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1. RESUMEN

Actualmente la contaminacion ambiental es un gran problema que
afrontan todos los paises del mundo. En México el 25 % de los suelos y mas del 70 %
del agua estan contaminados (INE 2002 y CNA; 2007). Hoy en dia gran parte de esta
contaminacion es causada por metales pesados, debido al incremento acelerado de la
industria minera y la agricultura, y aunque algunos metales son esenciales para los seres
vivos, en altas concentraciones son altamente toxicos. Dos de los metales mas
abundantes por su uso antropogénico son el cadmio y el zinc. Hoy en dia existen
tecnologias que intentan recuperar los sistemas contaminados basadas en métodos
fisico-quimicos, sin embargo, la mayoria resultan ser muy costosos o poco eficientes
(Pilon-Smits, 2005). Y para el caso especifico de México no hay empresas que ofrezcan
eliminar metales pesados del suelo (Velasco y Volke, 2002).

Ante esta problematica, se han propuesto tecnologias alternativas, una de ellas es
la fitorremediacion, basada en el empleo de plantas para la remocion, degradacion,
reduccion o inmovilizacion de contaminantes tanto organicos como inorganicos (Perr et
al., 2006; Nufiez et al., 2004).

Por ahora se conocen poco mas de 400 especies de plantas capaces de acumular
grandes cantidades de uno o varios metales en sus tejidos aéreos, a estas especies se les
conocen como plantas hiperacumuladoras de metales. Arabidopsis halleri es parte de
este selecto es capaz de acumular cadmio y zinc en sus tejidos de manera extraordinaria
(> 1% y 0.1 % de la materia seca, respectivamente) (Bert et al., 2000, Bert et al., 2002;
Bert et al. 2003). Sin embargo, esta especie herbacea tiene poca biomasa y un sistema
radical poco extenso. Como alternativa, en este trabajo se propone la induccion de
raices pilosas con Agrobacterium rhizogenes con el objetivo de incrementar la biomasa
de esta planta.

La infeccion por A. rhizogenes provoca en las plantas, una produccion masiva de
raices con numerosos pelos radicales a esta enfermedad se le conoce como raices
pilosas, estas raices son ampliamente usadas en la produccion de metabolitos
secundarias con fines biotecnologicos.

Existen numerosos trabajos acerca de la capacidad de bioacumulacion de 4.
halleri (Lasat et al., 1998; Kiipper et al. 2000; Zhao et al. 2000; Cosio et al. 2004; Zhao
et al., 20006). En el presente trabajo se establecieron cultivos de raices pilosas y se probo
su tolerancia a cadmio y zinc, asi como su capacidad de bioacumulacion de estos
metales.

Se encontrd que las raices pilosas de A. halleri son capaces de tolerar y acumular
grandes cantidades de cadmio y zinc, independientemente de la parte aérea. Los
resultados muestran que las raices pilosas pueden acumular mayor cantidad de cadmio
con respecto al zinc.

Con base en los resultados se propone el uso de las raices pilosas de Arabidopsis
halleri como potenciales filtros bioldgicos, de agua contaminada con cadmio y zinc.



1.2 INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los problemas mas graves que afrontan todos los paises del mundo es
la contaminacion del suelo, del agua y de la atmoésfera. Aunque se han creado varias
alternativas, basadas en métos fisicoquimicos, para rescatar los ecosistemas
contaminados éstas resultan ser poco eficientes o demasiado costosas. Por lo tanto, se
han buscado nuevas estrategias para enfrentar el problema, la biorremediacion es una de
las mas prometedoras. Dentro de esta estrategia se encuentra la fitorremediacion,
tecnologia que hace uso de las plantas para disminuir e incluso eliminar la
contaminacion de los ecosistemas, sin embargo, atin se sabe muy poco de los principios
basicos de esta tecnologia.

Este trabajo trata de contribuir al entendimiento de la capacidad de las plantas de

acumular en sus tejidos altas concentraciones de metales.

1.2.1Contaminacion del agua y suelo en México

La contaminacién, en términos generales, se define como el suministro de
impurezas al ambiente y con esto se produce un deterioro en la atmosfera, el agua y el
suelo a través de diversos quimicos toxicos y materiales de desecho. El deterioro varia
dependiendo del tipo y de la concentracion del contaminante (Demian, 1999).

En Meéxico existen graves problemas de contaminacién por compuestos organicos e
inorgéanicos, tanto de suelos como de agua, debidos principalmente al desarrollo
acelerado de la industria minera y petroquimica.

En el afio 2006, el 19 % de las aguas superficiales estaban contaminadas, el 54%

poco contaminada, el 20 % es aceptable y solo el 10% es de calidad excelente (CNA;



2007). Del total de agua contaminada (descargas urbanas e industriales) solo el 36%
recibe algun tipo de tratamiento. A la mayor parte de esta agua se le da un tratamiento
secundario mediante lodos activados y lagunas de estabilizacion, procesos que tienen
entre 80 y 90% de eficiencia para la remocion de la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), que no elimina los metales pesados del agua. Sin embargo, en el afio 2004 el
pais solo contaba con 1 593 plantas de tratamiento de aguas residuales industriales, las
cuales procesaban cerca de 27.4 m’/s (10.6% del volumen generado). Por lo tanto, la
mayoria del liquido se vierte a rios, lagos o mares sin ningln tratamiento previo. El
volumen de aguas residuales que anualmente regresan a las corrientes con
contaminantes es de 20 Km®. De estas aguas residuales la industria genera 31 % con

contenidos de metales pesados, acidos, grasas y aceites (CNA, 2007).

Por otro lado, la superficie de suelo degradado por causas de contaminacion en
1999 fue de 25,967 km”. Entre los contaminantes que se consideran prioritarios en
Meéxico debido a su alta toxicidad y a su persistencia en el ambiente, se encuentran los
siguientes: dioxinas, furanos, hexaclorobenceno, bifenilos policlorados (BPCs),
plaguicidas organoclorados, mercurio, plomo, cromo, cadmio, compuestos toxicos
atmosféricos e hidrocarburos poliaromaticos (HAPs). Los residuos peligrosos mas
comunes son los jales mineros, las escorias de fundicion y aquellos provenientes de
fuentes energéticas fosiles (INE 2002).

Como se mencion6 anteriormente se han creado diversas estrategias para
afrontar este problema. En México aproximadamente el 88 % de los suelos
contaminados son sometidos a tratamientos de remediacion in situ. Las empresas
dedicadas a remediar suelos, usan métodos biologicos, siendo los mas comunes el 1) el

composteo (proceso en el que los residuos organicos son convertidos por



microorganismos en materia organica estable, se emplea ampliamente en el tratamiento
de residuos agricolas) y 2) la biolabranza (al suelo contaminado se le afiade nutrientes y
suelo limpio, se remueve constantemente para favorecer su aireacion). Sin embargo,
ninguna empresa ofrece servicios para la remediacion de suelos contaminados con
metales (Velasco y Volke, 2002), lo que resulta ser muy peligroso, pues ademas estos
metales pueden ser lixiviados o transportados hasta cuerpos de agua (superficiales o
subterraneos) y contaminarlos.

Actualmente, gran parte de la contaminacion del suelo, del agua y del aire es
provocada por el uso de metales pesados, problema que se incrementa de manera
abrumadora con el desarrollo industrial y minero. Por lo tanto, se han buscado algunas
alternativas para poder recuperar los ecosistemas contaminados, y asi evitar dafios a la
salud humana. Algunas de estas alternativas son los métodos fisico-quimicos, como el
lavado o incineracion de suelos, la vitrificacion, la separacion fisica o la creacion de
barreras fisicas, entre otros, (Mulligan et al., 2001) y la precipitacion, hidrolisis o
reacciones de 6xido-reduccion para la remocion de contaminantes de aguas residuales
(Nufiez et al., 2004). Sin embargo estas estrategias llegan a ser muy costosas o
insuficientes (Pilon-Smits, 2005).

Con base en la informacion anterior se entiende la necesidad de implementar con
urgencia una tecnologia que pueda recuperar los sitios contaminados. Como ya se
menciond anteriormente el uso de organismos vivos con este propodsito, parece ser la

mejor opcion por el momento.



1.2.2 Sistemas alternativos de remocion de contaminantes:

Biorremediacion

La biorremediacion es una serie de procesos que consisten en el uso de
organismos vivos (bacterias, algas, hongos, plantas o asociaciones simbidticas de
plantas y hongos como las micorrizas) para remover, degradar o transformar sustancias
orgénicas o inorganicas de un sistema contaminado (suelo/sedimento o agua) (Demian,
1999; Velasco y Volke, 2003). Los microorganismos (bacterias, algas y hongos)
generalmente se benefician al catalizar reacciones quimicas que les permiten
transformar su fuente de energia, es decir, estos organismos usan a los contaminantes
como fuente de energia que luego transforman en energia quimica (ATP) (Demia 1999;
Sims et al., 1993).

Con esta tecnologia es posible remover residuos toxicos de forma natural y
eficiente. Es importante mencionar que el método que se utilice debe ser optimizado con
el fin de reducir o incluso eliminar el contaminante en un corto tiempo y bajo costo. Se
pueden usar organismos propios del sitio o ajenos a este, de manera in situ o ex situ,
estas condiciones dependen del proceso que se elija.

Existen varios procesos de biorremediacion (Velasco y Volke. 2003)., entre los
mas comunes se encuentran:

e Bioestimulacion: en este proceso se adiciona oxigeno o nutrientes o
ambos al suelo contaminado, para estimular la actividad de
microorganismos capaces de degradar los contaminantes.

e Biolabranza: el suelo contaminado se mezcla con nutrientes y suelo

limpio y se remueve constantemente para favorecer la aireacion.



e Bioaumentacion: En este proceso se adicionan microorganismos vivos
capaces de degradar contaminantes.

e Biorreactores: esta tecnologia esta totalmente controlada y permite hacer
uso de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos, que mejoran y aceleran la
biodegradacion.

e Fitorremediacion: En este caso se usan especies vegetales capaces de
remover, transferir, estabilizar concentrar o destruir contaminantes
organicos o inorganicos. Ofrece ventajas adicionales, como la

posibilidad de recuperar contaminantes como los metales pesados.

