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RESUMEN

La toxicidad'y eficiencia de remocion de Diclofenaco (DCF) se evaluaron en cultivos
in vitro det-Fypha domingensis. Para los experimentos se suministraron plantulas
resultantes del proceso de germinacion en medio de cultivo 0.1MS. Asimismo, se
cultivaron raices 'de campo de forma autotréfa y heterétrofa en 0.5MS con y sin,
amonio y 0.1mg/Lsde ANA y CIN que resultaron recalcitrantes a la asepsia y
rizogénesis. El cultiverheterotrofo de raices juveniles en 0.1MS y 0.5MS, con y sin

ANA y CIN, suministré plantas completas en 0.5MS.

En cultivo de plantulas/luz-se ensayaron 0, 1, 3, 5, 7 y 10 mg/L de DCF y en
planta/osc, 7mg/L. Segun el experimento, se evaluaron toxicidad aguda, remocion
porcentual final, y cinética porcentual con velocidad de descenso de la remocion de
DCF. Las plantulas/luz mostraron texicidad al presentar clorosis y fragilidad de los
tejidos a 10 mg/l, y en las plantas/osca toxicidad por necrosis parcial de las raices

y la reduccidn del follaje se intensificd en presencia de la condicién previa AIA/CIN.

Los modelos logit para la clorosis dieron Clso gonfiables de 0.6-4.12, indicativos de
sensibilidad temprana a DCF. Como la’biomasa.mostré secuencialmente inhibicion
temprana, estimulacion del crecimiento®em\3, 5 y#7._mg/L e inhibicién tardia, se

usaron modelos de regresion segmentada que indicaron:Clso de 7.6-9.6.

La remocién porcentual de DCF resulté exponencial. da remocion cinética
sobrepaso el 70 % a 10 mg/L entre 5y 10 dias y esta fue inversamente proporcional

a la velocidad. Las plantas/osc removieron 27 %.

Las evidencias destacan a una hidrofita con resistencia toxica al DCE\y eficiencia

de remocion continua, segun su estado vital.
Palabras clave

Fitorremediacion, Toxicologia, Typha, Contaminacion Acuatica, Farmacos



ABSTRACT

The toxicity'and removal efficiency of Diclofenac (DCF) were evaluated in vitro
cultures of-Fypha domingensis. For the experiments, seedlings resulting from the
germination ‘process in 0.1MS culture medium were supplied. Likewise, field roots
were cultivated; autotrophically and heterotrophically in 0.5MS with and without
ammonium and 0.1mg/L of ANA and CIN, which proved recalcitrant to asepsis and
rhizogenesis. Heterotrophic culture of seedling roots in 0.1MS and 0.5MS, with and
without ANA and CIN, yielded complete plants in 0.5MS.

In seedling/light culture, 0;-14°3, 5, 7, and 10 mg/L of DCF were tested, and in
plant/dark culture, 7 mg/L wastésted. According to the experiment, acute toxicity,
final percentage removal, and percentage kinetics with removal drop velocity of DCF
were evaluated. The seedlings/light 'showed toxicity by presenting chlorosis and
tissue fragility at 10 mg/L, and inthe plants/dark, toxicity due to partial root necrosis

and foliage reduction intensified-in‘the presence of the prior AIA/CIN condition.

Logit models for chlorosis gave reliable ECso values of 0.6-4.12, indicative of early
sensitivity to DCF. As biomass showedssequential.early inhibition, growth stimulation
at 3, 5, and 7 mg/L DCF, and late inhibition, segménted regression models were
used, indicating ECso values of 7.6-9.6. The percentage removal of DCF was
exponential. Kinetic removal exceeded 70 % at 10 mg/L between 5-10 days and was

inversely proportional to velocity. Plants/dark removed 27 %.

The evidence highlights a hydrophytic plant with toxic resistance to DCF and

continuous removal efficiency, depending on its vital state.
Keywords

Phytoremediation, Toxicology, Typha, Aquatic Pollution, Drugs



1. INTRODUCCION

El vertido_indiscriminado de productos o compuestos farmacéuticos activos (PhAC,
por sus siglas en inglés), en especial de antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
tiene efectos-nocivos en los ecosistemas acuaticos y supone un peligro potencial
para la salud humana. Es probable que la actual crisis del agua en América Latina
se vea agravada perla.aparicion generalizada de esta contaminacién emergente.
(Salgado-Costa et al.#2023).

Los AINE son un grupo”muy diverso de productos farmacéuticos ampliamente
utilizados en todo el mundo”para tratar enfermedades inflamatorias agudas y
cronicas. También se usan come antipiréticos y, a veces, para tratar enfermedades
reumaticas (Fernandes et al., 2021):Entre los AINE mas consumidos se encuentra
el Diclofenaco (DCF) (Vannini efal.,» 2018). Diversas publicaciones ponen de
manifiesto los efectos que este farmaco tiene en los organismos acuaticos, lo que
implica riesgos adicionales para la salud humana, los ecosistemas y la
biodiversidad. A pesar del peligro_ecotoxicelégico que presentan el Diclofenaco y
los farmacos en general, los principales sistemas de depuracién de aguas
residuales no estan disefiados para eliminarlos (Polinska et al., 2021). En la
actualidad, diversas técnicas de biorremediacion delcontaminantes del agua, entre
ellas la fitorremediacion, resultan mas eficaces que las técnicas convencionales de
eliminacion de farmacos, con una eficacia cercana al 100.% (Mariza-Duré et al.,
2022; Machado et al., 2020; Yan et al., 2016; Zhang et al., 2015).

