Ghosh et al., 2014).

Por otro lado, Rolén-Cérdenas, 2015 aisld y caracterizd una serie de bacterias enddfitas a
partir de las raices de Typha latifolia colectada de un sitio impactado por metales;
identificando molecularmente a cuatro cepas de Pseudomonas rhodesiae (GRCO065,
GRC066, GRC093 y GRC140), todas ellas presentaban caracteristicas de promocién de

crecimiento vegetal (produccion de auxinas, sintesis de siderdforos, solubiliza fosfatos y
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actividad ACC desaminasa). Sin embargo, GRC140 fue la cepa bacteriana con mayor
versatilidad y adaptabilidad distintas condiciones de crecimiento, incrementando el
contenido de Cd en brotes, asi como su acumulacion en T. latifolia (G. A. Rolén-Céardenas,
Martinez-Martinez, etal., 2022). Asimismo Rubio-Santiago etal., 2023, reportaron la
presencia de bacterias asociadas a las raices de Typha latifolia, identificando a Pseudomonas
azotoformans(JEP3), Pseudomonas florescens (JEP8), Pseudomonas gessardii (JEP33)
quienes presentaban tolerancia a Pb, asi como Pseudomonas veronii (JEC8, JEC9, JEC11)
cepas tolerantes a Cd. Todas ellas promueven el crecimiento de las plantulas de T. latifolia
en presencia y ausencia de Pb o Cd, incrementando la longitud de brotes y raices, gracias a
la produccion de sideréforos, acido indol acético, actividad ACC desaminasa y solubilizacion

de fosfatos.

En la breve recopilacion de informacion sobre las bacterias con actividad promotora de
crecimiento vegetal (PGPR) asociadas a Typha spp., es comin destacar aquellas
pertenecientes al género Pseudomonas. Este género es prominente dentro de las PGPR
debido a que muchas de sus especies poseen mecanismos tanto directos como indirectos que
favorecen el desarrollo vegetal. Ademas, Pseudomonas es uno de los géneros mas diversos
de bacterias, y se encuentra en una variedad de habitats ecologicos, incluyendo agua, suelo,
sedimentos y plantas. Cabe mencionar que estas bacterias tienen requerimientos nutricionales
simples. Ademas de ser rapidas colonizadoras del sistema radicular, asi como de la riz6sfera
de las especies vegetales, esto gracias los exudados producidos por sus raices, estableciendo
asi una relacion simbidtica con esta especie vegetal (Fakhar etal., 2022; N et al., 2022; P.
Singh et al., 2022).

2.9 Auxinas

Como se ha mencionado previamente, las bacterias asociadas a las plantas acumuladoras de
metales pesados juegan un papel muy importante durante el proceso de fitoextraccion.
Debido a que, favorecen la adaptacion de las plantas a los sitios contaminados. Las bacterias
propician el crecimiento vegetal e incrementa la biodisponibilidad de metales; caracteristicas
que son atribuidas a la produccion de reguladores de crecimiento vegetal, conocidos como
fitohormonas. Si bien, estas moléculas organicas son producidas de manera endégena por las

especies vegetales, su sintesis no se limita a ellas. Puesto que, algunos microrganismos como
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las bacterias presentes en el rizoplano son capaces de sinterizarlas siendo estas de produccion

exogena (Aguilar-Piedras et al., 2008). Entre estas moléculas se encuentran las auxinas.

Las auxinas son uno de los principales grupos de compuestos responsables de regular los
procesos metabolicos en las plantas. Estan directamente implicadas en la division y
elongacion celular, lo cual influye significativamente en el crecimiento y desarrollo de las
especies vegetales. Un ejemplo notable de auxina es el acido indol acético (AlA) (Borjas-
Ventura et al., 2020). EI AlA es uno de los primeros compuestos auxinicos descubiertos; si
bien, no es la Unica auxina sintetizada por las especies vegetales, es la de mayor presencia en
los tejidos vegetales. El AlA es sintetizado de manera endogena por los tejidos en crecimiento
activo, lo que incluye las puntas de las raices, los apices de las hojas, coledptilo, hojas jovenes
y frutos en desarrollo, donde coordina el crecimiento cambial y el desarrollo vascular
(Flasinski & Hac-Wydro, 2014; Ucea-Herrera et al., 2020). La produccién exdgena del AIA
se ha reportado en bacterias del tipo PGPR, y actian de manera similar al AIA enddgeno
debido a que, el AIA bacteriano incrementa el nimero de raices laterales, pelos radiculares,
asi como la superficie total de la raiz, mejorando su exudacion y absorcién de minerales
presentes en el suelo o sedimentos. En general el AIA exdgeno incrementa la biomasa de las
plantas, sin estar limitada solo al sistema radicular de las plantas; esto a través de la
modulacién de la expresion de proteinas que se encuentran relacionadas con el crecimiento
y el metabolismo (Kong & Glick, 2017).

El AIA tanto endégeno como exdgeno cuentan con multiples vias para su biosintesis,
clasificandose estas como dependientes o independientes al triptofano, segun sea el caso;
siendo aquellas dependientes al triptofano las mas relevantes. Puesto que, es el precursor mas
importante, dado que es utilizado por plantas y bacterias para llevar a cabo la sintesis del
AlA; siendo en ocasiones sintetizada a través de la misma via por ambos organismos (D.
Duca et al., 2014) (Figura 3). Un ejemplo de ello es la via del acido indol-3-piravico (IPA),
la cual inicia con la desaminacion del L-triptofano a IPA por el triptéfano aminotransferasa
(TAAL), después este es descarboxilado por el indol-3-piruvato descarboxilasa (IPDC) a
acido indol-3-acetaldehido (IAAId) y finalmente este es catalizado a AIA por
deshidrogenasas, mientras que en plantas IPA es catalizado de manera directa por las

monooxigenasas de la familia YUCCA para la biosintesis de AlA (Ezeh et al., 2022; Garay-
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Arroyo et al., 2014; D. Guo, Kong, et al., 2019). Si bien, la enzima IPDC, puede ser una
limitante para que las bacterias lleven a cabo la sintesis de AlA a travées de esta via, se ha
caracterizado el gen ipdC que codifica a dicha enzima, en especies como: Azospirillum
brasilense, E. cloacae, Pseudomonas putida, P. agglomerans y Paenibacillus polymyxa
(Vega-Celeddn et al., 2016). Asi mismo, la via indol-3-acetamida (IAM) ha sido descrita en
bacterias fitosimbioticas, siendo esta una reaccion de solo dos pasos y teniendo como genes
principales a iaaM/tms-1 y iaaH/tms-2 que codifica a las enzimas triptéfano monooxigenasa
e indoleacetamida hidrolasa/amidasa respectivamente. La reaccion inicia con la conversion
del triptéfano a 1AM por la enzima triptéfano 2-monooxigenasa y posteriormente es
catalizada por una hidrolasa/amidasa especifica de 1AM, que la hidroliza a IAA (D. Duca
etal., 2014; D. R. Duca & Glick, 2020).

Por ultimo, esté la via indol-acetaldoxima/indol-3-acetonitrilo (a IAOX/IAN); si bien, no ha
sido del todo descrita en bacterias, el primer paso consiste en la conversién del triptéfano a
indol-3-acetaldoxima (IAOx) mediante una oxidorreductasa, después esta es catalizada por
indoleacetaldoxima deshidratasa convirtiéndolo en indol-3-acetonitrilo (IAN) y finalmente
es convertido a IAA,; esto puede ser a través de dos vias, la primera por nitrilasas y la segunda
por el sistema NHasa/amidasa (P. Zhang et al., 2019). Mientras que en plantas esta via inicia
convirtiendo al triptofano en 1AOX, siendo catalizado por monooxigenasas CYP79B2 y
CYP79B3 del citocromo P450, que al mismo tiempo es transformado en indol-3-acetonitrilo
(IAN) y finalmente IAN es convertido a AIA mediante la accion de las enzimas nitrilasas
(NIT) (G. A. Rolon-Cardenas, Arvizu-Gomez, et al., 2022).

L-Triptéfano

Triptofjano 2- Oxj
monaooxijgenasa 'do""educrasa
A4

Indol-3-acetamida
(1AM)

Hidr

olasa

Acido indol-3-
acetaldehido
(IAAId)

(IAN)

N\tri&sas

Figura 3. Via de biosintesis y conjugacion del acido indol acético (AIA).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Esterilizacion de material vegetal

Para lograr la asepsia de las semillas de T. latifolia, éstas se colocaron en un tubo falcon de
50 ml, enseguida se adicionaron 30 ml de agua destilada y se agitd durante 3 minutos.
Posteriormente, las semillas se transfirieron a un microtubo estéril de 1.5 ml y se eliminaron
los restos de agua por aspiracion. Después, se adicionaron 500 pl de una solucion de
hipoclorito de sodio al 50 % + Triton X-100 0.02 % y se resuspendieron e incubaron con
agitacion rotatoria durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se

removid la solucidn de asepsia por aspiracion y se lavé con 500 pl de agua estéril, seis veces.

Para comprobar la desinfeccién de las semillas, una asada del agua del ultimo lavado se

sembré en placa de agar Luria Bertani (LB) 1/5y se incub6 a 28°C por 24 h.

3.2 Preparacion de medio de cultivo MS 0.2X con glucosa

Para la germinacion de las semillas de T. latifolia se preparé medio MS 0.2X enriquecido
con glucosa a pH 5.7. Se disolvieron 0.068 gr de MS (Murashige and Skoog Basal Salt
Mixture), 0.8 gr de glucosa y 0.56 ml de Buffer MES (500 mM) (Anexo 1) en 80 ml de agua
destilada; se llevd a ebullicion y posteriormente se esteriliz6 en autoclave (15 minutos,
121°C, 15 Ib de presion).

Para el cultivo in vitro de las semillas de T. latifolia se preparé medio MS 0.2X enriquecido
con glucosa a pH 5.7. Se disolvieron 0.086 gr de MS (Murashige and Skoog Basal Salt
Mixture), 1 gr de glucosa, 1.5 gr de agar bacterioldgico y 0.7 ml de Buffer MES (500mM),
en 100 ml de agua destilada. Se llevo a ebullicion hasta disolver el agar. Posteriormente, se
dispensaron 20 ml del medio en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml y se esterilizaron

en autoclave (15 minutos, 121°C, 15 Ib de presion).

3.3 Germinacion in vitro del material vegetal

Las semillas estériles de T. latifolia se distribuyeron en tubos eppendorf de 1.5 ml,
posteriormente se adicionaron 500 pl de medio MS 0.2X con glucosa sin agar bacterioldgico
(seccidn 3.2). Las semillas se incubaron a 28 °C bajo luz fluorescente con un fotoperiodo de
16 h luz y 8 h oscuridad durante 5 dias.

19



3.4 Cultivo in vitro de T. latifolia

Las semillas T. latifolia con 5 dias después de la germinacion fueron trasferidas y distribuidas
en frascos con medio MS 0.2X enriquecido con glucosa y agar bacterioldgico (véase seccion
3.2). Estos frascos se incubaron a una temperatura de 28 °C, bajo luz fluorescente con un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, durante un periodo de 15 dias.