1.2.3 Fitorremediacion

Ya que los métodos convencionales usados para recuperar ecosistemas
contaminados resultan ser muy costosos y en algunos casos insuficientes, se ha
recurrido a una nueva tecnologia, la fitorremediacion, que se basa en la capacidad de
algunas plantas de remover, reducir, degradar, mineralizar, estabilizar o inmovilizar
agentes contaminantes organicos e inorganicos del suelo, de sedimentos o de sistemas
acuaticos. Dentro de esta tecnologia hay varios procesos (Pletsch et al., 1999; Nunez et
al., 2004; Eapen y D’ Souza, 2005; (Perr et al., 2006):

e Fitoextraccion: proceso en el cual se usan plantas para acumular contaminantes

del suelo en sus tejidos.

o Fitodegradacion: se basa en el uso de plantas que puedan destoxificar

contaminantes organicos.



e Rizofiltracién: consiste en que las raices de las plantas con alta tasa de
crecimiento y area superficial absorban, concentren o precipiten metales
provenientes de efluentes contaminados.

e Fitovolatilizacion: los contaminantes, como el mercurio y el selenio, son
transportados de la raiz a las partes aéreas y ahi son volatilizados en formas
menos toxicas o menos peligrosas.

e Fitoestabilizacion: es el uso de plantas que puedan estabilizar, lignificar o
humificar (formacion de un complejo entre una sustancia organica o mineral con
un acido humico) los elementos contaminantes en el suelo.

e Fitoestimulacion: en este caso las plantas liberan sustancias que estimulan el
crecimiento de los microorganismos de la rizosfera capaces de degradar los
contaminantes presentes en el suelo.

La eleccion de cualquiera de estas tecnologias depende de la concentracion y
caracteristicas de los contaminantes, asi como de las propiedades de las plantas (Pilon-
Smits, 2005). Sin embargo, en cualquiera de sus variantes, la fitorremediacion es
menos costosa, ambientalmente no destructiva y en algunos casos ofrece la
posibilidad de recuperar el metal (Clemens ef al., 2002; Yang et al., 2005).

Aunque la fitorremediacion parece ser una estrategia prometedora en la remediacion de
suelos y agua, hay que tener en cuenta que también tiene algunas desventajas que
pueden ser una limitante para alcanzar el éxito en el proceso de remediacion en campo
(Clemens et al., 2002), por ejemplo:

i) La mayoria de las plantas presentan crecimiento lento o su produccion de biomasa es
baja.

i1) En algunos casos no desarrollan un sistema radical profundo.

iii) No son tolerantes a altas concentraciones de contaminantes.



iv) Su capacidad para acumular grandes cantidades de contaminantes es baja La poca
biomasa de algunas plantas hiperacumuladoras es una de las grandes limitantes para que
los proyectos de fitorremediacion en campo sean totalmente exitosos, por lo que es
necesario plantear alternativas biotecnoldgicas que nos permitan incrementar la biomasa

de estas plantas.

1.2.4 Metales pesados, sus efectos en la salud y los ecosistemas

La caracteristica principal que define a un metal pesado es que debe tener una
densidad mayor a 6g /cm® (Alloway, 1995), sin embargo, existen muchas otras
definiciones basadas en el peso atomico, una de ellas dice que el término de metales
pesados es usado para denotar a aquellos metales con gran masa atémica, especialmente
los metales de transicion que no son asimilables por los seres vivos, como el mercurio,
el cadmio o el plomo. Otra definicion para los metales pesados se basa en sus
propiedades quimicas, ésta los clasifica como cualquier metal que reacciona facilmente
con dithizona (C¢HsN).Existen otras definiciones en términos del nimero atémico, otras
que solo se basan en la toxicidad del metal y otras no tienen una base quimica (Duffus,
2002). Estos elementos son muy comunes en la naturaleza, 53 de los noventa elementos
que ocurren de forma natural en el ambiente son metales pesados (Benavides, et al.,
2005), pueden presentarse en varios estados de oxidacion, un buen ejemplo es el cromo
que lo podemos encontrar en la naturaleza en estado trivalente (elemento esencial) o en
estado hexavalente (muy toxico). Algunos de ellos como el zinc, el cobre, el cobalto o el
niquel son micronutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas. Sin embargo,
en altas concentraciones pueden causar dafios a los organismos que estan en contacto
con ellos, por ejemplo, en humanos pueden causar enfermedades desde dermatitis hasta

cancer. En plantas se ha observado un aumento en la peroxidacion de los lipidos, dafio



al DNA, y la oxidacion de grupos sulfhidrilo de proteinas (Taiz y Zeiger 1998).
Ademas, los iones de los metales pesados se unen con facilidad a enzimas provocando
una disminucién en su actividad, pueden también causar dafio oxidativo a los tejidos de
las plantas o disminucién en el contenido de clorofila de la hoja (Gallego et al., 1996;
Duruibe et al., 2007).

Ejemplos de metales pesados toxicos son el plomo, mercurio, cromo, cobre,
cadmio, zinc y niquel, estos son considerados por la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) de los Estados Unidos como los metales mas peligrosos en la lista de
contaminantes prioritarios. En los tltimos afios se ha incrementado considerablemente
el uso de cobre, cadmio y zinc (Mulligan ez al. 2001); por lo que es necesario encontrar

alternativas eficientes para eliminar estos contaminantes de los ecosistemas.

1.2.5 Usos y efectos del cadmio y el zinc

Dos de los metales mas comunes en la naturaleza son el zinc y el cadmio. El zinc es
un micronutriente esencial para las plantas (Taiz y Zeiger, 1998), es el segundo metal de
transicion mas abundante, se encuentra de forma natural en sus tejidos en
concentraciones de entre 15y 100 pg g ' de biomasa seca. Sin embargo, cantidades mas
altas son toxicas para la mayoria de las plantas, causando inhibicion del crecimiento de
la raiz, clorosis (Kramer, 2005), reduccion del crecimiento del tallo y de las hojas, entre
otras cosas. Estos sintomas pueden ser causados por que la planta pierde su capacidad
de producir suficientes cantidades de auxina (hormona presente de forma natural en las
plantas que regula procesos como el tropismo la elongacion celular, la diferenciacion
vascular, la division celular y la ramificacion lateral (Taiz y Zeiger, 1998). Para los
humanos el zinc también es un elemento importante, es cofactor de mas de 300 enzimas.

Sin embargo la ingestion en exceso de este metal, puede causar entre otros trastornos:



anemia, decremento en los niveles de colesterol, induce la deficiencia de cobre
(promueve la sintesis intestinal de metalotionina de cobre), inmunotoxicidad, efectos
gastrointestinales, resequedad e irritacion de la garganta, dolor de cabeza, fiebre y
resfriados (EPA, 2005).

La fuente antropogenea de zinc es de 20 a 1 con respecto a la fuente natural o
geogénea, ya que se emplea en el galvanizado de acero y en la metalurgia de metales
preciosos, para separar la plata del plomo. Es resultado de la combustion del petrdleo y
del desperdicio de fertilizantes fosfatados; solo con la industria minera se emitieron 10
000 toneladas de Zn por afio durante los tltimos 200 afos (Broadley et al., 2007). Se
considera que un suelo esta contaminado con zinc cuando se excede la concentracion de
150 ppm (Mulligan et al., 2001).

Un aspecto de suma importancia en la fitorremediacion es la disponibilidad del
metal para las plantas y depende de las caracteristicas del suelo. Por ejemplo, el
contenido de la materia organica, el tamafio de las particulas del suelo o el pH, siendo
este ultimo el factor fisico-quimico mas importante; en valores de pH écidos el zinc es
mas biodisponible debido a la solubilidad de coloides minerales y organicos (Mulligan

et al., 2001).

El cadmio es un metal pesado no esencial para las plantas (Taiz y Zeiger, 1998). La
concentracion de este metal en suelos no contaminados, debe ser menor a 1 pg g’
(Mulligan et al., 2001), pero actualmente se puede encontrar en altas concentraciones
debido a su produccién en estaciones termoeléctricas, en la industria metalurgica, en la
fabricacion de pigmentos, en pilas de cadmio-niquel, en fertilizantes fosfatados y como
estabilizador de plasticos como el PVC (Hansen y Lassen 2003). Sin embargo, la fuente

mas importante de descarga de cadmio al medio ambiente es la quema de combustible



fosil, en la incineracion de basura y cal fundir rocas para extraer zinc o plomo
(Benavides et al., 2005). Ademas, este metal es relativamente soluble en agua por lo que
se encuentra en forma biodisponible, especialmente en valores de pH bajos entre 4.5 a
5.5 (Hansen y Lassen 2003 y Mulligan et al., 2001).

Se sabe que el cadmio puede causar varias enfermedades en humanos, en
exposiciones cortas dermatitis, y con la exposicion cronica, dafio renal y posiblemente
cancer de pulmén (Yang ef al., 2005, Hansen y Lassen, 2003). Las principales formas
de intoxicacion en humanos con este metal son: el consumo de alimentos y agua
contaminados con cadmio, asi como el fumar tabaco.

En plantas, se ha visto que el cadmio afecta la apertura de estomas y la
transpiracion, inhibe a la enzima Fe III reductasa, con lo que se alteran los procesos de
fotosintesis. También causa alteraciones en la membrana plasmatica inducidas por la
peroxidacion de los lipidos, puede ademas reducir la actividad de enzimas involucradas
en la fijacion de CO;, etc. (Benavides et al., 2003). La absorcion de cadmio por las
raices parece estar en competencia por las mismas proteinas transmembranales para
nutrientes como potasio, calcio, magnesio, hierro entre otros (Benavides et al., 2005).

Debido a los diversos efectos nocivos de metales pesados en exceso como el cadmio
y el zinc en la salud humana y en general de los seres vivos, se hace necesario el uso de
nuevas tecnologias, por ejemplo, aquellas basadas en especies vegetales con el
propodsito de remediar ambientes contaminados de manera eficiente y econdémica. En
este trabajo se usaron plantas de la especie Arabidopsis halleri ya que anterirmente se
demostré que es una de las especies capaces de acumular grandes cantidades de cadmio

y zinc en el brote y en la raiz (Bert et al., 2000; Zhao et al., 2000).



1.2.6 Plantas hiperacumuladoras de metales

Existen especies vegetales que pueden tolerar concentraciones altas de metales
pesados, pero existen algunas que ademas tienen la capacidad de acumular metales en
sus tejidos en elevadas concentraciones sin presentar efectos de toxicidad, por lo que
son llamadas plantas hiperacumuladoras. Entonces, una planta es considerada
hiperacumuladora de metales, si creciendo en su habitat natural tiene una elevada
concentracion de metales en sus tejidos aéreos, (Reevs y Baker, 2000). La
concentracion que pueden acumular varia dependiendo del metal. En la Tabla 1 se
enlistan algunas de las 400 especies vegetales hiperacumuladoras que se conocen, asi
como la concentracion minima del metal que deben acumular para ser consideradas

hiperacumuladoras.

Tabla. 1. Especies vegetales hiperacumuladoras de metales, los metales que acumulan y la
cantidad minima de metal en sus tejidos aéreos para ser considerada especie hiperacumuladora
(Prassad y Freitas, 2003; Barcel6 y Poschenrieder, 2003).