La macrdfita emergente Typha domingensis, suele crecer en zonas pantanosas y
sistemas de drenaje de cuerpos de agua urbanos, donde se ve“expuesta a
contaminantes de forma inadvertida (Sesin et al, 2021). Por su relevancia
depurativa en el ecosistema, facilidad de cultivo, criterios de valoracion toxicoldgica
adecuados y mediciones asequibles se convierte en un modelo experimental para

estudios de toxicidad de PhAC vy fitorremediacién (Sesin et al., 2021).



En ‘este’contexto, el cultivo in vitro de células y 6rganos vegetales es una técnica
biotecholégica muy util para evaluar la capacidad de las células, los tejidos y los
organos‘de’las plantas en cuanto a la tolerancia, la asimilacion, la desintoxicacion,
el metabolismo y el almacenamiento. Ademas, se trata de una técnica altamente
efectiva y econdmica, ya que las condiciones requeridas para su estandarizaciéon
son sencillas, lo gue contribuye a mejorar la reproducibilidad de los resultados
(Doran 2009; Polinska et al., 2021). Por lo tanto, en este trabajo se aprovecho el
cultivo in vitro de raices aisladas (Santos-Diaz et al., 2007) y plantulas (Rice et al.,
2017) para predecir su toxicidad y la eficiencia de eliminacién de DCF. En el futuro,
la valoracion toxicoldgica y la capacidad de remocién de DCF directamente de la
raiz de esta macréfita emergente deberan conducir a la fitorremediacion de los

ecosistemas acuaticos tropicales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Crisis’ecologica de ecosistemas acuaticos por PhAC

Los PhAC (se/ han clasificado dentro de los contaminantes de preocupacion
emergente a ‘causa de su extenso consumo global y amplia presencia en los
ecosistemas acuaticos (Salgado-Costa et al, 2023). Debido a su elevada
persistencia y bioacumulacién en el ambiente causan dafos en la biota (Salgado-
Costa et al., 2023), lo que_conlleva un riesgo ecoldgico. Muchos farmacos son
productos contaminantes que continuan siendo introducidos al medio acuatico sin
que su toxicidad sea prevista’(Arman et al., 2021). Ortuzar et al. (2022) sefialan que
aproximadamente 3000 compuestos son utilizados como productos farmacéuticos
y la cantidad de produccién anual supera los cientos de toneladas. Con la reciente
pandemia por COVID-19, esta produccion se vio en aumento y contribuydé de
manera significativa a la incorporacion de.farmacos en los recursos hidricos (Flynn
et al.,, 2021; Gwenzi et al., 2022yMerma-Chacca et al., 2022; Morales-Paredes et
al., 2022; Nippes et al., 2021; Zhang et al., 2024).

En primera instancia, los PhAC estan‘elaborados para ser quimicamente estables,
pero en el medio ambiente experimentan transformaciones bioldgicas y
fisicoquimicas, lo que complica su eliminacion (Castro-Pastrana et al., 2021).
Después de la ingestion de los farmacos, los metabalitos biotransformados se
excretan en la orina y las heces como sustancias activas (Ortuzar et al., 2022)
mezclandose con las aguas residuales urbanas hasta las plantas’de tratamiento de
aguas residuales o son liberados directamente en las fosas séptieas de los hogares
rurales (Moreno-Ortiz et al., 2013). Los PhAC también pueden incorporarse a través
de lixiviados de vertederos, aguas residuales de hospitales, estiércol-de animales
tratados con medicamentos veterinarios y residuos de procesos industriales« Estos
farmacos y sus productos de degradacion se han detectado tanto en',aguas

residuales, en cuerpos de agua dulce superficiales, ambientes marinos, lodos, agua



potables”aguas subterraneas e incluso en algunos alimentos (Arman et al., 2021;
Carvalho/et al., 2014; Li y Randak, 2009; Moreno-Ortiz et al., 2013).

Industria Medicamentos humanos Medicamentos veterinarios
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Figura 1. Vias de incorporacion‘defarmacos al ambiente. PTE: planta de tratamiento
de efluentes industriales; PTAR: planta de tratamiento de aguas residuales; PTAP:

planta de tratamiento de agua potable.

Fuente: adaptado de Kurade et al. (20271)y Pasta ef al, (2022).

Los PhAC se encuentran en el medio acuatico en concentraciones que van desde
los picogramos, nanogramos, microgramos e incluso miligramosy(Garcia-Alcalde et
al., 2023), por lo que los métodos convencionales de tratamiento de aguas
residuales no son eficaces para eliminarlos. Sin embargo, se estan desarrollando
algunos métodos fisicoquimicos para la eliminacion de farmacos, comao-ds procesos
de oxidacion avanzada, cloracién, Fenton, ozono y luz UV. No obstante, sus
principales desventajas son su elevado coste, el mayor consumo de energia y la
generacion de nuevos residuos contaminantes en sus procesos (Polihska“et.al.,
2021).