3.5 Preparacion y ensamble del sistema hidropénico

Se establecio un sistema hidroponico de acuerdo con lo reportado por Alatorre-Cobos et al.,
(2014). Para ello, se utilizaron recipientes de polietileno (PE), con capacidad de 1 L; el cual
contenia en su interior un porta-semillas constituido por una malla de HDPE (en forma de
circulo), sostenida entre dos anillos de PE (anillo inferior: 3 cm de altura y anillo superior:
2.5 cm de altura), apoyado sobre un aro de PE de 2.2 cm de altura aproximadamente. Cada
sistema se colocé dentro de una bolsa termoplastica y se esterilizé a 151 °C, 15 Ib de presion

por 15 minutos.

3.6 Establecimiento de cultivo in vitro de T. latifolia en sistemas de hidroponia

Se transfirieron tres plantulas de T. latifolia con 15 dias de crecimiento a los sistemas de
hidroponia, los cuales contenian 150 ml medio MS 0.2X enriquecido con glucosa. Los
sistemas se incubaron a 28 °C durante 1 mes bajo luz fluorescente con fotoperiodos de 16 h

luz y 8 h oscuridad.

3.7 Efecto de las auxinas en T. latifolia

3.7.1 Curva dosis-respuesta de auxinas en T. latifolia

Transcurrido el mes de desarrollo de T. latifolia en los sistemas de hidroponia (seccion 3.6),
las plantulas se expusieron a Acido Indol Acético (AlA) y Acido Naftalenacético (ANA),
con base en el disefio experimental presentado en la Tabla 3. Para el experimento, se utilizo
medio MS 0.2X sin glucosa + auxina (AlA o ANA) a tres concentraciones diferentes (Tabla
3) (Anexo 2). Finalmente se incubaron a 28 °C durante 10 dias bajo luz fluorescente con

fotoperiodos de 16 h luz y 8 h oscuridad.
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Tabla 3. Disefio experimental para evaluar el efecto de las auxinas en las plantas de T.

latifolia.
Grupo Tratamiento Variables evaluadas
o 0.1ppm _
Ol o 0.5ppm Biomasa
T. latifolia + AIA o 1ppm o Peso fresco
o Control o Peso seco
o pH
o 0.1ppm o Cambios estructurales
T. latifolia + ANA o 0.5ppm producidos en raices.
' o 1ppm
o Control

3.7.2 Germinacion in vitro de T. latifolia suplementado con auxinas

3.7.2.1 Preparacién de agar agua

Para la germinacion in vitro de las semillas de T. latifolia suplementada con auxinas se
prepard agar agua al 0.5 %. Para ello, se pesaron 1.2 gr de agar bacteriologico y se disolvieron
en 240 ml de agua destilada, se llevé a ebullicién hasta homegenizacion. Se dispensaron 20
ml del agar en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml y se esteriliz6 a 121 °C, 15 Ib de
presion por 15 minutos. Una vez terminado el periodo de esterilizacion, se dejo enfriar el
medio a 45 °C y se adicionaron 134 ul de la auxina (AIA o ANA) a utilizar. Finalmente se

homogenizé y dejé solidificar.

3.7.2.2 Efecto de las auxinas en la germinacion de T. latifolia

Se colocaron 20 semillas de T. latifolia previamente esterilizadas (seccion 3.1) en agar agua
(seccion 3.7.2.1) suplementado con diferentes concentraciones de auxinas (AIA, ANA) de
acuerdo con el disefio experimental presentado en la Tabla 4. Finalmente se incubaron a
28°C durante 15 dias bajo luz fluorescente con fotoperiodos de 16 h luz y 8 h oscuridad. La
tasa de germinacion se determind a las 24 h, 48 h 'y 72 h posterior a la incubacion. Tras 15
dias, se determinaron parameros de crecimiento. La tasa de germinacion se calculé de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Numero de semillas germinadas

Tasa de germinacion (%) = x 100

Numero total de semillas
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Tabla 4. Disefio experimental para evaluar el efecto de las auxinas en la germinacién de T.

latifolia.
Grupo Tratamiento Variables evaluadas

o 0.1ppm

T latifolia + AlA  © 0-5ppm o Tasa de germinacion (%)
o lppm o Longitud de brotes
o Control o Longitud de raices
o 0.1ppm o Numero de brotes

o Numero de raices

T. latifolia + ANA  © 0-5PPM
o 1ppm
o Control

3.8 Efecto de las auxinas en la captacion de Cd por T. latifolia

Las plantulas con 1 mes de crecimiento en los sistemas de hidroponia (seccion 3.6) se

sometieron a un cambio de medio hidroponico suplementado con los diferentes tratamientos,

de acuerdo con el disefio experimental presentado en la Tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental para evaluar el efecto de las auxinas en la captacion de Cd,

por plantulas de T. latifolia.

Grupo Tratamiento

Variables para evaluar

T. latifolia sin Cd o Control MS

Biomasa

Contenido de clorofila
Contenido de glutation
Determinacion de catalasa

MS + Cd
AlA (Sigma Aldrich)
o ANA (Sigma Aldrich)

T. latifolia con Cd 40
ppm

o O

Fuga de electrolitos

Contenido de Cd en raices y hojas
Cambios estructurales en las raices
producidos por el Cd.

O O O O O O O
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3.9 Analisis fenotipico

3.9.1 Peso fresco

Transcurrido el periodo de tratamiento, las plantulas de T. latifolia se recuperaron de los
sistemas de hidroponia y se determiné el peso de la raiz y el tejido aéreo en una balanza
analitica (OHAUS).

3.9.2 Peso seco

Las muestras de material vegetal se secaron a 28 °C durante 24 h, y posteriormente a 60 °C
en una estufa (FELISA) por 24 h mé&s. Terminado el proceso de secado, se determind el peso
seco de la raiz y tejido aéreo.

3.9.3 Contenido de clorofila.

Para la extraccion de los pigmentos fotosintéticos se utilizdé el método de etanol al 95 %,
descrito por Lichtenthaler & Buschmann (2001). Para ello, se pesaron 50 mg de tejido fresco
y se homogenizaron con 2 ml de etanol al 95 % en un mortero. EI homogenizado se trasfirié
a un tubo de ensayo y se mantuvo en oscuridad durante 24 h a 4 °C. Las muestras se
centrifugaron a 10 000 rpm a 15 °C durante 10 minutos. Finalmente, se determind la
absorbancia del sobrenadante obtenido de las muestras a 664.1 nm (clorofila a), 648.6
(clorofila b) y 470 nm (carotenoides).

Finalizada las lecturas del espectrofotometro se aplicaron las formulas para la obtencion de

los valores de clorofila a, clorofila b y clorofila total (a+b).

Clorofila a

(1336 * A664.1) - (519 * A648.6)]* Vol.de solvente
Muestra

Cha= L

Donde:
Cha; Clorofila a en mg/ml
Assa.1: Absorbancia a 664.1 nm

Asas.6: Absorbancia a 648.6 nm
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Clorofilab

_ [(27.43 x Agage) — (8.12 * Agga.1)]* Vol.de solvente

Chp=

Muestra

Donde:
Chp= Clorofila b en mg/ml
Ascea.1: Absorbancia a 664.1 nm

Aesas.6: Absorbancia a 648.6 nm

Clorofila total (a+b)

Chiotar = Cha + Chy

Donde:

Chiotar: Clorofila total en pg/mi
Cha; Clorofila a en pg/mi
Chy=Clorofila b en pg/mi

Carotenoides

(1000 * Ag70)—(2.13xChq)—(97.64 Chy)

Cose= 209
X+C—
Muestra

* Vol. solvente

Donde:

Cx+c= Carotenoides en pg/ml
Aas70 = Absorbancia a 470 nm
Cha: Clorofila a en mg/ml

Chy=Clorofila b en mg/ml

3.9.4 Contenido de glutatién (GSH)

La determinacion de glutation total (GSH) se llevé a cabo siguiendo el método descrito por
Rahman et al. (2006), el analisis se realizo utilizando el tejido radicular. Para ello, en un
mortero se trituraron 250 mg de raices con nitrégeno liquido y se transfirieron a un microtubo
con 500 pl de buffer de fosfato de potasio (KPE) (Anexo 3). Las muestras se homogenizaron
en un vortex y se centrifugaron a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se recuperd el

sobrenadante, tomando una alicuota de 150 pl que posteriormente se mezclo con 150 pl de
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tampon de extraccion (Triton X-100 al 0.1 % y acido sulfosalicilico al 0.6 % en KPE). Las
muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 20 minutos a 4 °C y se recuperaron alicuotas de
100 pl de cada sobrenadante. Posteriormente las alicuotas se trataron con 700 pl de buffer
KPE, 60 ul DTNB 1.68 mM, 60 ul de Glutation reductasa (50 U/ml) y 60 ul de NADPH 0.9
mM. Finalmente, las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente (en
oscuridad) y se mido la absorbanciaa 412 nm. El contenido de glutation se calcul6 de acuerdo

con la curva estandar de GSH.

3.9.5 Actividad catalasa

Se determind la actividad catalasa en el tejido aéreo de las plantulas. Para ello, se pesaron y
se trituraron 150 mg de tejido fresco con 1.5 ml de buffer KPE (buffer fosfatos 100 mM pH
7.5 con EDTA 5 mM). Después las muestras se centrifugaron a 10 °C durante 15 min a 13000
rpm y se determind el contenido total de proteina del sobrenadante mediante el método de
Bradford. A continuacion, las muestras se ajustaron a 50 pug/ml de proteina (utilizando buffer
KPE) y finalmente se determind la actividad catalasa por espectrofotometria a 240 nm,
mediante el método de Aebi (1984).

3.9.6 Fuga de electrolitos

Se determino de acuerdo a lo descrito por Umnajkitikorn et al., 2021. Se tomaron 100 mg de
tejido radicular y se sumergieron en 10 mL de agua desionizada a 20 °C durante 24 h 'y se
determind la conductividad eléctrica inicial. Para la determinacion de la conductividad
eléctrica final, las muestras se calentaron a 120 °C en autoclave durante 15 minutos,
posteriormente se dejaron enfriar y se determind la conductividad eléctrica. Como blanco se
utiliz6 agua desionizada. El porcentaje de la conductividad eléctrica se calculo de la siguiente

manera:

ECi—ECi blanco

0, ==
EL [ECf—ECfblanco

]*100

Donde:

ECi= Conductividad eléctrica inicial

ECi bianco= Conductividad eléctrica inicial del blanco
EC= Conductividad eléctrica final

ECtblanco= Conductividad eléctrica final del blanco
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3.9.7 Cuantificacién de Cd (II)

El contenido de Cd en los tejidos vegetales se determind de acuerdo con la metodologia
desarrollada por Carranza-Alvarez etal. (2008). Las plantulas se lavaron con agua
desionizada y después se enjuagaron con EDTA 0.01 M, eliminado asi cualquier metal
adsorbido. Posteriormente la planta se secciond en raiz y hojas. EI material vegetal se secé y
se procedid a realizar las digestiones acidas correspondientes. Asimismo, se cuantificé el Cd

de los medios hidropdnicos expuestos al metal.