Cantidad minima que define a
. la planta como
Especie Metal que acumula )
hiperacumuladora, pg/g
(Peso seco)
Thiaspi goesingense Niquel >1000
Thiaspi rotundifolium Plomo >1000
Thlaspi caerulescens Niquel, zinc >1000; 10,000
Berkheya codii Niquel >1000
Alyssum pterocarpum Niquel, zinc y magnesio >1000; 10,000
Alyssum bertholini Niquel >1000
Arabidopsis halleri Cadmio y zinc >100; 10,000




1.2.7 Mecanismos de tolerancia a metales y su bioacumulacion en
plantas

Las plantas hiperacumuladoras de metales tienen varios mecanismos para lograr el
almacenamiento de metales en sus tejidos, estos mecanismos van desde la movilizacion
y captura del metal a partir del suelo, la compartamentalizacion y secuestro dentro de
las raices, la transferencia al xilema, la translocacion del metal de las raices a la parte
aérea, hasta el almacenamiento en estructuras especializadas como las vacuolas
(Clemens et al., 2002; Broadley et al., 2007). Se explica brevemente en que consiste
cada uno de estos mecanismos:

e Movilizacion y captura del metal: se cree que la acidificacion de la rizosfera y la

liberacion de carboxilatos ayudan a aumentar la biodisponibilidad de metales.
Los microorganismos presentes en la rizosfera y las asociaciones simbidticas
(micorrizas), también contribuyen a incrementar la disponibilidad de los metales
para las plantas y por tanto aumentar su acumulacion (Clemens et al., 2002).

e Secuestro del metal en las raices: una vez que el metal esta disponible, es
adsorbido por la pared de las células de la raiz, después es transportado al
interior de la misma (Clemens et al., 2002).

e Translocacion del metal: una vez en las células de la raiz. Los metales se unen a
compuestos como la histidina, la nicotiamina o los citratos. Después son

transportados por proteinas transportadoras de membrana al xilema. Pero cuando



los metales se unen a las fitoquelatinas, predominantemente quedan
almacenados en los tejidos de la raiz (Clemens et al., 2002).

e Secuestro y almacenamiento en las células de la hoja: el almacenamiento del
exceso de metales se da en la vacuola de las hojas, sin embargo, la distribucion
de los metales en la planta varia segun la especie y el estadio en que se encuentre
(en pleno crecimiento, floracion, generacion de frutos) (Clemens et al., 2002).

Todos estos procesos estan regulados por varios mecanismos a nivel fisiologico y
bioquimico. Zhao y colaboradores en el afio 2000, estudiaron la capacidad de 4. halleri
para tolerar y acumular zinc y encontraron que el zinc puede unirse a acidos
carboxilicos como el 4cido citrico y malico, disminuyendo asi el caracter toxico del
metal, también se ha demostrado que 4. halleri, es capaz de acumular cadmio a través
de la via de transporte del zinc, aunque la capacidad de destoxificar cadmio se ve
disminuida (Zhao et al., 2006).

También se ha demostrado que la proteina, conocida como MTP3 (METAL
TOLERANCE PROTEIN 3) interviene en el secuestro sub-celular de zinc y contribuye
a la tolerancia basica de A. thaliana a este metal y que se expresa en cantidades mayores
en células epidérmicas y del cortex de la raiz, lo que sugiere que esta proteina protege a
la planta por la exclusion del zinc de los brotes (Arrivault ef al., 2006). Ademas plantas
de Arabidopsis que sobre expresan una proteina llamada ZAT (ZINC TRANSPORTER
de A. thaliana), también llamada MTP1 (METAL TOLERANCE PROTEIN 1), pueden

tolerar concentraciones altas de zinc y acumularlo en sus tejidos (Clemens et al., 2002).



1.2.8 Arabidopsis halleri

Arabidopsis halleri, también conocida como Cardaminopsis halleri, pertenece a
la familia Brassicaceae. Es una planta herbacea montafiosa perenne de 20 a 65 cm. de
altura, que se propaga vegetativamente por estolones y es polinizada por un amplio
grupo de insectos. Florece tinicamente en verano de junio a agosto. Esta especie crece
preferentemente en suelos arenosos y oligotroficos y se le puede encontrar en el centro y

este de Europa hasta el norte de Rusia, en Japon y al norte de Taiwan. Es una especie

diploide (2n=16) (www.efloras.org, 2007). Ademas se sabe que las poblaciones de esta
especie son capaces de tolerar y acumular altas concentraciones de cadmio y zinc (>
1% y 0.1 % de la materia seca, respectivamente) (Bert et al., 2000, Bert et al., 2002
Bert et al., 2003).

En este estudio se eligid trabajar con A. halleri porque es una buena
hiperacumuladora de cadmio y zinc, dos de los metales mas comunes en los sitios
contaminados. Existen varios trabajos importantes sobre su capacidad de acumulacion
de estos metales, en comparacion con otras especies tiene una amplia distribucion
geografica y tiene cercania filogenética importante con A. thaliana, cuyo genoma esta
totalmente secuenciado. Aunque A. halleri es una buena hiperacumuladora de cadmio y
zinc, su biomasa es muy reducida. Una estrategia para solucionar este problema es
incrementar su biomasa a través de la induccion de raices pilosas con Agrobacterium

rhizogenes.

1.2.9 Induccion de raices pilosas por Agrobacteruium rhizogenes



La transformaciéon de plantas, en su mayoria dicotiledoneas, por la bacteria
Agrobacterium rhizogenes es un fenomeno que se presenta de manera natural. Esta
bacteria infecta y transforma plantas que han sufrido algin dafio mecanico (Pletsch et
al. 1999, Tzfira y Citovsky, 2002) y provoca una produccién masiva de raices con
numerosos pelos radicales, conocidas como raices pilosas (“hairy root”) (Shanks y
Morgan, 1999; Nilsson et al., 1997). A. rhizogenes es una bacteria fitopatogena, Gram-
negativa que vive en el suelo, se caracteriza por poseer un plasmido llamado Ri (“root
inducing”) de aproximadamente 200 Kb donde se encuentra la region de virulencia
(vir) y el llamado DNA de transferencia (T-DNA). Esta region tiene los genes
responsables de la formacion de raices pilosas y de la produccion de derivados de
azucares y proteinas llamados opinas. Cuando el T-DNA se incorpora el genoma de la
planta, las células comienzan a sintetizar opinas, aminoacidos bacterianos, que son
excretadas al ambiente para ser usadas por la bacteria como fuente de carbono y
nitrogeno (Madigan et al., 2001; Chi et al., 2004). Para que la infeccion tenga lugar, la
planta debe suftrir algun tipo de herida con lo que libera fenoles y azucares que son
reconocidos por la bacteria, y asi se adhiere a la célula huésped. Una vez en la célula
vegetal, proteinas codificadas por la region vir se activan y permiten la sintesis de una
cadena simple llamada cadena T a partir del T-DNA, formandose un complejo de
proteinas Vir, que actiian como puente que permite la transferencia de la cadena T desde
el citoplasma de la bacteria al de la célula vegetal. Una vez aqui, se forma un complejo
T maduro que es transportado del citoplasma al nucleo con ayuda de proteinas de la
célula vegetal. La integracion del complejo T esta mediado tanto por proteinas Vir como
por factores de la célula huésped (Tzfira y Citovsky, 2002; Zupan y Zambryski, 1995).
Hoy en dia este proceso que se da de forma natural es aprovechado con fines

biotecnoldgicos muy variados, por ejemplo, la obtencion de metabolitos secundarios.



1.2.10 Raices pilosas como modelo de estudio de la tolerancia a metales

y su bioacumulacion en plantas

Las raices pilosas tienen varias caracteristicas que las hacen muy utiles en
biotecnologia vegetal. Presentan crecimiento rapido, estabilidad genética y bioquimica,
crecen en medios de cultivo libres de hormonas y pueden ser propagadas facilmente, por
lo que son ampliamente usadas para la obtencion de metabolitos secundarios, y también
en la produccion de anticuerpos monoclonales y para regenerar plantas transgénicas
(Shanks y Morgan, 1999). Recientemente han sido propuestas como modelos de
investigacion y desarrollo de métodos de fitorremediacion como: la fitotransformacion,
la fitoestimulacion, la rizofiltracion y la fitoextraccion, debido a que las raices también
acumulan metales (Pletsch et al., 1999). Ya que se ha demostrado que Arabidopsis
halleri (Bert et al., 2000 y Zhao, et al., 2000) es una planta tolerante e
hiperacumuladora de cadmio y zinc y la induccion de raices pilosas incrementa
considerablemente la biomasa (Lugo-Rodriguez, 2007), una caracteristica necesaria en
procesos de fitoremediacion. En este trabajo se usa la raiz transformada de 4. halleri

con A. rhizogenes para probar su potencial de tejido acumulador de zinc y cadmio.

2. ANTECEDENTES

Existen numerosos trabajos a nivel genético, molecular, fisioldgico, bioquimico,
e incluso a nivel de campo, acerca de la capacidad de Arabidopsis halleri de acumular
cadmio y zinc en sus tejidos (Bert ef al., 2000; Bert et al., 2002; Kramer, 2005; Sarret,

et al., 2002; Zhao, et al., 2000 Zhao, et al., 2006; McGrath et al., 2006). Sin embargo,



actualmente no hay trabajos que evaluen la capacidad de acumulacion de metales de las
raices de forma individual y tampoco hay literatura que hable de la induccion de raices
pilosas (hairy roots) con 4. rhizogenes y su comportamiento en presencia de metales. En
este trabajo se hace la transformacion de 4. halleri para inducir raices pilosas con el
proposito de aumentar la biomasa de las raices.

Actualmente existen muchos trabajos donde se han establecido cultivos de raices
pilosas de especies vegetales con el objetivo de producir metabolitos con interés
comercial como antimicoéticos, perfumes, tranquilizantes etc. (Shanks y Morgan, 1999),
pero son pocos los reportes de cultivos de raices pilosas de especies vegetales con fines
de fitorremediacion. Por ejemplo, Agostini y colaboradores en 2003 establecieron
exitosamente cultivos de raices pilosas de Brassica napus y probaron su capacidad de
remover el 2,4-diclorofenol en soluciéon, compuesto orgénico altamente toxico. Ellos
encontraron que en una hora se obtenia la maxima eficiencia de remocion. Nedelkoska y
Doran en 2000, establecieron cultivos de raices pilosas y analizaron la capacidad de
Thlaspi caerulescens de acumular cadmio. Ellos reportaron que ésta especie es capaz de
acumular altas concentraciones de cadmio creciendo en el medio de cultivo y
observaron que la absorcion se daba en los primeros 30 min. Posteriormente en 2001, en
este grupo determinaron la capacidad de cultivos de raices pilosas de tres especies del
género Alyssum para acumular niquel en sus tejidos y encontraron que las especies son
capaces de tolerar y acumular niquel, en altas concentraciones independientemente de la
parte aérea, siendo Alyssum bertolonii la mas eficiente.