2.2'Propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas del Diclofenaco

En Latinoamérica, los AINE ocupan un lugar preponderante. Estos representan un
grupo muy.diverso de productos farmaceéuticos que se utilizan ampliamente en todo
el mundo parastratar muchas enfermedades inflamatorias, tanto agudas como
cronicas. Tamhién se usan como antipiréticos y, en ocasiones, para tratar
enfermedades reumaticas (Fernandes et al., 2021). Los AINE (acidos débiles)
inhiben a las enzimas, ciclooxigenasas (COX), lo que impide la produccion de
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas). Estos, a su vez,
actuan como mediadores de-la inflamacion tanto a nivel periférico como central.
Como indica Setién-Prieto (2007), se han descrito dos isoformas de la enzima COX:
COX-1y COX-2.

El DCF es un derivado fenilacético-reconocido como uno de los analgésicos mas
populares del mundo (Vannini ebal., 2018). Estructuralmente el DCF se compone
de una amina secundario, un aminoacido, un dicloro benceno, una amina aromatica
y un acido monocarboxilico,"_'su nombre. IUPAC es acido 2-(2-[(2,6-
diclorofenil)amino]fenil)acético (CNIB; 2024). Segun el banco de medicamentos en
linea (13 de junio de 2005) este se registra con les nombres comerciales de Aleve
dolor de artritis, Arthrotec, Cambia, Cataflam, FlecCtor, Licart, Lofena, Pennsaid,
Previdolrx Analgesic Pak, Salonpas Pain Relieving Patch, Solaraze, Voltaren,
Voltaren Emulgel, Xrylix, Zipsor, entre otros. Las prepiedades quimicas y

metabolitos derivados del DCF se visualizan en la tabla 1.

A pesar de la evidente peligrosidad del DCF tanto para la salud humana como para
los ecosistemas acuaticos, anualmente se consumen unas 2400 toneladas a nivel
mundial (Sathishkumar et al., 2021). Durante la pandemia por COVID-19 fue uno de
los AINE mas usado (Garcia-Zamora et al., 2025; Wojcieszynska et al., 2022; Zhang
et al., 2024). Por su deteccion en aguas superficiales la Union Europea“yigila el
seguimiento de su toxicidad (Sathishkumar et al., 2020) y se incluy6 en la Primera
Lista de Observacion establecida en la Directiva Marco Europea del Agua (Decision
UE 2015/495 y Decision UE 2018/840) (Gonzalez et al., 2023).



Tabla 17 Propiedades fisicoquimicas del Diclofenaco.

Propiedades Referencias

Estructura Na O = w (Olivera et al., 2003)
|

Cl

Férmula quimica C14H11CI2NO2 (Lonappan et al,
2016)

Peso molecular 296716 g/mol (Lonappan et al.,
2016)

N° CAS 153078655 15307796 (Lonappan et al,
2016)

Solubilidad en agua 2.37/mg/L (2575C) (Mirzaee et al., 2021)

Pka 4.15 (Lonappan et al.,
2016)

Log Kow 4.51 (Lonappan et al.,
2016)

Principales metabolitos 5, 4' -dihydroxydiclofenac,#3- (Mirzaee et al., 2021)
de degradacion dihydroxydiclofenac,

4'-dihydroxymethyldiclofenac,

3' -hydroxymethyl-diclofenac,

4' -hydroxydiclofenac and 5' -

Hydroxydiclofenac

Fuente: elaboracion propia.

Actualmente no existe algun valor estandar de calidad ambiental para el DCFen-el
agua y segun la Directiva del Marco Europeo dicho valor no se ha calculado

siguiendo la Guia Técnica sino que optan por datos poco confiables e irrelevantes
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(Maacket al., 2022). La tabla 2, muestra las concentraciones de DCF y los derivados

registrados en diferentes medios acuaticos y en estructuras vegetativas.

La preocupacion ecologica por el DCF surgio a principios de la década de los 2000,
cuando se informé la rapida disminucion de la poblacion de buitres Gyps (de 97 %
a 99,9 %, entre(1992 y 2007) en Asia meridional y el Sudoeste asiatico. El declive
de la poblacién Gyps-estaba asociado al uso extendido de DCF como tratamiento
en el ganado (Morene=Ortiz et al., 2013; Pierattini et al., 2018; Sathishkumar et al.,
2021). En organismos acuaticos, se han evidenciado otros efectos negativos del
DCF mediante diferentes pruebas de toxicidad. Ferrari et al. (2003) llevaron a cabo
uno de los primeros bioensayes_con farmacos incluido el DCF, usando bacterias,
algas, rotiferos, microcrustaceos’y.peces, se demostraron los efectos adversos del
DCF. Por otro lado, Lee et al. (2011) realizaron pruebas de exposicion al DCF
durante tres meses en crustaceos\de agua dulce (Daphnia magna y Moina
macrocopa) y un pez (Oryzias_latipes), /los cuales registraron una marcada
disminucion de la reproduccion gon 25 mg/L en D. magna y 50 mg/L en M.
macrocopa. Los autores concluyeron-que el DCF impactd el desarrollo de las
especies. En particular los peces expuestos a una esoncentracion de 0.001-10 mg/L
de DCF durante tres meses mostraron una tendencia-decreciente significativa en el
éxito y retraso de la eclosién. Russo et al. (2023), evaluaron el impacto agudo y
cronico y la ecogenotoxicidad del DCF en algas, rotiferes_ y crustaceos de agua
dulce y encontraron que la exposicion al DCF induce toxicidad aguda o cronica y
dano al ADN, afectando la supervivencia, el crecimiento, el desarrollo embrionario
y activacion del sistema de defensa a través de actividades de enzimas
antioxidantes. Otros mecanismos de accion del DCF que pueden présentarse son
la inhibicion de los neutrdfilos, la inhibicidon del movimiento de los leucocitos, la
inhibicion de factores de transcripcidon de genes mediadores inflamatorios o la
eliminacion de radicales de oxigeno liberados por neutréfilos y macrofagos

(Contreras-Carvajal, 2015).