3.9.7.1 Digestion acida de raices

Se pesaron 25 mg de raices de T. latifolia, y se colocaron en un recipiente de polietileno de
alta densidad (HDPE) de 30 ml. Posteriormente se adicionaron 100 pl de HNOs (grado traza)
por cada mg de muestra, los recipientes se cerraron y se dejaron reposar durante 5 dias en
oscuridad. Al sexto dia, se adicion6 1 ml de H202al 30 % (grado reactivo) y se dejo reposar
durante 24 h. Finalmente se aforé a 12.5 ml con agua desionizada obteniéndose una muestra
acidificada al 10 % HNOgz (v/v).

3.9.7.2 Digestion acidad de tejido aéreo.

Se pesaron 100 mg de material vegetal; este se coloc6 en un matraz Erlenmeyer y se
adicionaron 10 ml de una mezcla de HCI:HNOzen relacion 3:1 v/v (agua regia). Las muestras
se calentaron en una parrilla a 250°C aproximadamente, evaporando hasta sequedad.
Posteriormente se adicionaron 3 ml de HNOs (grado traza) para redisolver el residuo y la
mezcla se calentd nuevamente hasta un volumen de 500 pl en el matraz. Después se
adicionaron 500 pl de HNO3zy 2 ml de H2O desionizada para redisolver. Finalmente se

trasfirio la mezcla a un matraz volumétrico con ayuda de papel filtro y se aforé a 25 ml.

3.9.7.3 Preparacion de muestras liquidas

Las muestras liquidas se diluyeron a4 ppmyy se acidificaron al 5 % con HNO3 (Grado trazas).
La determinacion del metal en la planta, asi como del medio hidropdnico se realizé mediante
espectrofotometria de absorcion atdmica (AAS) 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™). Se calculd

el contenido de Cd en raices y hojas, la acumulacion del metal, el porcentaje de remocion de
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Cd, y otras relaciones como el factor de translocacién, el factor de bioconcentracion, y el

coeficiente de bioacumulacion, con las siguientes formulas:

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

[Cd] raiz= Concentracion de Cd en las raices de la planta en mg/Kg.

BCF= [Cd] ral'z/[Cd]medio
BCF= Factor de bioconcentracion.
[Cd] raiz= Concentracion de Cd en las raices de la planta en mg/Kg.

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

BAC= [Cd] aéreo/[Cd]medio
BAC-= Coeficiente de bioacumulacion.

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

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

3.10 Determinacion de cambios estructurales producidos en raices.

3.10.1 Preparacion de las muestras

Los cortes histoldgicos se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita por Chen et al.,
2016. Para ello, se tomaran muestras frescas de la raiz, las cuales se fijaron sumergiéndolas
en formalina neutra (Anexo 4) durante 48 h. Después se colocaron en casetes y las muestras
se deshidrataron en series de 25 ml de etanol a 60 °C, de la siguiente manera: 30 %, 50 %,
70 %, 85 %, 95 % y 100 %, durante 30 min. Posteriormente se realizé la infiltracion en

parafina (Tabla 6).
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Tabla 6. Infiltracion en parafina.

Relacién solvente-parafina Tiempo

Etanol-Xileno (2:1, v/v)
Etanol-Xileno (1:1, v/v)
Etanol-Xileno (1:2, v/v)
Xileno-Parafina (2:1, v/v)

30 minutos

Xileno-Parafina (1:1, v/v)

Xileno-Parafina (1:2, v/v)

Finalmente se realizd el cubo, para ello se coloco el contenido de los casetes dentro de un

molde, se vertid parafina liquida en él y se llevo a refrigeracion para su solidificacion.

3.10.2 Cortes histologicos

Para los cortes, se utilizé un microtomo (ECOSHEL) donde se obtuvieron muestras de 5 um
de grosor, las cuales se fijaron en portaobjetos silanizados (Anexo 5). Estas se tifieron
realizando la tincion Acido periodico-Schiff (PAS). Finalmente, las laminillas se observaron

en un microscopio invertido.

3.11 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé utilizando RStudio version 2021.09.2con las librerias de
ggplot2 y agricolae. Se determind la normalidad de los datos de cada factor mediante el
implemento de la prueba de Shapiro-Wilk, realizandose sobre los residuos; asimismo se
realiz6 la prueba de Bartlett para cada factor (para determinar la homocedasticidad de los
datos). Posterior a ello, se realizd6 un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey, para los datos obtenidos de las curvas
dosis-respuesta y el efecto de las auxinas en la captacion de Cd por T. latifolia. Mientras que
para los datos de germinacion se realizo la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
Dunn. El trabajo grafico se realizo utilizando el software estadistico GraphPad Prism version

5.03, presentando las medias y desviacion estandar.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Viabilidad de las semillas de T. latifolia

Inicialmente, se determiné el porcentaje de germinacion de las semillas de T. latifolia con 'y
sin suplementacion de auxinas. Se observé que mas del 95 % de las semillas germinaron
durante las primeras 48 - 72 h, independientemente de los tratamientos, indicando la

viabilidad de las semillas.

En los tratamientos con AlA se obtuvieron valores de 98 %, 100 % y 98 % de germinacion
a concentraciones de 0.1, 0.5y 1 ppm, valores estadisticamente similares al control donde se
obtuvo el 98 % de germinacion de las semillas. Asi mismo, para las semillas expuestas a
ANA, se obtuvieron valores similares en los porcentajes de germinacién a concentraciones
de 0.1, 0.5y 1 ppm, los cuales fueron estadisticamente similares al control donde germind el

95 % de las semillas (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion in vitro de T. latifolia durante 15 dias: A) acido indol acético; B)
acido 1-naftalenacético. 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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4.2 Efecto de las auxinas en T. latifolia

4.2.1 Germinacion de T. latifolia suplementada con Acido Indol Acético in vitro

Para evaluar el efecto de acido indol acético (AlA) en T. latifolia, se realizaron ensayos de
germinacién in vitro. Para ello, se expusieron semillas de T. latifolia a concentraciones de
0.1, 0.5y 1 ppm de AIA (Sigma Aldrich) durante un periodo de 15 dias.

Los resultados indican que a mayor concentracion de AIA disminuye el nimero de brotes en
T. latifolia, observandose menor nimero de brotes a 0.5 y 1 ppm de AIA con respecto al
control (p < 0.05). En cuanto a la longitud de los brotes, se observé una disminucién a
concentraciones de 0.1 y 1 ppm de AIA con respecto al control (» <0.05), mientras que la

longitud de los brotes a 0.5 ppm de AIA es estadisticamente similar al control.

Por otro lado, se observd que a mayor concentracion de AIA se incrementa el nimero de
raices de las plantulas, siendo los tratamientos de 0.5y 1 ppm de AIA los que inducen la
formacién de mayor nimero de raices con respecto a 0.1 ppm de AlA 'y a las plantas control
(p < 0.05). Sin embargo, la longitud de las raices disminuy6 en relacion directa con la
concentracion de AlA, siendo significativa a 1 ppm, donde se observo una longitud menor

(0.61 cm) en comparacion con el control (1 cm) (p <0.05) (Figura 5y Figura 6).

Figura 5. Crecimiento y desarrollo vegetal de Typha latifolia después de 15 dias de germinacion
in vitro suplementada con &cido indol acético. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppm y D) 1 ppm.
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Figura 6. Typha latifolia posterior a 15 dias de germinacion in vitro suplementada con
acido indol acético. A) numero de brotes; B) nimero de raices; C) longitud de brotes y
D) longitud de raiz. Las medias £ SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una
diferencia significativa, utilizando la prueba de Dunn (p <0.05).

4.2.2 Germinacion de T. latifolia suplementada con Acido 1-naphtalenacético in vitro
En lo que respecta a las plantulas suplementadas con acido 1-naftalenacético (ANA) se
observaron diferencias significativas en los cuatro parametros evaluados. Los resultados
indican que a 0.1 ppm de ANA incrementa el nimero de brotes con respecto al control,
mientras que a 0.5y 1 ppm de ANA disminuy0 el nimero de éstos. En cuanto a la longitud
de los brotes, se observo que a 0.1 ppm de ANA se incrementa significativamente 1.12 veces
con respecto al control (p <0.05). Sin embargo, a 0.5 ppm de ANA la longitud de los brotes
disminuyd 0.9 veces con respecto al control, mientras que a 1 ppm se obtuvieron valores sin
diferencias estadisticas significativas con respecto al tratamiento con 0.5 ppm de ANA y al
control sin ANA (p <0.05).
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En el caso del nimero de raices de las plantulas se observé un incremento significativo a
concentraciones de 0.1 y 0.5 ppm de ANA, asi como una disminucion a 1 ppm con respecto
al control (p <0.05). Asimismo, la longitud de las raices disminuyd, respectivamente, 2.5y
10 veces a concentraciones de 0.5y 1 ppm de ANA, con respecto al control (» < 0.05),
mientras que a 0.1 ppm de ANA no se observan diferencias significativas con respecto al
control sin ANA (Figura 7 y Figura 8). Los resultados indican que 0.1 ppm de ANA
incrementan el nimero y longitud de brotes y el nimero de raices de T. latifolia, siendo 0.1
ppm la concentracion de ANA que incrementa significativamente la tasa de crecimiento con
respecto a las concentraciones de 0.5y 1 ppm, donde se obtuvo un retraso en el desarrollo de

las plantulas.

Figura 7. Crecimiento y desarrollo vegetal de Typha latifolia tras 15 dias de germinacion in vitro
suplementada con acido 1-naftalenacético. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.
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Figura 8. Typha latifolia posterior a 15 dias de germinacion in vitro suplementada con
acido 1-naftalenacético. A) nimero de brotes; B) nimero de raices; C) longitud de brotes y
D) longitud de raiz. Las medias = SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una
diferencia significativa, utilizando la prueba de Dunn (p <0.05).

4.3 Curva dosis-respuesta de auxinas en T. latifolia

Con la finalidad de determinar la concentracion Optima de auxinas para promover el
desarrollo del tejido aéreo y radicular de T. latifolia, se evalu6 el efecto del acido indol acético
(AlA) y del acido 1-naftalenacético (ANA). Para ello, se realizaron curvas dosis-respuesta
utilizando plantulas de 1 mes de crecimiento en sistemas de hidroponia. Las plantulas fueron
expuestas a concentraciones de 0.1, 0.5y 1 ppm de AlA y ANA (Sigma Aldrich) durante un
periodo de 10 dias, finalizado el tiempo de exposicion se determind su efecto sobre el

desarrollo de la planta en comparacion con un control sin auxinas.
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4.3.1 Curva dosis-respuesta de AlA en T. latifolia

Las plantulas de T. latifolia fueron expuestas a concentraciones de 0.1, 0.5y 1 ppm de AIA
durante 10 dias. Al término del periodo de exposicion, las plantulas en presencia de AIA
mostraron un desarrollo similar al control sin auxinas. El aspecto del tejido aéreo no mostro6

cambios perceptibles con respecto al control (Figura 9).

Figura 9. Vista lateral y superior de brotes de Typha latifolia de 6 semanas, expuestas a acido indol
acético durante 10 dias. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.
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4.3.1.1 El AlA no modifica los pesos fresco y seco de T. latifolia

Se determind el peso fresco y seco del tejido aéreo y raiz posterior a la exposicion de T.
latifolia a AIA durante 10 dias (Figura 10). En cuanto al peso fresco del tejido aéreo, los
resultados indican que no existen diferencias significativas entre los tratamientos. Se
obtuvieron pesos de 2.07, 2.85 y 3.03 g/planta para 0.1, 0.5 y 1 ppm de auxina,

respectivamente, mientras que el grupo control presentd 1.81 g/planta.