Dada la poca informacion que se tiene acerca de los cultivos de las raices pilosas
de especies hiperacumuladoras y su potencial de acumulacion de metales pesados asi

como su resistencia a altas concentraciones de metales, es necesario estudiar y conocer



mas acerca de los cultivos de las raices pilosas de especies hiperacumuladoras de

metales.



3. JUSTIFICACION

Plantas de A.halleri pueden acumular grandes cantidades de cadmio y zinc. Sin
embargo su biomasa es poca, asi como la extension de sus raices. Es por eso que en este
trabajo se recurre a la transformacion genética de la planta con Agrobacterium
rhizogenes, para obtener raices pilosas como una alternativa para incrementar la
biomasa de la raiz (Eapen y D’Souza, 2005) y probar que los cultivos de raices pilosas
de esta especie pueden tolerar y acumular cadmio y zinc independientemente del resto
de la planta.

Los cultivos de raices pilosas son una buena alternativa como modelo de
fitorremediacion pues la mayoria de las especies hiperacumuladoras que se conocen
hasta el momento entre ellas 4. halleri no pertenecen a la flora actual de México, por lo
que no pueden ser cultivadas en campo abierto.

El establecimiento de cultivos de raices pilosas como filtros bioldgicos parece ser
una buena alternativa tecnoldgica con fines de fitorremediacion, sin embargo es
necesario tener mas informaciéon acerca de su comportamiento en presencia de altas

concentraciones de metales.

4. HIPOTESIS

El cultivo de las raices pilosas de Arabidopsis halleri mantienen la capacidad de
crecer en presencia de altas concentraciones de Cd y Zn asi como la capacidad de

acumularlos en cantidades significativas.



5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la supervivencia y el crecimiento de las raices pilosas de Arabidopsis
halleri en presencia de sales de cadmio y zinc de manera individual, asi como

determinar su tolerancia a estos metales y tasa de bioacumulacion.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

e Inducir raices pilosas con Agrobacterium rhizogenes en A. halleri.y propagarlas
en cultivo in vitro.

e Analizar el crecimiento de las raices pilosas de A. halleri en medio de cultivo
con altas concentraciones de cadmio y zinc y sin la adicion de estos metales.

e Establecer cudles son las concentraciones maximas de cadmio y zinc en el medio
de cultivo que permiten el crecimiento de las raices pilosas de A. halleri.

e Determinar el coeficiente de bioacumulacion de metales de los cultivos de raices

pilosas de A. halleri



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material bioldgico

Se usaron semillas de Arabidopsis halleri del ecotipo Arabidopsis halleri spp.
halleri (donada por Pierre Saumitou-Laprade, Universidad de Lille, Francia). Para la
induccion de raices pilosas se us6 la cepa de tipo silvestre A4 de Agrobacterium

rhizogenes.

7.2 Esterilizacion de las semillas

Las semillas del ecotipo de A. halleri se esterilizaron durante 10 minutos en
una solucionpreparada con cloro comercial (hipoclorito de sodio 6 %) al 20 %,
suplementado con 0.08 % de triton X-100. Posteriormente se lavaron 4 veces con agua
destilada estéril durante 10 minutos y se almacenaron en cajas de Petri con agua estéril a

4° C durante 2 dias.

7.3 Condiciones de crecimiento

Las semillas esterilizadas se sembraron en cajas de Petri con medio s6lido MS
(Murashige & Skoog, medio basal modificado, pH ajustado 5.7) al 0.2 X con 1 %
sacarosa y 0.8 % de agar. Las plantas se cultivaron en cajas orientadas verticalmente a
22° C y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Después de 15 dias,
las plantulas se trasplantaron a frascos con el mismo medio de cultivo, para obtener
plantas mas grandes y usar explantes de hoja y peciolo para la transformacion con A.

rhizogenes.



7.4 Induccion de raices pilosas

La bacteria Agrobacterium rhizogenes se inoculd en medio YM liquido pH 7
(Apéndice I), con 50 pg/ml de rifampicina, el cultivo se mantuvo por 48 hrs en
agitacion orbital a 120 rpm. Se midio6 la densidad del cultivo bacteriano, con ayuda de
un espectrofotometro y se registré la absorbancia a 600 nm, siendo el intervalo 6ptimo
para la transformacion 0.5-0.8 D.O. (1x10° a 1x10® células por ml), ya que se ha visto
que en esta densidad se obtienen mejores resultados en la transformacion de las plantas
por la bacteria (Chavez et al., 2003). Cuando la densidad del cultivo bacteriano se
encontraba en el intervalo optimo (48 hrs. de cultivo), se comenzo la transformacion de
las plantas.

La transformacion de 4. halleri consistio en cortar explantes (hojas y peciolos)
de las plantas completas y hacer en ellas pequefias incisiones. Los explantes con heridas
se incubaron en 20 ml del cultivo bacteriano durante 40 min. Transcurrido este tiempo
los explantes fueron retirados del cultivo bacteriano y sin hacer lavados se colocaron en
cajas de Petri con medio MS 1X y 1% de sacarosa, en condiciones de oscuridad a 22° C,
durante 2 dias, con el objetivo de mantener el co-cultivo. Al término de este tiempo los
explantes se lavaron con una solucion de agua destilada y cefotaxima 50 pg/ml y se
traspasaron a cajas de Petri con medio MS 1X con 3% de sacarosa, 0.8 % de agar y
cefotaxima (400 pg/ml). Después de dos semanas aproximadamente, las raices que
emergieron de los explantes se cortaron y se traspasaron a cajas de Petri con MS 1X con
3% de sacarosa, 0.8 % de agar y cefotaxima (400 pg/ml). Fue necesario cambiar el
cultivo de raices a una caja con medio nuevo al menos en tres ocasiones antes de
confirmar la transformacion a través del analisis de PCR, esto con el objetivo de

asegurar la eliminacion total de la bacteria y asi evitar falsos positivos.



7.5 Confirmacion del genotipo transformado

Para asegurar la naturaleza transformada de la raiz pilosa de A. halleri se
recurri6 al analisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y asi se verifico que el
T- DNA de la bacteria se integr6 al genoma de la planta. Para poder llevar a cabo este
andlisis se extrajo DNA gendmico de las raices siguiendo el protocolo de extraccion
con CTAB 2x (Apéndice II) (Lukowitz, et. al. 2000). El tejido de raices necesario para
la extraccion se obtuvo en condiciones de esterilidad para permitir que el cultivo
continuara creciendo y en caso de estar transformada empezar su propagacion en medio
de cultivo liquido.

En este caso se usaron los oligonucledtidos ro/ Bl y rol B2 (5'-
ACTATAGCAAACCCCTCCTGC-3 y 5'-TTCAGGTTTACTGCAGCAGGC-3") para
amplificar un fragmento de 652 pb del gen ro/B de A. rhizogenes (Bonhomme et al.
2000) La reaccion de PCR se realizd en un volumen de 25 pl de reaccion: MgCl, 3 mM,
dNTPs 0.2 mM, oligo rol Bl 50 pM, oligo rol B2 50 pM, amortiguador 1x, ADN
polimerasa (Taq pol) 1 U/ul, H;O mili Q 18 pl, y 1pl de DNA genémico. La reaccion de
PCR se llevo a cabo en el termociclador (Techne Genius ®) durante 30 ciclos, por 1.30
minutos a una temperatura de 94°C para desnaturalizar el DNA, a 63° C por 1.30
minutos para alinear el DNA y a 72° C por 2 minutos para la amplificacion del
fragmento ro/B. Los productos de la amplificacion se observaron por electroforesis en
un gel de agarosa al 1.4%. El gel se prepar6 usando amortiguador TBE 1X (Apéndice
IIT) que también se uso en la camara de electroforesis. Se usé un marcador molecular de
1 Kb(Invitrogen ™). El gel se corrié a 58 mili Amper durante 50 minutos y se tifio con

bromuro de etidio. Los resultados se observaron con ayuda de un transluminador UV.



7.6 Cultivo de raices pilosas

Los cultivos de raices que si estaban transformadas se subcultivaron en cajas de
Petri con medio s6lido MS 1X suplementado con 3 % de sacarosa, 0.8 % de agar y
cefotaxima (400 pg/ml).

Posteriormente, una parte del cultivo en medio solido se traspasd a matraces
Erlenmeyer con 50 ml de medio liquido MS 1X con 3 % de sacarosa y cefotaxima
(400pg/ml), para evitar que la bacteria proliferara de nuevo y asi evitar una posible
contaminacion. Los cultivos se mantuvieron en condiciones de oscuridad y en agitacion

orbital (100 rpm) a 21° C.

7.7 Exposicion a cadmio y zinc

Los cultivos de raices pilosas de A. halleri fueron expuestos a diferentes
concentraciones de cloruro de cadmio (CdCl,) y sulfato de zinc (ZnSO47H,0) (250,
500, 1000 y 2000 uM), que son hasta 489 (2000 uM) veces (Cd) y 64 (2000 uM) veces
mas de zinc con respecto al limite maximo permitido en México para el deshecho de
estos metales (0.75 mg/ml para cadmio y 9 mg/ml para zinc) establecidas en la NOM-

002-ECOL-1996.

7.8 Analisis de supervivencia del meristemo apical

Con el objetivo de determinar la concentracion maxima de metales donde el

cultivo de raices pilosas presenta la mayor supervivencia, se seleccionaron para cada



replica 50 raices de un subcultivo de raices pilosas de siete dias de crecimiento (tres
replicas) en medio MS 1X con 3% de sacarosa sin reguladores de crecimiento en
oscuridad, suplementado con 250, 500, 1000 y 2000 uM de sulfato de zinc ZnSO47H,0
y cloruro de cadmio CdCl,, (Bert et. al.,, 2002 y Zhao et. al., 2000), incubado a 21° C y
en agitacion orbital a 100 rpm.

Las raices seleccionadas se mantuvieron durante 20 min. en una solucién de
CFDA (6-carboxifluorecseina diacetato) 5 ug/ml (Goodall y Jonson, 1982). Después se
lavaron con agua destilada para retirar los excesos del fluorocromo posteriormente, se
montaron en portaobjetos con un poco de agua y se observaron en el microscopio de
epiflorescencia a una longitud de onda de 488 nm, usando el objetivo 20x. Fueron
analizados los meristemos apicales de las raices laterales.

Se eligio este fluorocromo porque entra libremente en las células, y solo en
aquellas que estan vivas se da una conversion enzimatica donde las esterasas
intracelulares hidrolizan el CFDA provocando la conversion a un fluoréforo hidrofilico
(Duane et al., 1986). Entonces, las células que estan muertas no presentan fluorescencia

pues no hay produccion de estas esterasas que hidrolizan el CFDA.

7.9 Velocidad relativa de crecimiento

Para estimar la velocidad relativa de crecimiento (VRC) de cultivos de raices

pilosas se uso la siguiente ecuacion descrita en Chiariello y colaboradores (1989):

IHWQ - an1

VRC=

th -1t



Donde:

W, = Peso final del cultivo.
W, = Peso inicial del cultivo.
t; = Tiempo inicial.

t, = Tiempo final.