Tabla 27 Concentraciones de Diclofenaco en el medio acuatico y plantas de campo.

Concentracion de DCF Medio Ubicacion Fuente
1 ug/L Agua No especifica (Svanfelt et al.,
2010)

1.2+ 0.14 pg/L Agua Rio Mbokodweni (Amos-Sibeko

1.1 £ 0.19 pg/L en Sudafrica et al., 2019)

0.16 £ 0.03 pg/L Sedimentos

1.0 £ 0.40 pg/L

1.7+ 042y 0.49 £ 0.02 pg/l”. Raices*

1.1+£0.30y 1.35 + 0.302 pg/k

1.1+£0.06y2.1£0.04 pg/L Tallo*

Hojas*

0.193 y 0.042 mg/L Agua Rio Beberibe PE, (Veras et al.,
Brasil 2019)

0.20 £ 0.14 pg/L AgQua Rios del Oeste de  (Zind et al.,
Francia. 2021)

395-2100 ng/L Agua Rios'pequefios y (Meyer et al.,
medianes en el 2016)
Norte de" Alemania

258-1398 ng/L Agua Aguas superficiales (Rivera-Jaimes
y residualeside et al., 2018)
Cuernavaca

9.32y 48.05 mg/L Agua Cuenca del rio (lbarra et al.,
Machangara en 2024)
Ecuador

1 ng/L agua subterranea Agua Ciudad de México  (Félix-=Canedo

28-32 ng/L agua superficial

(presas)

et al., 2013)



0.08-0<3 ug/L 3'- Agua Aguas superficiales (Scheurell et

hidroxiDiclofenaco, 0.03-0.4 y efluentes de al., 2009)
Mg/L acido’8-clorocarbazol-1- Karachi (Pakistan)
il-etanoico.

0.4-1.8, 0.010.3-ug/L 4'- y 5-
hidroxiDiclofenace

0.02-0.2 ug/L 1-(2,6#
diclorofenil)-1,3-dihidro-2-H-

indol-2-ona

*Eichhornia crassipes.

Fuente: elaboracion propia.

En cuanto a pruebas toxicolégicas de organismos fotosintéticos, Cho y Kim (2021)
expusieron plantulas jovenes de Arabidopsisthaliana en diferentes concentraciones
de DCF y mostraron que este farmaco induce estrés oxidativo, inhibe el crecimiento,
altera la arquitectura del sistema radicular.y alterala actividad de la auxina en raices.
Kummerova et al., (2016) reporta que el'DCFE disminuye el contenido de pigmentos
fotosintéticos y altera la sintesis de la clorofila en Lemna minor causando estrés
oxidativo, con aumentos de las especies reactivas de nitrégeno y oxigeno en las

raices.

2.3 Typha spp. y estudios ecotoxicolégicos

” [{H

El género Typha se conoce comunmente como “espadafia”, “junco” o.“ehea” entre
otros nombres (Makwana et al., 2021), comprende alrededor de unas 49.especies
con una distribucién cosmopolita, son macroéfitas monocotiledéneas emergentes y
enraizadas (Sesin et al., 2021). Typha sp. puede distribuirse en climas tropicales’a
templados, y climas humedos a secos, donde crece en cualquier lugar en donde el
suelo esté humedo o saturado y tolera cierto grado de salinidad y un amplio rango
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de ‘pHy7incluidos suelos acidos (Akhtar et al., 2017; Baldwin y Cannon, 2007),
ademas que su crecimiento esta adaptado a suelos de humedales donde el NH4 es
el ion dominante (Brix et al., 2002). En el continente americano se distribuyen tres
especies del'género Typha: T. latifolia, T. angustifolia y T. domingensis, las dos
primeras se encuentran en regiones frias, templadas y subtropicales, mientras que

T. domingensis sedistribuye en la region tropical (Plasencia, 2017).

En el estado de Tabasco T. domingensis forma parte de la vegetacion acuatica
comun en los humedales (Chan-Quijano y Rivera-Guzman, 2017), de acuerdo con
su descripcion botanica es una herbacea perenne que puede crecer hasta 2.5 m de
altura, son robustas y rizomatesas,-generalmente en poblaciones grandes y densas.
Tienen un tallo de tipo aéreo simple y cilindrico, poseen hojas simples las cuales
igualan o exceden la altura de sus espigas, mas o menos disticas que llegan a medir
hasta 2.5 m de longitud, son lineares) planas y sin peciolo. Florece en primavera y
fructifica hasta mediados de otafhosla inflorescencia es de color café claro, con una
0 mas bracteas foliaceas caducas; en una _misma espiga se presenta la porcién
apical masculina de 7-22 cm vy /la_porciop~basal femenina de 10-46 cm,
generalmente ambas porciones estan separadasspor una corta seccién de raquis
desnudo. El fruto es fusiforme de 1 a 1.5 mm/de largg, dehiscente y de tipo aquenio,
con un ginoforo acrescente y estilo también acrescente, y partes del perianto
persistentes, que ayudan a la dispersion por viento (Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2009; Sistema Global de Informacion sobre

Biodiversidad, s.f.)