Con respecto al sistema radicular los valores de los tratamientos son estadisticamente
similares al valor del control. Se obtuvieron pesos de 0.601, 0.661 y 0.655 g/planta, y para el
control 0.382 g/planta (Figura 10 A).
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Figura 10. Efecto del acido indol acético sobre Typha latifolia. Evaluacion de A) peso
fresco; B) peso seco de tejido aéreo y raices. 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 al peso seco de brotes y raices, los valores entre tratamientos oscilaron entre 0.118-
0.129 y 0.027-0.030 g/planta respectivamente; mientras que para el control se obtuvieron
valores de 0.089 y 0.021 g/planta para brotes y raices, respectivamente. Si bien, se observd
una tendencia al incremento en el peso fresco y seco del tejido aéreo y de la raiz; no existen
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos con respecto al control (Figura
10 B). Los resultados indican que el AIA no modifica los pesos fresco y seco de brotes y
raices de T. latifolia.

4.3.1.2 El AlA incrementa la formacién de pelos radiculares en T. latifolia

Los resultados muestran que las raices de T. latifolia expuestas a AIA presentaron un
incremento de los pelos radiculares en relacion directa con la concentracion de AlA, siendo
maés abundantes los pelos radiculares de plantulas expuestas a 1 ppm de AlA con respecto a

las plantas control sin AIA (Figura 11y Figura 12).

Figura 11. Sistema radicular de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido indol acético durante
10 dias. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppm y D) 1 ppm.
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Figura 12. Raiz de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido indol acético (10 dias). A) control; B) 0.1
ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.

4.3.1.3 El AlA incrementa el diametro de pelos radiculares de T. latifolia

En lo que respecta a los cortes histologicos realizados a las raices T. latifolia expuestas a
AlA, se observé gque el diametro de los pelos radiculares incrementd a medida que aumentaba
la concentracion de la auxina. Las células se tifieron en tonalidades que iban de rosa a fucsia,
siendo el tono fucsia el que se observa principalmente en las células de las raices expuestas
a 1 ppm de AIA (Figura 13). Estos resultados sugieren que la adicion de AIA favorece la
sintesis de los compuestos de la pared celulares de T. latifolia como la pectina, puesto que la
tincion de acido peryaddico de Schiff (PAS) tiene afinidad hacia los carbohidratos, y una

mayor coloracion dentro del rango de rosa a fucsia indica una mayor cantidad de ellos.
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Figura 13. Estructura radical de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido indol acético (10 dias).
A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.
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4.3.2 Curva dosis-respuesta de ANA en T. latifolia

Las plantulas de T. latifolia fueron expuestas a concentraciones de 0.1, 0.5 y 1 ppm de ANA
durante 10 dias. Al término del periodo de exposicion, las plantulas en presencia de ANA
mostraron un desarrollo similar al control sin auxina. El aspecto del tejido aéreo no mostro

cambios perceptibles con respecto al control (Figura 14).

Figura 14. Vista lateral y superior de brotes de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido 1-
naftalenacético durante 10 dias. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.
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4.3.2.1 EI ANA no influye en los pesos fresco y seco de T. latifolia

Se evaluo el efecto del acido 1-naftalenacético (ANA) en T. latifolia, para ello se determino
el peso fresco y seco del tejido aéreo y raiz después de 10 dias de exposicion (Figura 15).
Para el peso fresco del tejido aéreo los valores fueron similares entre los tratamientos y el
control, siendo de 2.14, 2.25y 2.10 g/planta para 0.1, 0.5 y 1 ppm de ANA respectivamente,
mientras que para el grupo control fue de 1.96 g/planta. En cuanto al sistema radicular se
obtuvieron valores de 0.740, 0.754 y 0.834 g/planta para 0.1, 0.5 y 1 ppm de ANA,
respectivamente, y 0.574 g/planta para el control (Figura 15 A).
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Figura 15. Efecto del &cido 1-naftalenacético sobre Typha latifolia. Evaluacién de A) peso
fresco; B) peso seco de tejido aéreo y raices. 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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Con respecto al peso seco de brotes los valores obtenidos entre tratamientos fueron de 0.118,
0.132 y 0.111g/planta; mientras que para el caso de las raices fue de 0.042, 0.044 y 0.052
g/planta, y para los controles 0.103 y 0.029 g/planta para brotes y raices, respectivamente
(Figura 15 B). Si bien, se observa una tendencia al incremento de biomasa del tejido aéreo
fresco y seco a concentraciones de 0.1 a 0.5 ppm de ANA, no existen diferencias
significativas entre los tratamientos con respecto al control. Para el tejido radicular fresco y
seco se observa tendencia al incremento en presencia de ANA, sin embargo, no existen
diferencias significativas. Los resultados indican que el ANA no modifica los pesos fresco y

seco de brotes y raices de T. latifolia.

4.3.2.2 El ANA incrementa la formacion de pelos radiculares en T. latifolia

El sistema radicular de T. latifolia se modifica en presencia del acido 1-naftalenacético
(ANA), de manera similar a lo observado en este trabajo con los tratamientos con AlA. Los
resultados indican que el ANA induce la formacién de pelos radiculares a medida que se
incrementa la concentracién de dicha auxina (Figura 16). No obstante, a 1 ppm de ANA, el
sistema radicular de T. latifolia present6 oscurecimiento en color café en comparacion con el

control y el resto de los tratamientos con ANA y AlA (Figura 16 D y Figura 17 D).

Figura 16. Sistema radicular de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido 1-naftalenacético
durante 10 dias. A) control; B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppm y D) 1 ppm.
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Figura 17. Raiz de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a acido 1-naftalenacético (10 dias). A) control;
B) 0.1 ppm; C) 0.5 ppmy D) 1 ppm.

4.3.2.3 Efecto del ANA en el incremento del didmetro de pelos radiculares de T.
latifolia

Para el caso de los cortes histoldgicos de las raices de las plantas expuestas a ANA, se observo
el incremento del diametro de los pelos radiculares a 0.1 y 1 ppm de auxina con respecto al
control. Si bien, para el tratamiento de 0.5 ppm no se logré obtener una fotografia
representativa como en los casos anteriores, esto no impidio observar que las células se
tifieron en tonalidades que iban de rosa a fucsia, estando més presente las tonalidades fucsias
a medida que incrementaba la concentracion de auxinas; sin embargo, la fragilidad de las
raices también incrementaba, por lo que fue la principal causa técnica para la obtencién de

fotografias representativas (Figura 18).
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4.4 Cambios en el pH del medio hidropoénico y la absorcion de auxinas

Adicionalmente se determind el pH del medio suplementado con las auxinas (AlA y ANA).
Esto para determinar si las auxinas contenidas en el medio utilizado eran absorbidas por T.
latifolia. Para ello, se midio el pH del medio al inicio y al final de cada experimento. Para el
caso del acido indol acético (AlA), el pH inicial oscilaba entre 5.69 y 5.78 para los
tratamientos y para el medio control un pH de 5.71. Al término del experimento el pH de los
tratamientos disminuy6 hasta 4.19, 4.24 y 4.11 para 0.1, 0.5 y 1 ppm, mientras que para el

control se obtuvo un valor de 4.98 (Figura 19 A).

Por otro lado, el pH inicial del medio que contenia el acido 1-naftalenacético (ANA) iba de
5.70 a 5.78 para los tratamientos y de 5.74 para el control. Al finalizar el experimento los
valores obtenidos fueron de 4.36, 4.30 y 4.36 para 0.1, 0.5y 1 ppm de ANA y 5.15 para el
control. Si bien, para ambos casos (AIA Yy ANA) el pH de los tratamientos al término de cada
experimento disminuy6 en comparacioén con los controles, estadisticamente no existen
diferencias significativas (Figura 19 B). Los resultados indican una mayor segregacion de
acidos organicos por parte de las raices de T. latifolia expuesta a auxinas, lo que sugiere la
absorcion del AIA'y ANA.
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Figura 19. pH inicial y final de medio MS + auxinas de Typha latifolia, posterior a 10 dias
de exposicién: A) &cido indol acético; B) acido 1-naftalenacético. 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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4.5 Acido indol acético (AlA) y 4cido 1-naftalenacético (ANA) en la captacion de Cd
por T. latifolia

4.5.1 Efecto de las auxinas sobre el fenotipo de T. latifolia expuesta a Cd

Para evaluar el efecto del &cido indol acético (AlA) y acido 1-naftalenacético (ANA) en la
captacion de Cd por T. latifolia, se utilizaron plantulas de 1 mes de desarrollo en sistemas de
hidroponia, implementado el disefio experimental mostrado en la (Figura 20). La
concentracion de auxina empleada en este experimento se determiné con base a los resultados
obtenidos de la germinacion in vitro y la curvas dosis repuestas, estableciendo
concentraciones de 1 ppm y 0.5 ppm de &cido indol acético (AlA) y &cido 1-naftalenacético
(ANA) respectivamente.

Al término del periodo de exposicion (10 dias), a nivel de fenotipo las plantulas en presencia
de Cd, AIA+Cdy ANA+Cd, presentaron marchitamiento de su tejido aéreo con respecto al

control, siendo dicho fenémeno ocasionado por la presencia de Cd en el medio (Figura 20).

Por otro lado, el sistema radicular de T. latifolia expuesta a Cd sin suplementacion de auxinas
present6 una disminucion de pelos radiculares, un ligero oscurecimiento en tonalidades café
del tejido radicular, al igual que adelgazamiento de las raices con respecto al control no
expuesto (Figura 21 B y Figura 22 B). Mientras que, el sistema radicular de las plantulas
expuesta a Cd con suplementacién de auxinas (AIA y ANA), presentaron una disminucion
de los pelos radiculares y adelgazamiento de las raices, siendo esta menor en comparacion
con el sistema radicular de las plantas expuesta a Cd sin suplementacion de AIAy ANA, pero

evidente en comparacion con el control no expuesto (Figura 21 y Figura 22).
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Figura 20. Vista lateral y superior de brotes de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a 40 ppm de
Cd. A) control; B) MS+ Cd; C) 1 ppm AIA + Cd y D) 0.5 ppm ANA + Cd.

Figura 21. Sistema radicular de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a 40 ppm de Cd. A) control;
B) MS+ Cd; C) 1 ppm AIA + Cd y D) 0.5 ppm ANA + Cd.
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Figura 22. Raiz de Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a 40 ppm de Cd (10 dias). A) control; B) MS+ Cd;
C) 1 ppm AIA + Cdy D) 0.5 ppm ANA + Cd.