Para poder obtener los datos de peso seco al inicio del cultivo (W) se
pesaron 0.5 g (£ 10%) de tejido fresco (5 réplicas). Se secaron durante 7 dias a 62° C, y
se registro el peso seco para cada replica, el promedio de estos datos fue considerado
como W, para todos los experimentos de VRC. Para pesar las raices al inicio del cultivo
se retird el exceso de medio, colocando cada cultivo entre dos circulos de papel filtro
estéril durante 30 segundos. Los fragmentos se pesaron en cajas de Petri, conservando
las condiciones de esterilidad (Lugo-Rodriguez, 2007).

Los fragmentos (0.5 g + 10%) obtenidos de un cultivo de raices pilosas de 28
dias de crecimiento se subcultivaron en un matraz de 250 ml con 50 ml de medio
liquido MS 1x con 3% de sacarosa y sin reguladores de crecimiento (3 réplicas para
cada concentracion), en las mismas concentraciones establecidas para el analisis de
supervivencia, es decir, 250, 500 1000 y 2000 uM para zinc y cadmio por separado y el
cultivo control, sin exceso de metales.

Los cultivos se mantuvieron durante 21 dias creciendo en oscuridad a 21°C y en
agitacion orbital a 100 rpm y al término de éste tiempo se secaron durante 7 dias a 62° C

y se registro el peso seco en gramos (W>).



7.10 Recopilacion de los parametros celulares

Como parametros para determinar si existian diferencias en el crecimiento de la
raiz de cultivos creciendo en diferentes concentraciones de cadmio, zinc y entre
aquellos cultivos que crecieron sin exceso de metales, se determin6 la densidad de
raices laterales y el tamafio de células maduras del cortex, con base en el método
descrito por Dubrovsky et al. (2006). Se analizaron cultivos de raices pilosas de A.
halleri que crecieron en medio MS 1X con 3% de sacarosa, suplementados con cadmio
y zinc y el control sin exceso de metales, y se incubaron en oscuridad a 21°C en
agitacion orbital a 100 rpm, durante 14 dias ya que es en este tiempo donde se registra
un crecimiento exponencial del cultivo (Lugo-Rodriguez, 2007). Este analisis nos ayudo
a entender como la formacion de organos laterales afecta la produccion de biomasa y
que procesos de crecimiento de las raices pilosas estan afectados bajo el tratamiento con

metales.

7.11 Método de aclaracion de las raices

Para poder analizar la densidad de primordios y raices laterales y la longitud de
las células maduras del cortex, se seleccionaron 50 raices de los cultivos de raices
pilosas; se eligieron las siguientes concentraciones para este analisis: sin exceso de sales
de metales, 500 y 1000 uM. No se pudo seleccionar raices que crecieron en la
concentraciéon mas alta verificada (2000 pM), debido a que eran demasiado cortas para
poder separarlas.

Las raices seleccionadas debian de tener las siguientes caracteristicas: raices con

meristemo vigoroso, es decir aquellas que no presentan pelos cerca de la punta y con



raices laterales menores a Smm. Estas raices se colocaron en cajas con medio MS 1x y
1% de sacarosa durante 24 h, las cajas permanecieron en un cuarto de crecimiento en
oscuridad a una temperatura de 25°C, en posicion vertical (Lugo-Rodriguez, 2007).
Sélo aquellas raices que crecieron durante este tiempo fueron fijadas con una solucion
de paraformaldehido 2% en PIPES 0.025 M (Apéndice IV), durante 24 h. Después de
tres lavados (15 min. cada uno) con PIPES 0.1M las raices se aclararon usando el
método descrito por Malamy y Benfey (1997). Este método consiste en mantener las
raices en una solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.24 N en metanol al 20 %
(Apéndice V) durante 60 min. a 62° C. Pasado el tiempo se retird esta solucion y se
afiadié una solucion bésica de hidroxido de sodio (NaOH) al 7% en etanol al 60%
(Apéndice VI). Las raices se incubaron en esta solucion durante 20 min. a temperatura
ambiente. Finalmente se retir6 esta solucion y se rehidrataron con etanol al 40%, la
solucion se cambio por etanol al 20% y después al 10% y sin retirar se afiade glicerol al
50 %. Las raices pueden permanecer de 1 a 4 dias en cada solucion de rehidratacion.
Una vez terminado el tratamiento las raices fueron montadas en portaobjetos con
glicerol al 50% y analizadas por microscopia de contraste diferencial de interferencias

(Nomarski), usando el objetivo de 40x, en un microscopio optico invertido (Zeiss).

7.12 Longitud de las células maduras del cortex

Para determinar si el crecimiento de las raices pilosas esta influenciado por la
elongacion de las células de la raiz y si €sta elongacion se ve afectada por la presencia
de altas concentraciones de cadmio y zinc se midieron las células del cortex
completamente elongadas. Se analizaron 10 raices y para cada una se midi6 la longitud
en micrometros (UM) de 10 células del cortex, en la zona de diferenciacion de la raiz

(zona de la raiz cubierta de pelos radicales). La medicion se realiz6 a partir de la quinta



célula inmediatamente después de observar las ornamentaciones caracteristicas del

protoxilema diferenciado.

7.13 Densidad de primordios y raices

Otro parametro que nos ayuda a entender el crecimiento de la raiz es la densidad
de primordios (P) y raices laterales (R). El analisis consistido en seleccionar raices
pilosas de aprox. 2 cm de longitud, es importante mencionar que no se eligié la raiz
primaria puesto que seria muy dificil identificarla en el cultivo, dado el nimero
excesivo de raices y su consecuente aglomeracion. . La densidad de P y R, se estimd
como el nimero de primordios y raices laterales presentes en la raiz entre la longitud a

partir del primer primordio mas cercano a la punta de ésta (Dubrovsky et al., 2000).

P Fig. 1. Esquema que representa la forma en que

mm a fueron colectados los datos de densidad de p y .
(a) longitud de la raiz a partir del primer primordio
mas cercano a la punta de la raiz.




7.14 Evaluacion de bioacumulacion de cadmio y zinc

7.15 Exposicion a Cd y Zn

Para determinar la cantidad de zinc y cadmio acumulado en los tejidos de raices pilosas,
se pesaron 0.5 g (peso fresco) de raices pilosas de A. halleri, para ser cultivados en
medio liquido MS 1x con 3% de sacarosa sin reguladores de crecimiento y
suplementado con diferentes concentraciones de cloruro de cadmio (CdCl,) y sulfato de
zinc (SO4Zn), 250, 500, 1000 y 2000 uM y un cultivo control, sin exceso de metales. El
cultivo se mantuvo por 21 dias en condiciones de oscuridad y agitacion 100 rpm a 21°
C. Al término del cultivo las raices se lavaron con una solucion de CaCl, por 20 min.,
con el fin de eliminar los metales que quedaron adheridos a la superficie de la raiz
(Papoyan et al., 2007) y, se secaron durante 7 dias a 62 °C. Se midi6 el volumen de
medio de cultivo y se conservo para su posterior analisis. Pasado el tiempo de secado de
las raices, se registrd el peso seco de todos los cultivos en una balanza analitica

(Sartorius).

7.16 Digestion del material vegetal

Las raices secas y pesadas se colocaron en vasos de precipitados de 100 ml y se
agregd 10 ml de la mezcla de acido nitrico (HNO3) y acido perclorico (HCLO4) en una
relacion 5:1 v/v. Se llevd a cabo una digestion abierta en parrillas de calentamiento a
una temperatura de 80-120 °C hasta alcanzar la sequedad de las muestras.

Posteriormente el material se resuspendié con acido nitrico al 5% (Papoyan et al., 2007)



y se llevo a un volumen final de 50 ml en un matraz volumétrico y se conservaron en

frascos de polipropileno de 50 ml

7.17 Determinacion de Cd y Zn total en los cultivos de raices pilosas

Las concentraciones de cadmio y zinc total tanto de los cultivos de raices como
del medio donde crecieron, fueron determinadas con un espectrofotometro de absorcion
atomica (Perkin-Elmer instruments® modelo MHS-10), por la técnica de flama. El
espectrometro se calibré con un estandar certificado de zinc y cadmio. Los resultados se
usaron para determinar el coeficiente de bioacumulacion de las raices pilosas usando la

siguiente ecuacion:

Cantidad del metal en el tejido

Coeficiente de bioacumulacion = -
Cantidad del metal en el

medio al inicio del cultivo

7.18 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente con la prueba de ANOVA. En el caso
de haber diferencias significativas se hizo la prueba de Tukey. Se usé el programa

STATISTICA.



8. RESULTADOS

8.1 Transformacion de A. halleri con A. rhizogenes

Con el objetivo de incrementar la biomasa de las raices de 4. halleri, se hizo la
transformacion de las plantas con A. rhizogenes. La transformacion se obtuvo de manera
exitosa. Como se muestra en la Fig. 2, después de tres semanas de cultivo, las hojas
permanecen verdes y turgentes. Las raices emergen de las incisiones hechas tanto de la
lamina como del peciolo de las hojas. Fenotipicamente se observd que las raices
presentaban un numero excesivo de pelos radicales, caracteristica principal de las raices
pilosas.

Las raices que emergieron de las hojas se cortaron a los 3 6 4 dias después de
haber emergido o hasta que alcanzaron un tamafio considerable para que continuaran su
crecimiento en medio s6lido. Aunque estas raices presentaban el fenotipo de raices
pilosas, posteriormente se confirmo la insercion del T-DNA de la bacteria al genoma de

la planta por el analisis de PCR.



Fig. 2. Raices emergiendo de explantes (hoja y peciolo) de 4. halleri después de
haber sido expuestas a la bacteria (4. rhizogenes) y traspasadas a cajas de Petri
con medio MS 1x con 3% de sacarosa, agar 0.8 % y cefotaxima (400pg/ml).

8.2 Confirmacion del evento de transformacion

Con el proposito de asegurar que el T-DNA de A. rhizogenes estuviera presente en los
tejidos de A4. halleri, se hizo el analisis de PCR. Es importante decir que este analisis se
hizo para todas las raices provenientes de diferentes explantes después de haber sido
subcultivadas en al menos 4 ocasiones, para asi evitar el crecimiento de la bacteria, con
lo cual garantizamos que no hubo falsos positivos. En este caso se usdé un control
positivo correspondiente a DNA de un vector binario A4/pESC4, de 652 pb, como
control negativo se us6 DNA de raices que no sufrieron el evento de transformacion.
Como se ve en la figura 3, las bandas del DNA de las raices transformadas
corresponden a la banda del control positivo, lo que nos indica que el T-DNA de la

bacteria esta presente en las raices. Con lo cual aseguramos que se trata de cultivos de



raices pilosas. Con estos resultados, se puede decir que el protocolo usado para la
transformacion de plantas de A. halleri, es eficiente y no hay necesidad de probar otras
formas de transformacion ni el uso de inductores como la acetosiringona (compuesto

fendlico liberado por la planta como respuesta a una herida, que induce la activacion de

los genes vir).