Respecto a los estudios toxicoldgicos con Typha y farmacos, Dordio“et al. (2009)
realizaron una investigacion con Typha spp. en un sistema hidropdnicapara evaluar
su capacidad fitorremediadora para el acido clofibrico en una concentracion de 20
Mg/L y obtuvieron una eliminacion del 80 % del farmaco transcurridos los'21 dias.
En otro estudio Dordio et al. (2011) utilizaron a Typha spp. para tratar aguas
contaminadas con ibuprofeno con una concentracion de 20 ug/L y llegaron a(la

conclusién que esta macréfita eliminé casi el 60 % del farmaco en las primeras 24
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h y'alcanzé mas del 99 % de eliminacion al final del ensayo (21 dias). Sin embargo,
también reportaron que las plantas tuvieron afectaciones en el crecimiento y en los
pigmentos fotosintéticos, ademas de alteraciones en las actividades de las enzimas
antioxidantes\(superoxido dismutasa, catalasa y guayacol peroxidasa) y dafos en
hojas y raices. Por otro lado, Machado et al. (2020) evaluaron el potencial de Iris
pseudacorus y T..domingensis para remover furosemida de una solucién nutritiva,
donde ambas plantas‘fueron expuestas a 2 mg/L del compuesto durante 21 dias en
un sistema hidroponica. Elporcentaje de remocion de furosemida fue de 42.0-66.9
% para I. pseudacorus y40.5-57.8 % para T. domingensis, aunque ambas plantas
no sufrieron afectaciones enfel estudio se pudo demostrar que tuvieron diferentes
comportamientos en la eliminacién del farmaco, mientras que /. pseudacorus sigue
un comportamiento de eliminacionsde pseudo primer orden, T. domingensis se
dividié en varias fases. Zapata-Morales et al. (2020) utilizaron a T. latifolia para
eliminar DCF y naproxeno en.un humedal.construido de flujo subsuperficial. Las
plantas se expusieron a una coneéntraciéon de 1, 3,5, 7y 10 mg/L de DCF y 5, 8,
10, 12 y 15 mg/L de naproxeno, donde”setremovid un 984 % y 97.7 %,
respectivamente. Ademas, en estesestudio se caracterizaron comunidades
bacterianas asociadas a las raices de las_plantas que sugieren que contribuyen al

crecimiento vegetal con eliminacion de los'dos farmaces.en cuestion.

2.4 Cultivo in vitro de Typha spp.

El cultivo in vitro es una técnica empleada para el cultivo de plantas,en entornos
controlados conlleva la presencia de factores de estrés especificos (quimicos,
fisicos y bioldgicos) como lesiones sufridas durante el aislamiento de los explantes
(pieza vegetal cultivada), niveles elevados de humedad y gases, exceso de
nutrientes, sacarosa y reguladores del crecimiento en el medio, etc. (Pasterhak y
Steinmacher, 2024). Adicionalmente, de las condiciones mencionadas, es posible

que las plantas se desarrollen de forma completa e incompleta. El desarrolio

11



incompleto da lugar a la formacion de brotes desprovistos de raices o de raices
carentes.de, brotes, es decir cultivo de raices aisladas. Para inducir el desarrollo
vegetal Sea cual sea el objetivo de los experimentos se utilizan los reguladores de
crecimientolos cuales son moléculas organicas sintetizadas quimicamente u
obtenidos de 6tros, organismos que regulan diferentes procesos bioquimicos en las
plantas (Alcantara<Cortes et al., 2019). Dentro de los reguladores de crecimiento
usados en el cultivotin'vitro se encuentran las auxinas y las citoquininas. Las auxinas
son una familia de sustaneias quimicas que regulan principalmente el crecimiento,
la division celular, diferenciacion de floema y xilema, participacién en respuestas
tropicas, formacion de raices adventicias, dominancia apical y regulacién de la
formacion floral. Las auxinas mas utilizadas son el AlA (acido indol-3-acético), el
ANA (acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), el AlB
(acido indolbutirico), el pCPA (acidoy p-clorofenoxiacético) y el BTOA (acido
benzotiazol-2oxiacético) (Perea=Dallos et al, 2010). Las auxinas deben usarse en
concentraciones muy bajas para evitar la inhibicion y atrofia celular. Las citoquininas
son derivados de la adenina que promueventla divisiéon celular en tejidos no
meristematicos. Entre ellas estan: BA" (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril
aminopurina), Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos primeras son
sintéticas y las dos ultimas naturales. Las Citoquininas-aumentan la tasa de division
celular, desarrollo de yemas laterales y retardo de la senéscencia de tejidos (Perea-
Dallos et al., 2010). De manera desventajosa, el uso de(fitorreguladores también
puede afectar la fisiologia y la morfologia de las plantulas, raices, brotes y hojas si
no se usan en dosis adecuadas (Hernandez-Piedra et al., 2025), como es el caso
de las auxinas que puede provocar trastornos como la hiperhidricidad (Pasternak y
Steinmacher, 2024).