Ademas de ello, se realizaron los cortes histoldgicos de las raices de las plantas expuestas a
los tratamientos. Las células se tifieron en tonalidades que iban de rosa a fucsia, observandose
una mayor intensidad de estas en los tratamientos expuestos a Cd, AIA+Cd y ANA+Cd, con
respecto al control (Figura 23). Lo cual, sugiere una mayor sintesis de los compuestos que

conforman la pared celular en las plantas expuestas a auxinas.
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Figura 23. Estructura radical Typha latifolia de 6 semanas, expuesta a 40 ppm de Cd (10 dias). A) control;
B) MS+ Cd; C) 1 ppm AIA + Cd y D) 0.5 ppm ANA + Cd.
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4.5.2 Efecto de las auxinas sobre la biomasa de T. latifolia expuesta a Cd

Asimismo, se evaluaron parametros como el peso fresco y seco tanto del tejido aéreo como
radicular de Typha latifolia posterior a la exposicion a Cd con y sin suplementacion de
auxinas (AlA'y ANA). En general, los resultados mostraron una disminucion de la biomasa
de las plantulas al estar expuestas a 40 ppm de Cd con respecto al control (sin Cd). Sin
embargo, al ser suplementadas con el &cido indol acético (AlA) generan mayor biomasa,
siendo similar a la biomasa de plantulas no expuestas a Cd. Estos resultados sugieren que el

AlA ejerce efecto protector en plantulas de T. latifolia expuestas a Cd (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de las auxinas sobre Typha latifolia en presencia de Cd. Evaluacion de
A) peso fresco; B) peso seco de tejido aéreo y raices. 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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4.5.3 Efecto de las auxinas sobre el pH de T. latifolia expuesta a Cd
Para finalizar con la primera etapa del efecto de las auxinas en la captacion de Cd por T.
latifolia, se determiné el pH del medio hidropénico. Para ello, se evalué el pH del medio al

inicio y al término del experimento.

Tras el del periodo de exposicién (10 dias), se observo una disminucién del pH, obteniéndose
valores de pH < 3 para los tratamientos que contenian Cd y suplementacion con auxinas,
mientras que en el medio control se obtuvo un valor de pH > 4, observado una disminucion

con respecto al pH incial, pero sin diferencias significativas (Tabla 7).

Tabla 7. pH inicial y final de medio MS + Cd, con y sin suplementacion de auxinas de

Typha latifolia.

Tratamiento pH inicial pH final
Control 4.05+ 0.74%
MS + Cd 281+ 0.02°
1-naftalenacético (ANA) + Cd > 2.79+ 0.06°
acido indol acético (AIA) + Cd 2.83 + 0.02°

*Todos los tratamientos se realizaron por triplicado; letras diferentes indican diferencias
significativas entre ellos, utilizando la prueba de Tukey (p <0.05).

4.5.4 El ANA y AlA incrementan la fitoextraccion de Cd por T. latifolia

Con el objetivo de conocer el efecto del ANA y AlA sobre la fitoextraccion de Cd por T.
latifolia, asi como su contribucion en la remocion de este metal, se determiné el contenido
de Cd en los tejidos vegetales. Los resultados mostraron que independientemente del
tratamiento empleado, el contenido de Cd es mayor en raices, observando incremento
significativo en los tratamientos con ANA (3595.44 mg/kg) y AlA (3200.77 mg/Kg) con
respecto al control (2900 mg/Kg). Por otro lado, para el caso de contenido de Cd en brotes
no existieron diferencias significativas entre tratamientos oscilando los valores entre 1387.40
- 1442.36 mg/Kg de Cd (Figura 25). Los resultados indican que las auxinas ANA y AlA

incrementan la fitoextraccion de Cd por T. latifolia.
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Figura 25. Efecto de las auxinas (ANA y AlA) en la acumulacion 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).

Ademas, se determinaron otros paramentos para evaluar la contribucion de las auxinas en el
proceso de fitoextraccion de T. latifolia, tales como el porcentaje de remocién, el factor de
translocacion (TF), el factor de bioconcentracion (BCF) y el coeficiente de bioacumulacion
(BAC).

En general, los resultados no muestran diferencias significativas entre tratamientos en
ningunos de los 4 pardmetros previamente mencionados. Sin embargo, se observé que al
adicionar 0.5 ppm de ANA, disminuye la capacidad de T. latifolia para translocar el metal de
la raiz al tejido aéreo (TF). Por otro lado, la adicion de auxinas (AIA y ANA) incrementa la
capacidad de esta especie vegetal para captar el metal en el tejido radicular (BCF), siendo el
tratamiento con ANA el que presento los resultados mas favorables. Finalmente, en relacion
con la capacidad de bioacumulacion (BAC) y el porcentaje de remocién, no se observo

ningn cambio significativo en los tratamientos expuestos a auxinas (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de las auxinas (ANA y AIA) sobre el A) porcentaje de remocion,
B) factor de translocacion, C) factor de bioconcentracion, y D) coeficiente de
bioacumulacion. Las medias £ SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una
diferencia significativa en p <0.05 (prueba Post hoc de Tukey).

4 5.5 Efectos las auxinas frente a la toxicidad del Cd en T. latifolia
4.5.5.1 Actividad fotosintética de T. latifolia expuesta a Cd
Con la finalidad de conocer el efecto de las auxinas sobre la actividad fotosintética, se evalué

el contenido de clorofila y carotenoides del tejido aéreo de T. latifolia expuestas a Cd.

Si bien, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, los resultados
obtenidos mostraron que el Cd disminuye el contenido de clorofila total, clorofila ay b, asi
como el contenido de carotenoides con respecto al control no expuesto; siendo este, el mismo
caso para el tratamiento con ANA + Cd. Mientras que el tratamiento de AIA + Cd presento
resultados favorables, puesto que no se observé disminucién alguna en ninguno de los cuatro
pardmetros mencionados previamente, obteniendo resultados similares al control no expuesto
(Figura 27).
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En cuanto a la relacion clorofila a/b, no existieron diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con AlA + Cd, present6 una disminucion de este

pardmetro con respecto al control (Figura 27 C).
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Figura 27. Efecto de las auxinas (ANA y AlA) en la fotosintesis de T. latifolia A) clorofila
total, B) contenido de Chl ay Chl b, C) Chl A/Chl B, y D) carotenoides totales. Las medias +
SD (n = 3) seguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en p <0.05 (prueba
Post hoc de Tukey).

4.5.5.2 Fuga de electrolitos

Se determino la fuga de electrolitos del tejido radicular, puesto que este pardmetro mide el
dafio de la membrana celular durante el estrés de las plantas. Los resultados mostraron un
aumento significativo de este parametro al encontrarse expuesta a Cd (26 %), incrementando
aun maés al ser suplementada con acido 1-naftalenacético (ANA+Cd) y &cido indol acético
(AIA+Cd), obtenido valores del 38 % y 44 % respectivamente (Figura 28).
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Figura 28. 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).

4.5.5.3 Mecanismos enzimaticos y no enzimatico de reparacion

Las células vegetales a través de mecanismos enzimaticos y no enzimatico logran mantener
el equilibrio de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Es por ello, que en este estudio se
determind la actividad catalasa en el tejido aéreo y el contenido de glutatién en raices de esta

especie vegetal.

En cuanto a la actividad catalasa (mecanismo enzimatico), se observd un incremento
significativo de este pardmetro al encontrarse expuesta a Cd, siendo el tratamiento
suplementado con 1-naftalenacético (ANA+Cd) quien presentd la mayor actividad
enzimatica. Asimismo, para el caso del glutation (no enzimatico, la exposicion a Cd induce
de manera significativa la sintesis de GSH en el tejido radicular de T. latifolia, incrementado

aun mas este parametro al ser suplementada con acido indol acético (AIA+Cd) (Figura 29).
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Figura 29. A) actividad catalasa; B) glutation de T. latifolia expuesta a Cd. Las medias
SD (n = 3) seqguidas de diferentes letras indican una diferencia significativa en p <0.05
(prueba Post hoc de Tukey).
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS
5.1 Efecto de las auxinas en T. latifolia

Las auxinas son hormonas y/o reguladores de crecimiento de las plantas, se encuentran
abundantemente en los tejidos vegetales, participando en la organogénesis, en el desarrollo
del tejido vascular y en el crecimiento diferencial de las plantas (Tan etal., 2021). A
diferencia de la biosintesis de auxinas en plantas, en bacterias, el AIA se sintetiza a partir de
L-Trp por cinco vias biosintéticas. La sintesis bacteriana de AlA es parte de la estrategia de

colonizacion de las bacterias en las raices de plantas.

En estudios previos de interaccién planta-bacteria se ha demostrado que mediante la
produccion de acido indol acético (AlA), las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) promueven el desarrollo de las plantas, y contribuyen a su adaptacion a
diferentes condiciones ambientales, incluyendo metales pesados, salinidad y estrés por sequia
(Khanna et al., 2021). Por lo que en este trabajo se determind el efecto del acido indol acético
(AlA) y el acido 1-naftalenacético (ANA) en dos fases vegetativas de T. latifolia (etapa de

germinacién y plantulas de 1 mes).

Se ha demostrado que la germinacion de las semillas esta controlada por el equilibrio que
existe entre los niveles de los reguladores del crecimiento vegetal y la expresion espacio-
temporal de la red de genes especificos en las semillas; el cual se ve concluido una vez que
laradicula ha crecido lo suficiente para anclarse al sustrato que lo rodea (Pieruzzi et al., 2011;
W. M. Barendse & J. M. Peeters, 1995). Los resultados muestran que el 25 % de las semillas
de T. latifolia inician la germinacion a las 24 h cuando son suplementadas con AIA 0 ANA,
mientras que las semillas sin auxinas inician la germinacién hasta las 48 h (98 % con AlAy
60 % con ANA). A las 48 h, el porcentaje de germinacién en las semillas control es similar
a las plantulas expuestas a 0.1. 0.5y 1 ppm de AlA. En cuanto al ANA, se observo una tasa
de germinacion del 95 % a concentraciones de 0.1 y 1 ppm a las 48 horas, mientras que en
las semillas sin tratamiento con ANA se obtuvo un 60 % de germinacion. Sin embargo, fue
necesario esperar hasta las 72 horas para que las semillas sin esta auxina alcanzaran el mismo
nivel de germinacion acumulativa del 95 %, equiparando asi los porcentajes obtenidos con

las diferentes concentraciones de ANA (Figura 4). Estos resultados demuestran que la
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adicion de reguladores del crecimiento vegetal como AIA y ANA induce la germinacion
temprana de las semillas y no afecta negativamente el proceso de germinacion. Después de
las 48 horas, se observan porcentajes de germinacion acumulativa similares, alcanzando un
98 % y 100 % para las plantas tratadas (con AIA y ANA, respectivamente) y las plantas de
control. Ullah et al., (2023) ha mencionado que el empleo de AIA y AIB promueve el proceso
de germinacidn en Zea mays, reportando una germinacion acumulativa del 60 % después de
48 h'y 100 % después de 72 h; mientras que sin ellas se obtiene valores del 20 % despues de
24 h, 50 % después de 48 h'y 90 % después de 72 h. Asimismo, se ha reportado que el AIA
mejora el proceso de germinacion de semillas de especies como Nicotiana tabacum,

Araucaria angustifolia y Helianthus annuus (Pieruzzi et al., 2011).