Fig. 3. Confirmacion de la transformacion de los
tejidos de raices pilosas de A. halleri a través del
analisis de PCR. (CP) control positivo corresponde
a DNA de la bacteria, carril 1-5 muestras de DNA
de raices transformadas.

8.3 Cultivos de raices pilosas

Para poder iniciar todos los experimentos planeados fue necesario propagar las raices en
medio liquido. Una vez que se confirmo la integracion del T-DNA de la bacteria en las
raices se comenzd su propagacion en medio sélido y aproximadamente después de un
mes se contaba con el tejido suficiente para comenzar a propagar en medio liquido. El
crecimiento de las raices pilosas fue mas rapido cuando se encontraban en medio so6lido

que en medio liquido.



Se observo que los cultivos de raices pilosas detenian su crecimiento al
momento de comenzar su propagacion en medio liquido, sin embargo, 14 dias después

las raices crecian de manera favorable.

8.4 Analisis de supervivencia del meristemo apical

Con el andlisis de supervivencia del meristemo apical de la raiz, utilizando
CFDA (6-carboxifluorecseina diacetato) se conocid la concentracion maxima de sales

de cadmio y zinc que toleran los cultivos de raices pilosas de 4. halleri.
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El porcentaje de supervivencia de las raices sin exceso de metales es cercana a
70 % y se observo un decremento en la supervivencia del meristemo apical de las raices
pilosas al aumentar la concentracion de CdCl, (Fig.4). Hay diferencias significativas
con respecto al control (0 pM, P <0.05), cuando la concentraciéon es 500 pM o mayor
(53 % de supervivencia), pero cuando la concentracion de CdCl, aumenta (1000 y 2000
uM) no hay diferencias en la supervivencia de los cultivos que crecieron en estas

concentraciones de cadmio.
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Estos resultados sugieren que el efecto toxico del cadmio para las raices de A.
halleri, comienza en la concentracion de 500 puM. Sin embargo, parece que en
concentraciones de 1000 y 2000 pM las raices son capaces de tolerar el metal, sin
presentar mas efectos toxicos. Es necesario probar con concentraciones mas altas para
saber cual de estas tiene un efecto que impida completamente la supervivencia de los
cultivos de raices pilosas. Los resultados del porcentaje de supervivencia de los cultivos
de raices pilosas que crecieron en presencia de sulfato zinc, se presentan en la Fig.5. En
este experimento la supervivencia del control también se mantiene, cercana al 70 %. Se
observa el mayor porcentaje de supervivencia en los cultivos que crecieron en la
concentracion de 250 pM (75 %). Sin embargo, no hay diferencias significativas (P>

0.05) entre los cultivos que crecieron en las diferentes concentraciones (0, 250, 500,

1000 y 2000 pM).



8.5 Velocidad relativa de crecimiento

Para determinar la concentracion de cadmio y zinc mas alta, donde los cultivos
de raices continian su crecimiento se recurrio al analisis de velocidad relativa de
crecimiento (VRC). De forma cualitativa se observd que los cultivos que fueron
expuestos a las concentraciones mas altas de cadmio y zinc (1000 y 2000 uM), su
crecimiento disminuyo considerablemente y adquirieron un color café oscuro, sobre
todo mas fuertemente en aquellos cultivos que crecieron en presencia de cadmio.

Para los cultivos de raices pilosas que crecieron sin exceso de metales se
registrd un porcentaje de velocidad relativa de crecimiento (VRC) cercana a 8% (Fig. 6
y 7). Este porcentaje disminuyd al aumentar la concentraciéon de zinc. Cuando los
cultivos crecieron en medio de cultivo suplementado con cadmio se observo
macroscopicamente una disminucién considerable en el crecimiento de estos al ir
incrementando la concentracion del metal. Ademas, las raices presentaron un color café
que se intensifico en los cultivos que estuvieron expuestos a la concentracion mas alta
(2000 uM). Después de 21 dias de tratamiento con cadmio el crecimiento se mantuvo en
la concentraciéon de 250 puM igual, con respecto al control (9 %). Sin embargo, la
velocidad relativa de crecimiento disminuy6 al aumentar la concentracion de cadmio a
partir de la concentracion de 500 uM (7 %) (Fig.7). Hubo una reduccion significativa
(P< 0.05) en el crecimiento cuando las raices permanecieron en la concentracion de
1000 uM (1%). Sin duda el efecto mas notorio de la toxicidad del cadmio sobre el
cultivo de raices pilosas, se presentd cuando el medio tenia una concentraciéon de 2000
UM, donde incluso se detiene por completo el crecimiento. A partir de estos resultados
se sugiere que la concentracion mas alta donde los cultivos contintian su crecimiento es

1000 puM, aunque este crecimiento sea mas lento.
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Fig. 7. Velocidad relativa de crecimiento (VRC) de cultivos de
raices pilosas de 4. halleri (n= 6 cultivos independientes), después
de 21 dias de crecimiento en medio con ZnSO,. Letras diferentes
indica diferencias significativas con respecto al control. P< 0.05.
Media + E.E.

Sin embargo, cuando las raices pilosas crecen en medio con zinc, solo se
observan diferencias significativas con respecto al control en los cultivos que crecieron
en concentracion de 1000 uM, (3 %) y 2000 uM (3%), a pesar de ser el porcentaje mas
bajo, las raices continuan creciendo. Los resultados indican que la concentracion mas

alta de zinc (2000 puM), no es suficientemente toxica para detener por completo el



crecimiento de los cultivos de raices pilosas, por lo tanto es necesario hacer mas pruebas

con concentraciones mas altas para asi determinar cual de estas limita el crecimiento.

8.6 Densidad de primordios y raices laterales

Para saber en que forma se ve afectado el crecimiento de las raices expuestas a
los metales, se realizo el analisis de densidad de primordios. Se encontrdé que la
densidad de primordios y raices aumenta al incrementar la concentracion tanto de
cadmio como de zinc en el medio de cultivo (Fig. 8). Sin embargo, se observan
diferencias significativas (P <0.05) respecto al control, cuando las raices estuvieron
expuestas a la concentracion mas alta (1000 pM) tanto de zinc como de cadmio. La
densidad maés alta de primordios y raices laterales fue de 1.9 £0.12 (1000 pM de Zn), es

decir dos primordios y raices laterales por milimetro de raiz.
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8.7 Longitud de las células maduras del cortex

Con el objetivo de saber como las diferentes concentraciones de cadmio y zinc
afectaban el crecimiento de las raices pilosas se midio la longitud maxima alcanzada por
las células del cortex.

Como se muestra en la Fig. 9., la longitud de las células corticales de raices
control (sin exceso de metales) fue de 58.0 pm y la longitud disminuy¢6 al aumentar la
concentracion de ambos metales. Se observan diferencias significativas (P <0.05) con
respecto al control, cuando las raices crecieron en medio suplementado con 1000 uM de
cadmio (38.5 pm), es decir, la longitud de las células disminuy6 hasta 67%, pero no hay
diferencias en la longitud entre aquellas raices que crecieron en medio con 1000 uM de

zinc y 1000 uM de cadmio.
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Fig. 9. Longitud de las células corticales completamente
elongadas de raices pilosas de A. halleri (n = 30 raices), después
de 14 dias de crecimiento en medio con CdCl, y ZnSO,. Las letras
indican diferencias significativas entre las concentraciones y los
metales (P<0.05). Media + E.E.

8.8 Acumulacion de cadmio y zinc en los las raices pilosas



La cantidad de cadmio y zinc que acumularon las raices pilosas se determin6 en
mg kg” de peso seco. En la Fig.10 se observa que la concentraciéon de cadmio en los
tejidos se incrementa al aumentar la concentracion de este metal en el medio y parece
que no hay saturacion en la acumulacion. La cantidad de cadmio en el tejido es muy
alta, hasta 22863.4 mg kg de peso seco (Tabla 2) cuando los tejidos crecen en medio
con 2000 uM de cadmio, superando hasta en 229 veces la concentracion minima
establecida (> 100 mg kg de peso seco) que debe acumular una planta para ser
considerada hiperacumuladora de cadmio. Existen diferencias significativas entre todas
las concentraciones en las que las raices fueron expuestas. Interesantemente la
concentracion de cadmio en las raices es extraordinariamente alta (22863 mg kg™ de

peso seco) cuando las raices crecen en medio con 2000uM de cadmio.
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Fig. 10. Concentracion de CdCl, (n=6 cultivos) en las raices
pilosas de 4. halleri Media E.E.
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Fig. 11. Concentracion de ZnSO4(n=9 cultivos) en las raices
pilosas de A4. halleri .Media E.E.

En la figura 11, podemos observar que la concentracion de zinc en las raices
aumenta al incrementarse la concentracion de este metal en el medio, tampoco se
observa saturacion en la acumulacion. Sin embargo, la concentracion de zinc mas alta
en los tejidos (5060 mg kg ), se encuentra 50% por debajo de la minima establecida

para plantas hiperacumuladoras de zinc (>10,000 mg kg de peso seco).

La cantidad de metales en los tejidos nos da informacion parcial sobre las
propiedades de acumulacion de una planta. El coeficiente de bioacumulacion es un
mejor indicador de esta capacidad, en plantas acumuladoras de metales el coeficiente es
mayor a 1 (Zaho et al, 2003), en este trabajo el coeficiente de acumulacion se
determind como la cantidad de metal en la raiz, entre la cantidad inicial de metal en el
medio de cultivo.

El coeficiente de bioacumulacion de cadmio se muestra en la figura 12 y la
tabla 2. Se puede observar que el coeficiente es bastante alto (45.6) cuando la

concentracion de cadmio en el medio es baja (250uM) y presenta un maximo de 153



(1000 pM). Sin embargo, cuando la concentracion en el medio es 2000 pM, el

coeficiente disminuye significativamente (102).
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Tabla 2. Concentracion de cadmio y zinc en las raices pilosas de 4. halleri y en el medio de cultivo
donde crecieron

. C.O 1'10'entra01on Concentracion Cantidad en las
Tratamiento inicial en el , .
. final en el raices pilosas .
medio dio Coeficiente de
(LM) me A bioacumulacion
1 (mg k €s0
(mgL ™) 1 ge P
(mgL™) seco)
Zn 0 8.6 * 1.5+0.03 218.54 +63.2 254%73
250 16 (24.6%*) 18.1£0.79 777.66 + 80.1 31.1+3.2
500 33 (41.6%%) 37.2+2.03 1436.19 + 1403 34.8+34
1000 65 (73.6%%) 54.1+11.43 2793.18 £ 73.4 37.7+1
2000 131 (139.6%*) 113+ 11.12 5060.92 + 573.5 36.3+4.1
cd 0 0 ND ND -
250 28 16.5 +0.465 1283.14 +99.9 45.6%3.5
2000 24 216+ 5.38 22863.4 = 1303.1 101.7+5.8

Los resultados representan la media + E.E, cultivos creciendo 21 dias en medio con cadmio n= 6;
cultivos creciendo en medio con Zn n=9, excepto para 1000 uM n=6.