En los ensayos toxicologicos, el cultivo in vitro de células y érganos vegetales es
una herramienta biotecnoldgica valiosa con diversas valoraciones destinadas a
identificar la capacidad de las células, tejidos y érganos vegetales para tolérar,

asimilar, detoxificar, metabolizar y almacenar una amplia variedad de
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contaminantes organicos (Doran, 2009). Estas técnicas resultan ser muy utiles y de
bajo costo por la sencillez de las condiciones para la estandarizacion que ayuda a

mejorar la reproducibilidad de los resultados (Doran, 2009; Polinska et al., 2021).

A pesar de-los beneficios del cultivo in vitro existen escasos estudios que
aprovechen el potencial de Typha spp. para tratar cuerpos acuaticos contaminados.
De las investigaciones pioneras destaca el realizado por Santos-Diaz et al. (2007)
en donde cultivaron @de)ymanera in vitro raices aisladas de T. latifolia y Scirpus
americanus para remover Pb (Il), Mn (II) y Cr (Ill) del medio de cultivo Murashige y
Skoog adicionado con varigs.tipos de auxinas. Otros pocos estudios revelan el uso
potencial de la agrotransformacion_con Typha spp., como es el caso de T. latifolia
que se usoO por primera vez de"manera exitosa la transformacién de callos con
Agrobacterium tumefaciens, estableciendo asi un modelo estandarizado
(Nandakumar et al., 2004, 2005). Por otra parte, en el 2020 Hernandez-Piedra et
al., establecieron exitosamente/un. protocolo para la induccion con cepas de A.
rizhogenes en raices pilosas “ef yembriones somaticos de rizoclones de T.
domingensis. De manera reciente el-trabajo de Hernandez-Piedra et al. (2025) ha
reportado por primera vez la dinamica‘espacio-temporal de un sistema de raices de
T. domingensis, proponiendo esta especCie)como”modelo para la rizofiltracién y
potencial uso para fitotratamiento de aguas eutrofizadas, para esto se realizaron
experimentos con plantulas inducidas con AIA y una combinacién con CIN o BAP

en presencia de luz y oscuridad.

2.5 Estrategias para la fitorremediaciéon de farmacos

La sobrepoblacion y la inadecuada gestion de los recursos naturalesshan tenido un
impacto perjudicial en el medio ambiente (Delgadillo-Lépez et al., 20114, Earraji et
al., 2020). El equilibrio de los ecosistemas y la salud humana se ven amenazados
por el vertido constante de contaminantes. Varias tecnologias fisicoquimicas'se*han
desarrollado para tratar los espacios contaminados, estos incluyen: la precipitacion
quimica, la filtracién por membrana, la adsorcion, la coagulacion-floculacion,‘la
degradacion fotocatalitica, el intercambio idnico, la oxidacién con ozono, la
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oxidacién con peroxido de hidrégeno, la flotacion y los métodos electroquimicos
(Farraji etal., 2020); sin embargo, la principal limitante de tecnologias es su elevado

costo (Marrero-Coto et al., 2012).

La fitorremediacion de PhACs representa una alternativa rentable, solar y de bajo
impacto ecoldgico ‘que ha suscitado un gran interés debido a su eficacia en la
eliminacié de varios contaminantes mediante procesos bidticos con minimos riesgos
(Kurade et al., 2021).ELtérmino fitorremediacion es un conjunto de tecnologias que
utilizan a las plantas parasimpiar o rehabilitar lugares contaminados tanto el agua
como el suelo y el aire.A(Nufiez et al., 2004). Las plantas junto con los
microorganismos asociados a’su, fizosfera son capaces de absorber, secuestrar,
degradar y metabolizar los contaminantes naturalmente (Marrero-Coto et al., 2012,
Zimicz, 2016). La fitorremediacion‘puede clasificarse en mecanismos especificos,
como la fitoestabilizacion, la fitoextraccion, la fitovolatilizacion, la fitoevaporacion, la
fitodegradacion, la fito-desalinizacién, la rizofiltracion y la rizodegradacion (Farraji et
al., 2020). Actualmente las investigacionés _sobre fitorremediacion de farmacos
involucran técnicas como humedales construides;~mesocosmos e hidroponia; en
menor medida se ha utilizado el cultivogin vitro destejidos vegetales y técnicas mas
sofisticadas como lo es la induccion de raices peludas. En la tabla 3 se muestran
algunas investigaciones realizadas para fitorremediar Sfarmacos y las plantas

empleadas.

Tabla 3. Investigaciones sobre fitorremediacion de farmacos.

Planta Compuesto Técnica Fuente
farmacéutico empleada

Cyperus alternifolius ~ Carbamazepina, Humedal (Yan et al.,
sulfametoxazol, construido 2016)
ofloxacina y

roxitromicina
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Lemna minor

Phragmites australis

Iris pseudacorus
Typha domingensis
Chrysopogon
Zizanioides

Zea mays Helianthus

annuus

Phragmites australis

Lemna sp. Spirogyra

sp.