En lo que respecta al aspecto de las plantulas germinadas en presencia de las auxinas, 10s
resultados demuestran que el AlA y el ANA favorecen el crecimiento y desarrollo de T.
latifolia, siendo evidente el incremento del nimero de raices por plantula durante la primera
fase (0-15 dias) (Figura 6 y Figura 8). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Rol6on-Céardenas et al., (2021), quienes observaron que el tratamiento con AlA exdgeno
durante 15 dias incrementa en un 40 % el nimero de raices en plantulas de T. latifolia de 2
meses de edad. Del mismo modo, Al-Qudah et al., (2023) emplearon las auxinas AlA, IBA
y ANA para favorecer el desarrollo de raices en segmentos de brotes de Salvia dominica L.,
logrando el enraizamiento y la formacién de raices funcionales en S. dominica L. con la
aplicacion de las auxinas. Ademas, Abu-Zahra et al., (2012) y Solano et al., (2023)
demostraron que el ANA y AlA favorecen el desarrollo del sistema radicular al incrementar

el nimero de raices en Parthenocissus quinquefolia y Allium cepa L, respectivamente.

Los estudios previos han demostrado que el empleo de auxinas exdgenas provoca cambios
morfol6gicos en el tejido radicular, mejorando el anclaje de las plantas al sustrato e
incrementando la superficie de contacto (Al-Qudah et al., 2023; Correa et al., 2019; G. A.
Rolon-Cardenas et al., 2021; Solano et al., 2023). Recientemente, autores como Araniti et al.
(2023) y Ronzan et al., (2018) han realizado investigaciones enfocadas en la determinacion
de los cambios estructurales inducidos en el tejido radical de especies vegetales por la
exposicion a Cd, observando que dicho metal ocasiona un desequilibrio en la homeostasis de

las auxinas (AlA) afectado su biosintesis, trasporte y distribucion, lo que provoca cambios
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importantes en la arquitectura del sistema radicular, que puede influir de manera negativa en

la supervivencia de plantas.

Con el objetivo de determinar cambios morfoldgicos en las raices de plantulas de T. latifolia
expuestas y no expuestas a AIA y ANA, se obtuvieron cortes histolégicos de las raices de
plantulas tratadas y no tratadas. Los cortes obtenidos se tifieron con &cido peryddico de Schiff
(PAYS), el cual tiene afinidad por los carbohidratos de las paredes celulares. En la observacién
de los cortes histologicos tefiidos con PAS, se noté una mayor intensidad de color en las
raices tratadas con AIA y ANA, lo que sugiere un mayor contenido de carbohidratos en
comparacion con las plantas no tratadas. Asimismo, se observo que el didmetro de los pelos
radiculares en las plantas tratadas con auxinas (AIA y ANA) es mayor que en las plantulas
de control, que no fueron expuestas a las auxinas (Figura 13 y Figura 18). Los resultados
sugieren que las auxinas incrementan la sintesis de carbohidratos como la pectina,
involucrada en el soporte de las paredes de las células radiculares (Majda & Robert, 2018;
Siposova et al., 2023). Esto indica que el AIA y ANA inducen cambios morfoldgicos para

reforzar las paredes celulares de las células radiculares de T. latifolia.

Por otro lado, los resultados en la segunda fase vegetativa (plantulas de 1 mes) no solo
mostraron el efecto benéfico de las auxinas sobre el sistema radical con el aumento del
numero de pelos radiculares (Figura 12 y Figura 17); sino también se observa una mayor
biomasa del tejido aéreo. Si bien, para esta Gltima fase no existen diferencias significativas
entre tratamientos; puesto que el desarrollo y comportamiento de la planta modelo es
impredecible, es evidente una tendencia en cuanto al incremento de los pardmetros evaluados
(Figura 10y Figura 15). Y. Xu et al., (2012) reportaron un efecto similar con el &cido indol
acético (AlA) y el acido indol butirico (AIB) en especies de Pinus yunnanensis Franch,
observando que la adicién de auxinas no solo propicia el desarrollo del sistema radicular al
incrementar su biomasa (13.10 % - 35.60 %) en P. yunnanensis Franch, sino también de
tallos (21.10 % -61.10 %) y aciculas (53 % - 58 %). Asimismo, Agami & Mohamed (2013)
y S. Singh & Prasad (2015) obtuvieron resultados similares, observando que el AIA
promueve de manera general el desarrollo del tejido vegetal. Esto se reflejé en un aumento
en la superficie foliar de las hojas, el crecimiento de brotes y una mayor longitud de las raices

en especies como Triticum aestivum y Solanum melongena.

58



Se hace evidente que la aplicacién de auxinas exogenas induce cambios morfoldgicos
significativos en el sistema radicular de T. latifolia, aumentando tanto el niamero como el
tamafio de las raices mediante el transporte de auxinas presentes en el medio de nutrientes
hacia el interior de las plantulas. Este proceso se lleva a cabo a través del transporte polar de
auxinas (PTA), también conocido como movimiento activo de auxinas de célula a célula, que
constituye una de las dos principales vias de transporte. (G. L. B. Gomes & Scortecci, 2021).
Pues bien, las plantas a través de sus raices absorben los nutrientes que se encuentran en el
medio hidroponico (pH 5.7), asi como las auxinas (AIA y ANA) presentes en él, y el AlA al
ser una molécula que puede asumir dos formas quimicas diferentes [protonada (AIAH) en
ambientes con un pH acido y la forma ionica (AlA) en un ambiente con pH neutro], ingresa
a la membrana celular atravesando la pared celular (pH 5.5). Una vez en el citoplasma (pH
neutro), la auxina se desprotona, lo que dificulta que el AIA atraviese nuevamente la
membrana plasmética (Hu et al., 2021; Vanneste & Friml, 2009).

Ademas de esto, también se considera la hipotesis del crecimiento inducido por la
acidificacion del apoplasto, la cual estimula la expansion celular.(Haruta et al., 2015), la cual,
propone que el alargamiento inducido por las auxinas podria estar relacionado con la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica causada por la activacion de PM H* -ATPasas
mediada por auxinas, lo que resulta en la acidificacion del apoplasto y posteriormente en el
ablandamiento de la pared celular, permitiendo la expansion de las células (Hu et al., 2021).
Siendo esto benéfico para la especie vegetal, en especial el incremento del grosor y nimero
de pelos radiculares observados en este trabajo con T. latifolia (Figura 30). Al ser
extensiones unicelulares no ramificadas de la raiz, incrementan el contacto con el sustrato,
extendiéndose sobre el area en que se encuentran y potenciando el anclaje de la planta al
sustrato (Correa et al., 2019). El sistema radicular desempefia un papel fundamental en el
desarrollo y crecimiento de las plantas, siendo responsable de la absorcion de agua y
nutrientes. (Fitter, 1987; Jansen etal., 2013). A su vez, las raices participan como
intermediario en la actividad simbidtica entre la especie vegetal y los microrganismos,
sintetizando metabolitos que contribuiran a la seleccién y abundancia de los mismos (Y. H.
Lietal., 2013; O’Toole & Bland, 1987).
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También, es importante mencionar que durante la primera etapa experimental, no solo ha
sido evidente el efecto benéfico que trae consigo la aplicacion de auxinas a especies vegetales
como T. latifolia; sino también se ha observado que el empleo de ellas en concentraciones
superiores de 1 (AlA) y 0.5 (ANA) ppm, en etapas tempranas del desarrollo vegetal inhiben
el crecimiento del sistema radical (Figura 5y Figura 7); mientras que en plantulas de 1 mes,
concentraciones superiores a 0.5 ppm de ANA ocasionan dafios al sistema radicular (Figura
17 D), indicando que el efecto benéfico de las auxinas es dependiente a la concentracion asi
como al tipo de auxina empleada, tal como lo reporta Marquez et al. (2016). Puesto que, altas
concentraciones de ellas desencadenan la acumulacion de H2O2 lo que produce efectos
inhibitorios en la elongacidon de las células radiculares, afectando el crecimiento de las raices
(Ivanchenko et al., 2013).

5.2 Acido indol acético (AlA) y acido 1-naftalenacético (ANA) en la captacion de Cd
por T. latifolia

El empleo de estrategias ecoldgicas para la remocion de contaminantes en suelo, agua o
sedimentos tienen sus limitaciones. Un ejemplo de ello es la fitorremediacion de metales
pesados, ya que, al ser toxicos para la mayoria de las plantas, alteran el metabolismo de la
especie vegetal e inhiben su crecimiento (X. Li et al., 2019). Sin embargo, actualmente
existen estudios dirigidos a encontrar herramientas que compensen este inconveniente, como
investigaciones enfocadas en la fitorremediacion asistida por microorganismos, asi como en
la comprension del papel que desempefian los metabolitos producidos por estos

microorganismaos.

Se ha descrito que las bacterias productoras de AIA (caracteristicas de las PGPR) mejoran
los procesos de fitoextraccion al aumentar la acumulacion de Cd en brotes y raices, ya que
favorecen el desarrollo del tejido aéreo y radicular, asi como la sintesis de pigmentos
fotosintéticos. en especies vegetales como Sedum alfredii y Linum usitatissimum L. (B. Chen
et al., 2017; M. Shahid et al., 2019; K. Wu et al., 2018). No obstante, atin no esta del todo
claro el efecto del AIA y ANA en la tolerancia ante el estrés provocado por Cd en T. latifolia.
Por lo que, en este trabajo se evallo el efecto de dichas auxinas, observando que estas
favorecen el crecimiento de la especie vegetal aun en presencia de Cd, siendo evidente el

incremento del peso seco y fresco en brotes y raices (Figura 24). Respecto al crecimiento,
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en un estudio previo L. Chen et al., (2020) encontraron un incremento significativo en la
biomasa seca de brotes (32 %) y raices (58 %), tras la adicion de AIA exdgeno en Brassica
juncea L. expuesta a metales (Cd y U); caso contrario de aquellas plantulas no tratadas que
mostraron una disminucion de su biomasa. Resultados similares se han reportado en Solanum
nigrum L. cultivada en suelo contaminado por Cd, mencionando que el AlA incrementa de
manera significativa la biomasa de brotes (124 %), lo que a su vez favorecio la acumulacion
de dicho metal (Ji et al., 2015). Lo anterior sugiere que la aplicacion de auxinas asiste a las
especies vegetales para hacer frente a los efectos deletéreos provocados por la absorcién de
metales, lo que a su vez eficientiza el proceso de fitorremediacién; dado que en gran parte la
absorcion de ellos radica en la biomasa disponible, asi como la concentracion del
contaminante (L. Chen et al., 2020; Shah et al., 2023).

Los pigmentos fotosintéticos son imprescindibles en la biogénesis del aparato fotosintético
de las plantas ( Wang et al., 2014), por lo que una disminucion de estos es un reflejo de la
respuesta de las plantas ante el estrés (Osman et al., 2023), afectando la morfologia, fisiologia
y bioquimica de las plantas. Diversas investigaciones mencionan que la acumulacion de
metales pesados interviene en la actividad fotosintética, reduciendo los niveles de clorofila;
dado que los metales pueden sustituir el i6n Mg?* en la molécula de clorofila, impidiendo la
captacion de fotones (Pernia et al., 2008; Youssef & Diatta, 2023).