ND = no detectable.

* El medio de cultivo MS contiene 8.6 mg/L. ZnSO, 7H,0

** (pncentracion inicial en cada tratamiento mas la concentracion de zinc presente en el medio MS
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significativas entre los tratamientos. P<0.05,
Media + E.E.
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Las raices pilosas de A. halleri presentan un coeficiente de bioacumulacion para
zinc de hasta 37.7 (500 uM), 58% por debajo del coeficiente de bioacumulacion para
cadmio en la misma concentracion, pero en este caso, el coeficiente no aumenta con el
incremento de zinc en el medio de cultivo, sino que se mantiene constante.

En la tabla 2 se muestran los resultados de acumulacion de cadmio y zinc en mg
kg de peso seco, el coeficiente de bioacumulacién, y la concentracién para ambos
metales en el medio al final del cultivo.

En la figura 13 se muestran los resultados de la dinamica de acumulacion de
cadmio, es evidente que la acumulacion de cadmio en los tejidos de la raiz aumenta con
el tiempo. La maxima acumulacioén se observa a 24 horas de exposicion (3924.46 mg
kg" de peso seco). Sin embargo, al comparar los resultados con los obtenidos en los
experimentos a largo plazo (Fig. 11; tabla 2), se evidencia que la acumulacion aumenta

casi seis veces al los 21 dias (22863.4 mg kg™ de peso seco).
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Cuando hacemos la dindmica de acumulacion para zinc a corto plazo (Fig. 14)
observamos que la acumulacion aumenta al incrementarse el tiempo de exposicion al
metal. Pero al comparar estos resultados con los obtenidos en los experimentos a largo

plazo (Fig. 10) se observa que solo con 24 horas se alcanza la maxima acumulacion de

zinc (6053.10 mg kg™ de peso seco).



9. DISCUSION

La capacidad de algunas plantas de acumular metales pesados en sus tejidos ha
sido muy estudiada, actualmente se conocen cerca de 400 especies hiperacumuladoras
de metales y se ha propuesto que la mayor acumulacion se da en los tejidos aéreos de
estas plantas (Zhao et al.2000; Zhao et al.2006; Lasat et al. 1998; Cosio et al. 2004;
Kiipper et al. 2000). Sin embargo, Nedelkoska y colaboradores (2000 y 2001)
establecieron cultivos de raices pilosas de Thlaspi caerulescens, especie
hiperacumuladora de cadmio, y de varias especies de Alyssum, especies que acumulan
niquel, demostrando que las raices pilosas pueden tolerar altas concentraciones de
metales y que son buenas hiperacumuladoras de cadmio y niquel respectivamente
(aunque en menor grado, con respecto a raices de plantas completas),
independientemente de la parte aérea.

En este trabajo se establecen por primera vez cultivos de raices pilosas de A.
halleri, y se analizo la tolerancia de estas raices a cadmio y zinc asi como su capacidad
de acumular estos metales en sus tejidos. Se determind la tolerancia de las raices como
la concentracion mas alta de metal donde la sobrevivencia del meristemo de la raiz es la
mas alta y existe el continuo crecimiento de las raices. La supervivencia de las raices
pilosas en condiciones control (sin exceso de metales) fue 71%. Se consideré que este
porcentaje relativamente bajo se debe principalmente a dos factores: 1) se estim¢ solo la
supervivencia de los meristemos de las raices, la parte mas sensible a dafio mecanico y
2) no se consider6 la supervivencia de los primordios que se encuentra en la parte sub
apical y que dan origen a nuevas raices laterales. Por lo tanto se consider6 que el
método de analisis de supervivencia proporciona datos subestimados. Cuando las raices
fueron expuestas a diferentes concentraciones de zinc, la supervivencia del meristemo

apical de las raices pilosas de A. halleri se mantuvieron estables con respecto al control,



lo que sugiri6 que las raices toleraron muy bien concentraciones hasta de 2000 pM de
zinc. Estos resultados son confirmados con los de velocidad relativa de crecimiento,
pues aunque el porcentaje de sobrevivencia disminuye hasta 12%, cuando las raices
crecen en 2000uM de zinc, las raices. Estos resultados sugieren que las raices son
capaces de tolerar concentraciones mas altas de zinc, muy probablemente debido a que
es un elemento esencial para las plantas (Taiz y Zeiger, 1998). Se consider6 necesario
exponer los cultivos de raices pilosas a concentraciones mas altas de zinc para asi
determinar la concentracion maxima que pueden tolerar sin sufrir un efecto toxico que
evite la supervivencia de las raices y su crecimiento.

No sucede lo mismo cuando las raices pilosas son expuestas a altas
concentraciones de cadmio (500, 1000 y 2000 pM), donde el porcentaje de
supervivencia del meristemo apical de la raiz fue cercano a 50 %. Las raices cultivadas
en medio con 250 uM de cadmio no muestran diferencias significativas con respecto al
control. Aunque 250 pM es la concentraciéon mas baja analizada en este trabajo, es
importante mencionar que esta concentracion estd 61 veces por encima del limite
maximo permitido (0.75 mg/L) de descarga de cadmio a aguas residuales que se vierten
a aguas y bienes nacionales (NOM-002-ECOL-1966). Los cultivos de raices pilosas en
un medio con cadmio, la velocidad relativa de crecimiento disminuyd
significativamente a partir de 500 pM, y aunque las raices pilosas llegan a tolerar hasta
2000 uM de cadmio, en esta concentracion su crecimiento se detuvo por completo. Este
resultado era de esperarse dada la alta toxicidad del cadmio. Sin embargo, en 1000 uM
los cultivos continuaron su crecimiento (1%), estos datos son consistentes con lo
probado por Bert y colaboradores (2000), pues no observaron efectos toxicos en plantas
completas hasta en 2000 puM, ellos también observan que la tolerancia de 4. halleri a

cadmio es menor que la tolerancia a zinc. Esto es consistente con los resultados aqui



presentados. Interesantemente, ellos observan que cuando la parte aérea acumula en sus
tejidos 1720 mg kg "' de cadmio, la biomasa se reduce en un 50%. En contraste, se
observo una disminucién solo del 12.5% en la velocidad de crecimiento, cuando las
raices acumularon 3508.6 mg kg ' (peso seco) de cadmio y cuando estuvieron
expuestas a 500 uM de este metal.

Los datos de los dos analisis sugieren que los cultivos de raices pilosas de 4.
halleri son capaces de tolerar altas concentraciones de cadmio y zinc,
independientemente de la parte aérea de la planta.

La velocidad relativa de crecimiento de las raices pilosas de A. halleri en
condiciones control (sin exceso de metales) es 8.66%, este resultado es similar a lo
reportado por otros autores para raices pilosas de otras especies, que estan en
condiciones optimas. Por ejemplo, Han ef al. (2004) reportaron una velocidad relativa
de crecimiento para cultivos de raices pilosas de Daucs. carota de 6% a los 21 dias de
crecimiento. Rijhwani y Shanks (1998), reportaron un maximo de 19 %, para cultivos
de Cataranthus roseus, también en 21 dias de crecimiento. Weathers ef al., 1998, en
biorreactores y 28 dias de crecimiento observaron un méaximo de 13.5 %, para raices
pilosas de Artemisia annua y Shaoxiong et al. (1996), observaron un 8.3 %, en las
mejores condiciones de raices pilosas de Solanum aviculare con 28 dias de crecimiento.

La densidad de primordios y raices laterales y la longitud de las células
corticales, son parametros que ayudan a entender en qué forma se ve afectado el
crecimiento de las raices pilosas al ser expuestas a altas concentraciones de metales.

Las raices pilosas de A. halleri presentan una alta densidad de primordios y
raices laterales (1.47 por mm de raiz). Dubrovsky ef al. (2006) reportaron una densidad
para raices de A. thaliana, mucho menor (0.6 por mm de raiz) y aunque se trata de

diferentes especies, son muy cercanas, estos resultados nos hacen suponer que la



transformacion de la planta con 4. rhizogenes, es determinante en la generacion de mas
primordios y raices laterales. Para confirmar esta hipotesis, se considera necesario
comparar la densidad de primordios y raices laterales de raices no transformadas con las
raices pilosas, tanto en condiciones control (sin exceso de metales), como con exceso de
metales. En este trabajo también se observd que la densidad de primordios y raices
laterales en raices pilosas aumenta significativamente cuando las raices se incuban en
medio con altas concentraciones de cadmio y zinc (1000 puM). Probablemente el
aumento en la densidad es debido a que las raices pilosas se encuentran bajo gran estrés.
Las diferencias en la densidad de primordios y raices laterales con respecto al control,
se observaron cuando las raices crecieron en presencia de 1000 uM de cadmio y zinc.
Sin embargo, en esta concentracion el tipo de metal, cadmio o zinc, no influye en la
densidad de primordios y raices, estos datos parecen ser contradictorios con los
obtenidos en el analisis de velocidad relativa de crecimiento de las raices pilosas, ya que
este parametro se vio afectado considerablemente cuando las raices pilosas crecieron en
medio con 1000 uM de cadmio (1%), pero cuando crecieron en medio con zinc con la
misma concentracion, la velocidad relativa de crecimiento fue de 3%. Se piensa que
estos resultados se deben a una gran produccion de primordios y raices laterales,
consecuencia del estrés al que estan sometidas, sin embargo, el crecimiento de estos se
ve detenido por el alto grado de toxicidad de las altas concentraciones de cadmio y zinc.

Los resultados de longitud de las células del cortex maduro confirman la
hipotesis, pues la longitud se ve disminuida con el aumento de la concentracion de
cadmio y zinc en el medio de cultivo. Sin embargo, si se toma en cuenta que la longitud
de las células del cortex disminuye cuando las raices crecen en 1000 uM de zinc o
cadmio, y se recurre al indice de iniciacion (I) de raices, que se refiere al numero de

iniciaciones en una longitud de raiz equivalente a 100 células del cortex (I= 100*d*I,



donde d es la densidad de primordios y raices laterales (por mm de raiz) y 1 es la
longitud de las células en mm) (Dubrovsky, comunicacién personal), entonces se
observa que tanto el zinc como el cadmio muestran un efecto inhibitorio en la iniciacion
de las raices, cuando estas crecen en 500uM de cadmio y zinc y 1000 uM de cadmio.
Sorpresivamente, cuando las raices crecieron en 1000 uM de zinc no hubo un efecto de
este metal en la iniciacion de las raices (datos no mostrados) y, de esta forma podemos
explicar por que hay una disminucion en el crecimiento tan drastica de las raices cuando
estas crecen en 1000pM de cadmio.