Phalaris arundinacea

Cefadroxil,
metronidazol,
trimetroprima y
sulfametoxazol
Cafeina, naproxeno,
metoprolol,
propranolol,
ibuprofeno,
carbamazepina y
Diclofenaco

Furosemida

Ciprofloxacino.y
tetraciclina
Carbamazepina,
10,11-
epoxicarbamazepina,
ibuprofeno y
acetaminofén

Acetaminofén

Diclofenaco,
acetaminofén,

ibuprofeno,

carbamazepina, acido

clofibrico, cafeina y
propranolol
Sulfametoxazol y

Diclofenaco

Humedal

construido

Mesocosmos
Humedal

construido

Hidroponia

In situ

Hidroponia

Humedal
construido

Biorreactores

Humedal

construido

(latrou et al.,
2017)

(He et al.,
2018)

(Machado et
al., 2020)
(Panja et al.,
2020)
(Ryslava et
al., 2015)

(Vo et al.,
2019)
(Garcia-
Rodriguez et
al+2015)

(Sochacki-et
al., 2018)
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Scirpus validus

Alternanthera spp.

Salvinia molesta
Lemna minor
Myriophyllum
aquaticum

Rotala rotundifolia
Canna indica y
Acorus calamus

Brassica juncea

Populus nigra

Helianthus annuus

Phragmites australis

Chrysopogon
Zizanioides

Phragmites australis

Carbamazepina,
naproxeno,
Diclofenaco, acido
clofibrico y cafeina
Acetaminofén y
metilparabeno

Eritromicina

Sulfonamidas

Acido.dcetilsalicilico y
tetraciclina

Ibuprofeno
Tetraciclina y

oxitetraciclina

Praziquantel

Tetraciclina

Ibuprofeno, naproxeno

y Diclofenaco

Mesocosmos

Hidroponia

Humedal
construido

Hidroponia

Hidroponia

hidroponia

Cultivo in vitro

Cultivo in vitro
Raices pilosas
Cultive in vitro
Cultivo en
suspension
Humedal
construido

hidroponia

Humedal

construido

(Zhang et al.,
2013)

(Mutar et al.,
2021)
(Rocha et al.,
2021)

(Ruan et al.,
2022)
(Gahlawat &
Gauba, 2016)
(lori et al.,
2012)
(Gujarathi et
al., 2005)
(Marsik et al.,
2017)

(Sengupta et
al., 2016)
(Avila etal.,

2020)

Fuente: elaboracion propia.
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3. JUSTIFICACION

Las pruebas de fitotoxicidad y fitorremediaciéon en sistemas de cultivo in vitro
representan una herramienta innovadora en ecotoxicologia y biotecnologia vegetal
para abordarios“problemas de contaminacion acuatica por productos farmacéuticos
activos. Hasta el.momento, la mayoria de las aplicaciones de fitorremediacion se
han centrado en humedales construidos, humedales flotantes, mesocosmos e
hidroponia con diferentes especies vegetales (Machado et al., 2020; Yan et al.,
2016; Zhang et al., 2013), mientras que son escasos los estudios que emplean
técnicas alternativas de cultivo in vitro con Typha domingensis para evaluar la
actividad toxicolégica y la remocién-de contaminantes de origen farmacéutico, como
el Diclofenaco (DCF). Si bien numerosas investigaciones sobre este farmaco se
concentran en la toxicidad hacia las’ macrofitas flotantes y emergentes o en la
eliminacion bioquimica en humedales, se evidencia una menor produccion de
estudios con cultivos vegetales in.vitro que\sirvan como referencia directa en México
(Zapata-Morales et al., 2024).

La macrofita enraizada emergente T..domingensis, reconocida por su tolerancia a
ambientes adversos, ha demostrado”ana amplia, capacidad para remover
contaminantes organicos e inorganicos (Mojiri, 2012y Compaoré g 2020), en
especial nutrientes como nitrogeno y fosforo. De manera mas reciente, también se
ha documentado su potencial para eliminar farmacos del agua (Dordio et al., 2009;
Machado et al., 2020; Mariza-Duré et al., 2022).

Por lo tanto, T. domingensis se perfila como un modelo experimental idéneo en
ensayos de cultivo in vitro, al constituir una etapa preliminar, rapida y mecanistica
para evaluar la toxicidad y la capacidad de remociéon de Diclofenaco.en climas
tropicales. La evidencia cientifica puede respaldar su eficacia y aplicabitidad en

condiciones reales, con un enfoque orientado a la fitorremediacion acuatica.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

° ¢En_gqué medida se manifiesta la toxicidad del Diclofenaco en el follaje, las
raices-y-el desarrollo general de Typha domingensis en diferentes condiciones
experimentales y sistemas in vitro, y cuales son las implicaciones para el
estudio deesta toxicidad?

° ¢ Cual es la gficiencia de Typha domingensis para remover o atenuar el
Diclofenaco en raices aisladas, plantulas y plantas desarrolladas cultivadas in
vitro?

e ; Permite la remociondel Diclofenaco la recuperacion fisiologica de los tejidos

vegetales expuestos?

5. HIPOTESIS

El Diclofenaco desencadena inhibiciones.fisiologicas tempranas y altamente
sensibles en la planta acuatica Typha domingensis bajo diferentes bioensayos de
cultivo in vitro; sin embargo, estas respuestas ne”’comprometen completamente la
viabilidad del sistema vegetal, sino que ceexisten con una capacidad funcional de
tolerancia y atenuacién del farmaco, lo que respalda el potencial de la especie para

Su remocion.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la toxicidad y remocion del Diclofenaco en sistemas de cultivo in vitro de

raices aisladas inducidas y plantas completas de Typha domingensis.
6.2 Objetivos especificos

) Desarrollar y estandarizar sistemas de cultivo in vitro de plantas completas y
raices aisladas de Typha domingensis como modelos experimentales.