En este estudio, los resultados no mostraron diferencias estadisticas entre en el contenido de
carotenoides y clorofila respecto al control. Sin embargo, los promedios de carotenoides
mostraron una ligera disminucion al encontrase expuestas a Cd; por consiguiente, también
disminuy®d el contenido de clorofila. Sin embargo, el tratamiento con AlA restaurd los niveles
de clorofila (Figura 27), esto se puede atribuir a que la sintesis de clorofila y carotenoides se
lleva a cabo en los cloroplastos, donde los carotenoides forman complejos fotosintéticos en
las membranas tilacoides y desempefian un papel importante en la proteccion de la clorofila;
por lo que es de esperar que la reduccion en los niveles de carotenoides se acomparie con la
disminucion en los niveles de clorofilas (Wang et al., 2014). Por su parte Ran et al., (2020),
describieron que el AIA favorece la sintesis de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y
carotenoides) en especies como Solanum melongena y Solanum nigrum expuestas a Cd,

mencionado que la acumulacidn de este metal en tejido aéreo se encuentra correlacionado al
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contenido de carotenoides dado que estos protegen el aparato fotosintético eliminado el
oxigeno singlete, lo que aumenta la biomasa de la planta y promueve la acumulacién de Cd.
Otras especies que se han visto beneficiadas por el empleo de AIA son Amaranths
hypochondriacus L. y Sedum alfredii H., las cuales presentaron un incremento en el
contenido de clorofila de un 46 % y 20 %, respectivamente (B. Chen et al., 2017; Sun et al.,
2020). Asimismo, se ha reportado el empleo de ANA en Chlorella vulgaris, teniendo efectos
positivos en la sintesis de pigmentos fotosintéticos bajo el estrés por metales pesados

(Piotrowska-Niczyporuk et al., 2012).

En cuanto a la relacién clorofila a/b, los estudios previos mencionan que este parametro es
un indicador de estrés en plantas y esta asociado con la disminucion de la intensidad luminica;
provocando una reduccion en la actividad fotosintética y una mayor concentracion clorofila
b, lo que afecta la relacion clorofila a/b (Jaramillo-Salazar et al., 2018). De modo que, el
ligero decremento observado en la relacion clorofila a/b en el tratamiento con AlA, indica el

dafio minimo en las plantas provocado por la aplicacion de auxinas (Figura 27 C).

Efectivamente, la integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica son indicadores
clave de la fitotoxicidad frente al estrés por metales, ya que estos provocan dafios a nivel
celular mediante la sobreproduccion e hiperacumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS); esto incluye el perdxido de hidrégeno (H202), anion superoxido (O27), oxigeno
singlete (O2) y los radicales hidroxilos (OH"). Si bien, el metabolismo aerdbico de las plantas
genera ROS como subproducto, desempefia un papel fundamental en la sefializacion
homeostatica y celular; su sobreproduccion conduce al estrés oxidativo, dafando la
membrana plasmatica y da lugar a la fuga de membrana. Puesto que las ROS activan los
canales idnicos, liberando iones de potasio (K*) intracelular, estimulando asi las enzimas
hidroliticas que conducen a la muerte celular (Giannakoula et al., 2021; Hayat et al., 2021;.
Rolon-Cardenas, Martinez-Martinez, et al., 2022). Dafio que puede ser evaluado a través de
determinacion de la fuga de electrolitos (EL), la cual aporta informacién acerca de la
integridad de la membrana celular (Prado et al., 2015; Rahim et al., 2022). En el presente
estudios, se determind la EL sobre el tejido radicular, mostrando un incremento significativo
en las plantulas de T. latifolia expuestas a Cd; lo cual coincide con lo reportado previamente

por Y. Xu et al., (2015), quienes menciona que el estrés por Cd conlleva al aumento de la
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fuga de electrolitos en T. angustifolia, ya que la exposicién a este metal aumenta el
superoxido (O2") de manera dependiente a la concentracion (Ren et al., 2020). Otros estudios
que han reportado el incremento de la EL, como consecuencia del estrés generado por Cd en
especies como Trifolium repens y Brassica oleracea L., son los realizados por Jia et al.,
(2023) y Wu et al., (2022), claramente sus resultados sugieren una alteracién en la integridad
de la membrana celular, ocasionado por las lesiones oxidativas al promover la peroxidacion
lipidica de las membranas. Asimismo, los tratamientos con suplementacion de auxinas (AlA
y ANA) mostraron un incremento de este pardmetro, siendo incluso mayor al observado en
las plantas expuestas Unicamente a Cd (Figura 28). No obstante, un estudio similar realizado
por Rolon-Cardenas, Martinez-Martinez, et al., (2022), menciona que la aplicacion de
auxinas exogenas (AlIA) como coadyuvante a los efectos tdxicos provocados por la
exposicion a Cd, no genera ninguin cambio significativo en la EL de plantulas de T. latifolia
de dos meses de edad. Mientras que, en las plantulas de 1 mes, utilizadas en este estudio, si
se observaron efectos deletéreos, lo cual puede deberse a la fragilidad de las raices de

plantulas mas jovenes, en comparacion con las raices de plantulas de dos meses.

Por otro lado, Khan etal., (2019) y S. Singh & Prasad, (2015) han observado que la
aplicacion de AlA en especies como Lycopersicum esculantum y Solanum melongena mitiga
los efectos del Cd, observado la disminucion de la fuga de electrolitos hasta en un 50 %. De
manera que, los resultados obtenidos en este estudio sugieren una acumulacién de ROS, asi

como dafo asociado a lipidos y membrana en las plantulas de un mes de T. latifolia.

Como se ha mencionado previamente, el aumento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) puede provocar dafios significativos en la estructura celular. Sin embargo, las
plantas tienen la capacidad de mitigar este dafio mediante la activacion de sistemas
antioxidantes, tanto enzimaticos como no enzimaticos (Raihan et al., 2022). En este estudio,
se evalud la defensa antioxidante mediante la cuantificacion de la actividad de la catalasa

(CAT) en los brotes y el contenido total de glutation (GSH) en las raices.

Dentro del sistema antioxidante enzimatico, la catalasa (CAT) es una de las principales
enzimas implicadas en la reduccidon del dafio ocasionado por las ROS al disminuir los niveles
intracelulares de peroxido de hidrégeno (H20z) ( Rolon-Cardenas, Martinez-Martinez, et al.,

2022), catalizando de reacciones que transforman las ROS en agua (H20) y oxigeno (O>),
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reduciendo asi el estrés oxidativo al mantener en equilibrio las ROS (Elgawad et al., 2020;
Rolon-Cardenas, Arvizu-Gomez, et al., 2022). Es por ello, que al evaluar la actividad CAT
se ha observado un aumento de este pardmetro al encontrarse expuesto a Cd, lo que indica
un incremento en la produccion de ROS como resultado del estrés oxidativo provocado por
el metal, tal como lo reporta Guo, Qin, et al., (2019). Asi mismo, lo tratamientos con AlA 'y
ANA mostraron un incremento de la actividad catalasa; siendo significativamente mayor en
el tratamiento con auxinas con respecto al tratamiento de Cd no suplementado (Figura 29
A). Estudios realizados por Guan et al., (2022), Zhan et al., (2017) y C. Zhang et al., (2020),
reportan un aumento en la actividad CAT tras la adiccion de auxinas (ANA y AlA) en
especies como Solanum lycopersicum, Sorghum bicolor y Camellia sinensis expuestas a Cd;
mencionado que la aplicacion exdgena de auxinas disminuye la toxicidad del metal al mejorar
y estimular las actividades antioxidantes, puesto que altas concentraciones de Cd inhiben la
actividad CAT (G. A. Rolén-Cérdenas, Martinez-Martinez, et al., 2022). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que la adicion de auxinas contribuye a mitigar el estrés generado por la

exposicion al Cd en T. latifolia.

Por su parte, el glutation (GSH) es un mecanismo de defensa antioxidante no enzimatico que
desempefia un papel importante en la desintoxicacion del Cd, esto a través de diferentes vias.
Por un lado, el GSH contribuye en el alivio del estrés generado por el metal, participando en
la regulacion del peroxido de hidrogeno (H202) mediante el sistema ascorbato-glutation
(Foyer & Noctor, 2011; G.-Z. Li et al., 2021); mientras que por otra parte, hace frente al ion
metalico (Cd?") quelandolo al unirse al grupo tiol de GSH. Ademas de ello, el glutation es
precursor en la sintesis de fitoquelatinas (PC), el cual forma complejos con los iones Cd
(PCs-Cd) que transporta el metal hacia las vacuolas donde son atrapados y fijados como
elementos no toxicos (Hoang et al., 2021; F. Wu et al., 2022). En este estudio, se observo un
incremento significativo en el contenido de glutation con respecto al control no expuesto
como respuesta al estrés generado por Cd; lo que coincide con lo reportado previamente en
T. angustifolia, donde se observd que dicho metal propicia la sintesis de glutation y
fitoquelatinas (Liu et al., 2016; Ren et al., 2020). Del mismo modo, se vio favorecido el
aumento en el contenido de GSH en las plantulas expuestas a Cd+auxinas, obteniendo un
mayor efecto al adicionar AIA (Figura 29 B). Bashri & Prasad, (2016) y Khan et al., (2019)

han reportado un efecto similar en Lycopersicum esculantum y Trigonella foenum-graecum
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con la adicion de AlA bajo estrés por Cd. Sugiriendo estos resultados que la adiccion exdgena
de auxinas incrementado el sistema de defensa antioxidante, estando la acumulacion de GSH
asociada a la tolerancia de Cd en T. latifolia, tal como lo menciona G. A. Rolon-Cérdenas,
Martinez-Martinez, et al., (2022).

En lo que respecta a la fitoextraccion de metales, T. latifolia cuenta con una gran versatilidad
en la tolerancia, absorcién y eliminacion de contaminantes como: Pb, Cd, Cr, Mn, Fe, Cu,
Coy Zn; sin mencionar lo notable de su capacidad para la produccion de biomasa (Martinez-
Martinez et al., 2023). La fitoacumulacién consiste en la absorcion de metales a través del
sistema radicular de la especie vegetal, el cual es transferido posteriormente al tejido aéreo
siendo almacenado en vacuolas, pared celular, membrana celular, asi como areas vegetales
metabdlicamente inactivas. (Barathi et al., 2023). Esto a través del mecanismo de defensa
para la neutralizacion de los iones metalicos, que consiste en la formacion de agentes
quelantes como las fitoquelatinas y metalotioneinas. Por su parte, las fitoquelatinas forman
complejos con los iones metalicos (M-PC) en las células vegetales, cabe destacar que el Cd?*
se ha reportado como un estimulador eficaz en la sintesis de estas; por lo que, al estar la
especie vegetal expuestas a Cd, este agente quelante llega a ser un buen mecanismo de
defensa. Asi mismo, las metalotioneinas contribuyendo en la desintoxicacion de metales
pesados (Putri & Moersidik, 2021).