En este trabajo también se comprueba que las raices pilosas de 4. halleri pueden
acumular una gran cantidad de cadmio, este potencial de acumulacion ya se ha visto en
raices pilosas de Thlaspi caerulescens. Nedelkoska y Doran 2000, encontraron que la
mayor parte de cadmio en esta especie, era retenida en la pared celular, segin los
autores, es un mecanismo de defensa para evitar la toxicidad del cadmio. Estos datos
son confirmados por Wojcik et al. (2005) ellos observaron que en periodos cortos de
exposicion, el cadmio se encontraba en los tejidos mas externos de la raiz, y en periodos
prolongados se encontraba en los tejidos mas internos, por lo que proponen que la
acumulacion de cadmio en la pared celular es el primer mecanismo de defensa para el
protoplasto, especialmente en bajas concentraciones y periodos cortos de exposicion.

En cuanto a la capacidad de bioacumulacion de las raices pilosas de A. halleri se
reporta un coeficiente maximo de bioacumulacion de 153 para raices incubadas en 1000
uM de cadmio. Este valor es 69% mayor a lo reportado por Nedelkoska y Doran (2000)
para raices pilosas de Thlaspi caerulescens (106) y es 9 veces mayor a lo observado en
la parte aérea de plantas completas creciendo en suelo de la misma especie (Zhao et al.

2003).



Cuando las raices pilosas de A4. halleri fueron incubadas con zinc el maximo
coeficiente de bioacumulacion fue 37.7. Este resultado es similar a lo reportado por
Zhao y colaboradores (2003) para la parte aérea de plantas completas de 7. caerulescens
que crecieron en suelo (40), a diferencia de lo que se obtuvo en este trabajo, ellos
observaron una disminucion de la eficiencia de acumulacion cuando la concentracion de
zinc en el suelo aumento. Se cree que el bajo coeficiente de bioacumulacion para zinc y
cadmio de esta especie es menor en suelo debido a la baja disponibilidad del metal.

Los resultados aqui presentados, demuestran que la acumulacion de metales no
es exclusiva de la parte aérea.

Es interesante notar que en nuestro analisis, la acumulacion de cadmio no
presenta saturacion, sin embargo, sucede lo contrario con el coeficiente de
biacumulacion, pues el coeficiente maximo se presenta en 1000 uM y no en 2000 pM,
estos datos sugieren que la acumulacion de cadmio llega a saturacion en
concentraciones tan altas.

Sorpresivamente, cuando las raices pilosas estuvieron expuestas a zinc
acumularon una concentracion 50% menor a la establecida para ser considerada una
especie hiperacumuladora (10,000 mg kg™ de peso seco), sin embargo se sabe que plantas
completas de 4. halleri son hipertolerantes a zinc, pues crecen saludablemente en
1000pM de zinc en solucion y en esta concentracion acumulan 32 000 pg g de peso
seco en la parte aérea y en raiz 26000 pg g (Zhao et al., 2000). Lasat et al. (1998)
demostraron que las vacuolas de la raiz de Thlaspi caerulescens acumulan menos Zn,
porque lo hacen mas disponible para el transporte en el xilema. Si pensamos que esto
también sucede en plantas de A. halleri, podemos explicar porque las raices pilosas de
esta especie no acumulan cantidades tan grandes de Zn como la parte aérea. Aunque las

raices pilosas de 4. halleri no acumulan grandes cantidades de zinc, comparadas con las



raices de plantas completas si presentan un coeficiente de bioacumulacion muy alto
(37.7 en 500 uM), lo que nos indica que tiene un gran potencial de bioacumulacion. Sin
embargo, Dushenkov y colaboradores (1995), determinaron en raices de Brassica
Jjuncea, un coeficiente de bioacumulacion de 131 y 134 para Zn y Cd respectivamente.
De acuerdo a estos datos las raices pilosas de 4. halleri no son tan eficientes en la
bioacumulacion de zinc.

Aunque los resultados presentados en este trabajo se refieren Unicamente a las raices
pilosas de A. hallleri, podemos compararlos con los resultados para raices no
transformadas de plantas completas. Se puede ver que los resultados de este trabajo no
coinciden con lo reportado por Kiipper et al. (2000), ellos observaron que las raices de
A. halleri, acumularon mas zinc en la raiz que en la parte aérea, reportando una
concentracion de 57145 mg kg de peso seco. Por otro lado, en este grupo también se
observé que la concentracion de Cd en las raices fue mas alta que en la parte aérea, en
todos los tratamientos que analizaron, estos resultados apoyan los resultados de este
trabajo. También observan precipitacion de fosfato de cadmio y zinc en el apoplasto de
la epidermis de la raiz, confirmando la idea de que las altas concentraciones de cadmio
y zinc en las raices de A. halleri son consecuencia de la precipitacion de estos metales
en forma de fosfatos, propuesta por Zhao et al. (2000).

La mayor acumulacion de cadmio en las raices en comparacion con la parte
aérea es un resultado recurrente. Bert et al. (2003) encontraron mayor cantidad de
cadmio en los tejidos de la raiz que en la parte aérea y que la cantidad de zinc en la parte
acrea es mayor que en la raiz, lo que indica que el zinc es translocado de la raiz a la
parte aérea. Lombi et al. (2000) observaron que en plantas creciendo en suelo de T.

goesingense y T. caerulescens, la concentracion de cadmio en la raiz (28051 mg kg™)



también era mas alta que en la parte aérea, en plantas creciendo en presencia de 500 uM
de este metal.

Es posible que la acumulacion de zinc se de principalmente en las vacuolas de
tejidos de la parte aérea, y quiza, la menor acumulacion de cadmio a la raiz, sea un
mecanismo de proteccion para evitar que llegue a la parte aérea. Boominathan y Doran
(2003), demostraron que el cadmio se adhiere a las paredes celulares para evitar la
translocacion a la parte aérea en plantas de Thlaspi caerulescens, muy probablemente
este fendmeno también se presenta en las raices pilosas de 4. halleri.

Un factor muy importante en la acumulacion de metales es el tiempo necesario
de exposicion para obtener el maximo de bioacumulacion. Las raices pilosas de A.
halleri necesitan de al menos 21 dias de crecimiento en medio con cadmio para poder
acumular una gran cantidad de éste en sus tejidos, sin embargo, cuando las raices
pilosas crecieron en presencia de zinc, la acumulacion de este metal en las raices fue
similar en las muestras incubadas durante 24 hrs y aquellas incubadas durante 21 dias,
es decir, que en 24 hrs de exposicion se da el maximo de bioacumulacion. Estos datos
no corresponden a lo demostrado por Nedelkoska y colaboradores en 2000, pues
observaron que en raices pilosas de Thlaspi carulescens, la saturacion en la
acumulacion ocurre en tan solo 30 min. Sin embargo, hablando en términos practicos, la
maxima acumulacion de zinc en 24 hrs, ventajoso, pues no seria necesario mantener el
cultivo durante mucho tiempo y la remedicion de aguas contaminadas con zinc seria

mas rapida.

En este trabajo se logro establecer exitosamente cultivos de raices pilosas de 4.
halleri y se comprob6 que pueden acumular hasta 22863 mg kg " (peso seco) de cadmio,

sin embargo, el crecimiento y la supervivencia de los cultivos se ven muy afectadas. En



contraste, las raices pilosas de esta especie sobreviven bien en las concentraciones mas
altas de zinc aqui analizadas y su crecimiento no se observa tan afectado en
comparacion con el cadmio. Desafortunadamente la cantidad de zinc que acumulan es
relativamente poca, incluso esta por debajo del limite para ser considerada una especie
hiperacumuladora. A pesar de este resultado se demuestra que las raices pilosas pueden

acumular zinc y cadmio independientemente de la parte aérea.



10. CONCLUSIONES

e Las raices pilosas de A. halleri pueden absorber altas concentraciones de

cadmio y de zinc y logran desarrollarse.

e Las raices pilosas de A. halleri toleran concentraciones mas altas de zinc en

comparacion con el cadmio.

e Las raices pilosas son capaces de hiperacumular cadmio y zinc en sus tejidos,

independientemente de la parte aérea.

e Las raices pilosas pueden ser usadas potencialmente como filtros biologicos,

para la biorremediacion de aguas contaminadas con cadmio y zinc.



11. APENDICE

Apéndice I.- Preparacion del medio YM pH 7

-Manitol 1%

—MgSO4' 7H20, 0.8 mM
-KbHPO4 3H,0. 2.2 mM
-Extracto de levadura 0.04%
-NaCl 1.7 mM

Apéndice I1. Protocolo para la elaboracion de CTAB 2X

-Tris 100 mM HCI, pH 8.0
-EDTA, 20 mM

-NaCl, 1.4 M

-CTAB, 2%

Apéndice II1.- Preparacion del amortiguador TBE 10X

Protocolo para la preparacion de 11 del amortiguador TBE 10X

-Pesar 108 g de Tris y 55gr de acido borico y disolver en 900 ml de agua
-Anadir 40 ml de EDTA, 0.5M

-Aforar a 1L con agua

-Ajustar el pH a 8.0

Apéndice 1V.- Protocolo para la preparacion de la solucion de paraformaldheido al
10% y 0.1 M de PIPES

Protocolo para la preparacion solucion de fijador 2% de paraformaldheido con Pipes
25mM, se prepararon stocks de la siguiente manera:

1.- Para preparar 100 ml de PIPES 0.1 M:

-Se pesod 3.024 g de PIPES soélido y se llevo a un volumen 70 ml con agua destilada
estéril para disolver.

- Se agit6 mientras se ajusto el pH a 7.2 con KOH 5M.

-Cuando se alcanzo6 el pH de 7.2, se afiadié agua destilada y se aforo al volumen
requerido.

2.-Para preparar 100 ml paraformaldehido al 10%

-Se pesod 10g de paraformaldehido seco y se disolvid en la campana de extraccion con
agua destilada caliente.

- Se dejo agitar esta solucion durante 5 minutos, y enseguida de afiadieron gotas de
NaOH (o KOH) para disolver.

-Para la eliminacion de la capa de precipitado blanco, se filtro la solucion y se afor6 al
volumen requerido.



Apéndice V.-Protocolo para la elaboracion de soluciones para la aclaracion de las
raices (Malamy y Benfey, 1997)

Solucién acida

1.- Para preparar 125 ml de solucion de HC1 0.24 N en metanol al 20%:
- Tomar 25 ml de metanol

- Agregar 2.5 ml de HCI concentrado

-Aforar con 97.5 ml de agua destilada

Solucion bésica

2.- Para preparar 10 ml de solucion NaOH 7% en etanol al 60%:
-Pesar 0.7 g de NaOH

-Afiadir 6 ml de etanol

-Aforar a 10 ml con 4 ml de agua destilada
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