En este estudio T. latifolia fue expuesta a una concentracion de Cd determinada (40 ppm)
con y sin suplementacion de auxinas; evaluando parametros que aportaron informacién del
efecto de la auxina en la fitoextraccion de este metal. En primer lugar, se determiné el
contenido de Cd (mg/Kg), observando que independientemente de la concentracion y auxina
empleada, este es mucho mayor en raices (2880-3200 mg/Kg) que en brotes (1387-1442
mg/kg) (Figura 25), lo que no es inusual. Puesto que, autores como Alonso-Castro et al.,
(2009), Hejna et al., (2020) y Yang & Shen, (2020) han reportado una mayor acumulacién
de Cd en el tejido radicular de T. latifolia, dado que la mayoria de las especies pertenecientes
al género de Typha poseen un factor de bioconcentracion (BCF) > 1, mientras que el de
traslocacion (TF) < 1, indicando la poca habilidad de esta especie vegetal para trasportar el
metal hacia el tejido aéreo (Martinez-Martinez et al., 2023). Otro aspecto importante a

resaltar es el incremento en la acumulacion de Cd en raices tras la adicion de auxinas, en
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especial con ANA siendo estadisticamente significativo; un efecto similar fue reportado en
Arabidopsis thaliana por Zhu etal., (2013), quienes observaron un aumento en la
acumulacion de Cd en el sistema radical con la adicién de esta auxina, mencionado que
favorece la sintesis de hemicelulosa en raiz, incrementando la fijacion de Cd?* a la pared
celular. Asi mismo, especies como Solanum nigrum y Helianthus annuus L. se han visto
beneficiadas con la adiccion de AlA favoreciendo la acumulacion metales en el sistema
radical (L. Chen et al., 2021; Ran et al., 2020).

Por su parte, los factores de bioconcentracion (BCF) y traslocacion (TF) contribuyeron a
estimar el potencial fitorremediador de T. latifolia; siendo estos un indice de la capacidad de
acumulacion de metales con respecto a su concentracion en suelo, asi como el trasporte de
los metales de la raiz al tejido aéreo (Madanan et al., 2021). Los resultados de estos dos
parametros mostrando que si bien, las auxinas tienen un efecto sobre ellos, esté es apenas
notable; dado que los valores obtenidos de BCF se encontraban entre 68.99 + 3a85.11 + 9
observando un sutil incremento con la adiccion de AIA y ANA, mientras que los valores de
TF iban de 0.39 + 0.04 a 0.48 + 0.02 disminuyendo ligeramente en presencia de ANA
(Figura 26 C; B), por lo que no existieron diferencias significativas entre tratamientos. Caso
contrario a lo reportado por Hadi et al., (2021), Ji et al., (2015) y Ran et al., (2020) quienes
obtuvieron resultados favorables con la adiccion de auxinas exdgenas, mencionando que
estas mejoran el BCF en Ricinus communis y Solanum nigrum. Por lo que estos hallazgos
sugieren que las auxinas solo favorecen la inmovilizacion del metal en el tejido radical y no
su traslocacion; siendo T. latifolia excluida de las plantas hiperacumuladora, ya que para ser
catalogada dentro de este grupo los valores de TF y BCF deben ser mayor a 1.0 y 1000
respectivamente (Dinu et al., 2020); sin embargo esto no demerita la capacidad de esta
especie vegetal para tolerar y acumular metales, asi como para ser empelada con fines

fitorremediadores.

Finalmente, se determind el porcentaje de remocion y coeficiente de bioacumulacion (BAC)
de CdenT. latifolia, siendo este ultimo un pardmetro que indica la capacidad de acumulacion
de metales en tejido aéreo con relacion a su concentracion en suelo (Bader et al., 2020;
Vasilache et al., 2023). Los resultados de este estudio no mostraron diferencias significativas

entre tratamiento, puesto que las auxinas no tienen efecto alguno sobre estos dos parametros
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(Figura 26 A; D). Por otro lado, estudios anteriores han reportado el efecto benéfico que trae
consigo la aplicacion de AIA exdgeno en especies como T. latifolia y Helianthus annuus L.
favoreciendo la remocion de Cd (Martinez-Martinez., 2021; L. Chen et al., 2021). Si bien,
no es el caso en este estudio dado las condiciones experimentales empleadas, T. latifolia

sigue siendo una opcion viable para la remocion de contaminantes inorganicos.

Los resultados anteriores sugieren que la adiccion de auxinas exdgenas (AIAy ANA) en T.
latifolia mejora la tolerancia y acumulacion de Cd en el tejido radicular en plantulas de 1 mes

de desarrollo, convirtiéndola en una alternativa para la remediacion de sitios contaminados.

Por otra parte, el tejido radicular de las plantas expuestas a Cd mostro una disminucion del
diametro de sus pelos radiculares, afectando de manera negativa la estructura del tejido; sin
embargo, aquellos tratamientos suplementados con auxinas (AlA y ANA) no presentaron
dicho fendmeno. Coincidiendo con estudios previos, donde se ha observado que el empleo
de auxinas exdgenas como AlA ayuda en la recuperacion de la estructura celular dafiada por
la exposicion a metales como AI** en Medicago sativa (S. Wang et al., 2016); asimismo
Oryza sativa se han visto beneficiada con la adicion de AIA incrementando los primordios
de las raices laterales bajo estrés por Cd (H.-Q. Wang et al., 2021). Finalmente, los resultados
histologicos sugieren una mayor sintesis de carbohidratos en los tratamientos expuestos a
auxinas; puesto que, las células del tejido mostraron una mayor afinidad por reactivo de
Schiff de latincion PAS (Periodic Acid-Schiff) tras la oxidacion de los carbohidratos (Figura
23). En este sentido, se ha reportado el acido peryddico actla sobre el enlace de 1,2 glicol de
los carbohidratos del tejido produciendo aldehidos que posteriormente se tifien con la fucsia
basica del reactivo de Schiff, adquiriendo asi una coloracion que va de rosa a fucsia; siendo
esta tincion la mas empleada para carbohidratos (Serviansky et al., 2013; Shedge et al.,
2020).
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raices.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
El uso de AIA y ANA exogenos durante la etapa de germinacion de T. latifolia
promueve el crecimiento y desarrollo de la especie vegetal, y estos efectos estan

relacionados con la concentracion y el tipo de auxina empleada.

Las auxinas exogenas (AIA y ANA) alteran la estructura del tejido radicular,
aumentando el tamafio y el ndmero de pelos radiculares, lo que favorece el

crecimiento y desarrollo de T. latifolia.

Las concentraciones de 0.5 y 1 ppm de auxinas exdgenas (ANA y AIA
respectivamente), contrarrestan los efectos adversos provocados por la exposicion al
Cd en T. latifolia, aumentando la actividad de mecanismos enzimaticos y no

enzimaticos de reparacion, como GSH y catalasa.

El AIA y ANA mejora la tolerancia y acumulacion de Cd en el tejido radicular de T.
latifolia, lo que las convierte en una opcién viable para la remediacion de sitios

contaminados.

Los analisis histoldgicos sugieren que empleo de auxinas exdgenas (ANA y AlA)
promueve la sintesis de carbohidratos en el tejido radicular de T. latifolia, incluso aun

encontrandose bajo estrés por Cd.
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PERSPECTIVAS

El &cido indol acético (AlA) y el acido naftalenacético (ANA) puede mejorar la tolerancia
de T. latifolia al Cd y aumentar su capacidad de acumulacién, convirtiéndola en una
alternativa prometedora para la fitorremediacion de sitios contaminados con este metal
pesado. Los resultados de estos estudios ofrecen una perspectiva prometedora sobre el
potencial de las auxinas exdgenas en la mejora de los procesos de fitorremediacion y en la
restauracion de ambientes contaminados. Por ello, algunas de las perspectivas de este trabajo

son las siguientes:

e Evaluar el efecto del acido fenil acético (AFA) en la germinacion de las semillas de
T. latifolia en condiciones in vitro, asi como el desarrollo del sistema aéreo y radicular

de esta especie vegetal.

e Establecer el efecto del acido fenil acético en la estructurales del tejido radicular en

plantas de T. latifolia expuestas y no expuestas a Cd en sistemas de hidroponia.

e Determinar la contribucion del acido fenil acético en la tolerancia, fitoextraccion y
acumulacion de Cd en plantas de T. latifolia de 1 mes cultivadas en sistemas de

hidroponia.

e Determinar la sintesis de los compuestos que conforman la pared celular del tejido
radicular de T. latifolia expuesto a auxinas (AlA, ANA y AFA) a travées de analisis

inmunohistoquimico.
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ANEXOS
Anexo 1. Soluciones buffer

o Buffer MES pH 5.7 (500mM)

Para preparar el buffer MES se disolvieron 4.881 gr de MES hydrate (PM: 195.24 g/mol) en
35 ml de agua destilada, se llevd a agitacion para su incorporacion adicionando 2-3 escamas
de KOH. Una vez incorporado el MES hydrate, se aforé a 50 ml y se ajusté el pH a 5.7 con
KOH.

Anexo 2. _Preparacion de auxinas
o AIA

Se prepard un stock de AlA a 1500 ppm. Para ello, se pesé 15 mg de AlA 'y se disolvid

utilizando de 3 a 4 gotas de EtOH. Finalmente se afor6 10 ml.
o ANA

Se prepard un stock de ANA a 1500 ppm. Para ello, se pes6 15 mg de ANA 'y se disolvid
utilizando de 3 a 4 gotas de NaOH 1 N. Finalmente se afor6 10 ml.

A partir de los stocks preparados de cada auxina, se realizaron diluciones de estas para

obtener la concentracion requerida para la parte experimental (Tabla 8).

Tabla 8. Preparacion de diluciones de las auxinas (AIA'y ANA).

Concentracién Stock Vol. stock a Vol. agua ()
(ppm) tomar (ul)
0.1 15 ppm 100 9, 900
0.5 75 ppm 500 9, 500
1 150 ppm 1000 9, 000
10 1500 ppm
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Anexo 3. Buffer de fosfatos (KPE)
100 ml, 0.1 M (KPE) + 5 mM EDTA pH: 7.5

pka: KH2PO4=7.21
= [B]
pH= pka+log Al

7.5=7.21 +log %
7.5-7.21= log %
0.29= log %
Anti-log 0.29= %
1.9498 = &1

[A]
[B]= 1.9498 [A]

Anexo 4. Preparacion de formalina neutra

La formalina neutra requiere de la preparacion previa de PBS 10X (Tabla 9).

Tabla 9. PBS 10X, reactivos y concentraciones (250 ml):

Reactivo Concentracién  Volumen a pesar
KH2PO4 (PM: 136.09 g/mol) 0.02 M 0.68 gr
Na;HPO4 (PM: 141.96 g/mol) 0.08 M 2.825gr
NaCl (PM: 58.44) 1.54 M 22.5gr

*Ajustar el pH a 7 con NaOH, previo a aforar a 250 ml.

o 500 mlde PBS 1X
Tomar 50 ml de PBS 10X y aforar a 500 ml.
o Formalina neutra 10 % (4 %)

Tomar 25 ml de formol al 37 % y disolver en 200 ml de PBS 1X, ajustar a pH 7 y finalmente

aforar a 250 ml.
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Anexo 5. _Silanizado de portaobjetos

Los portaobjetos se silanizardn con ayuda de un tren de solventes. Para ello se utilizaron 7

frascos coplin, cada uno de ellos contenian 60 ml de un solvente o solucidn diferente en los

cuales se colocaron de 7-9 laminillas, comenzando son el No. 1 y dejando 5 minutos en él,

como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Tren de solventes

No. Solucién Tiempo

Agua acida 1:1

Agua destilada

Alcohol absoluto

Acetona 5 minutos
Acetona 98 %/ Silano 2 %

Acetona

Acetona

N0 s WwIN e
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