° Determinar la toxicidad del Diclofenaco en ambos sistemas biologicos
mediante la estimaciongsde parametros de inhibicion y puntos finales
cuantificables.

° Evaluar y comparar la sensibilidad toxicolégica de los sistemas in vitro
mediante el analisis de la’respuesta_dosis—tiempo y la estimacion de los
parametros de Clso frente‘al.Diclofenaco.

° Caracterizar la capacidad “de remogidne del Diclofenaco y describir su

comportamiento cinético.
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7. METODO

7.1 Recoleccién y manejo de material vegetal

La recoleccion /de plantas e infrutescencias de Typha domingensis se llevo a cabo
en una zona inundable de la ciudad de Villahermosa, Tabasco (17°59'13.64"N,
92°57'50.37"0) (figura 2A). El material vegetal se recolecto en tres salidas de campo
en 2024. En abril y'mayo se extrajeron tres plantas completas y en junio fueron las
infrutescencias maduras~(figura 2B). Las raices de las plantas se extrajeron del
suelo con ayuda de una pala y se colocaron en recipientes de plastico (figura 2C).
Las inflorescencias se envelvieron en un pafo para evitar dehiscencia de las

semillas y se introdujeron en bolsas de papel.

Figura 2. Recoleccion del material vegetal de Typha domingensis. A) poblaCidn

ubicada en la zona inundable, B) infrutescencias, C) raices con sedimento.
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Las plantas de la primera y segunda recoleccion (P1 y P2, respectivamente), asi
comolasiinfrutescencias, se transportaron a las instalaciones de la DACBiol-UJAT.
Las raices/de las plantas se lavaron con abundante agua del grifo para eliminar el
exceso de sedimentos y el follaje se redujo a 30 cm de distancia de la base caulinar.
Posteriormente, los esquejes se aclimataron durante tres semanas, a temperatura
ambiente y luz con*fotoperiodo de 16 horas de luz fria (lamparas LED Philips, EE.
UU.) usando tinas de"plastico con agua potable aireada a |/4 de su volumen. Las
lamparas proporcionaronduz de 72 pymoles de fotones m-2 s-'. Las semillas maduras
se desprendieron de las’inflorescencias y se les elimind el perianto, siguiendo el
procedimiento descrito por Hernandez-Piedra et al. (2018). Después, se guardaron

en oscuridad en un desecador @condicionado con silice gel.

7.2 Establecimiento de cultivos asépticos
7.2.1 Cultivos de raices de campo

De las P1 y P2 aclimatadas, se seleccionaron al-azar raices blancas primarias y
verdes ramificadas de la parte supefior del rizoma. Estas se disectaron en
segmentos de longitud variable (2-3 ¢m). El procedimiento aséptico de los
segmentos radiculares requirié de doble lavado con agua purificada posteriormente
dentro de la campana de flujo laminar, se desinfectaron.en 10 % de NaCIO
(Cloralex®) con Tween-20 al 0.2 % durante 10 min ‘realizando agitaciones
manuales. Finalmente, se enjuagaron tres veces con aguas€sterilizada. Estos
explantes asépticos (n= 3-4) se establecieron al azar en unidades de cultivo de vidrio

(frasco Gerber®, 6.7 x 5.8 cm) en un medio nutritivo estéril.
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7.2.2 Germinacioén aséptica y aclimatacion de plantulas

Se suministraron dos cultivos de semillas (S1 y S2) en momentos diferentes para
germinarlas«~En ambos casos, las semillas se desinfectaron en solucion de etanol
al 30 % por 40 min, luego en solucion de NaClO (Cloralex®) al 10 % por 10 min y
se enjuagaron tres veces con agua estéril (Hernandez-Piedra et al., 2018). Las
semillas S1 se colocaron directamente en tubos de vidrio (Pyrex®©, 16 x 125 mm)
con 5 ml de medio nutritivo 0.1MS. Después de la germinacion, de tres a siete
plantulas se transfirieron a tubos de vidrio (Pyrex©, 25 x 150 mm) con 5 ml del medio
de cultivo estéril. Todo este/proceso se realizé dentro de la campana de flujo laminar
para mantener la asepsia. Les*tubos con las plantulas agregadas se mantuvieron
en aclimatacién dentro de un cuartorde crecimiento ambientalmente controlado bajo

luz blanca fria (85 uymoles de fotonés m-2 s-') y fotoperiodo de 16 horas luz.

En este primer establecimiento de semillas los parametros de preevaluacion fueron
cualitativos. Se registr6 el porcentaje yde viabilidad/asepsia y la eficiencia
germinativa. La viabilidad se diagnostico con Jla visualizacion de la plantula. La
asepsia se califico por la ausencia de_turbidez microbiana en el medio nutritivo.
Ademas, con ayuda de un vernier se midio ‘sobre la superficie de la unidad de cultivo
la elongacion de la raiz primaria (cm) por'plantula desde el punto de transicion del
hipocétilo hasta la punta de la raiz. La germinacién y aclimatacion de plantulas S1

se realizé en un periodo total de 2 meses.

Por otra parte, las semillas S2 fueron colocadas en cajas de Petri*(Pyrex©, 10 cm)
con 5 ml de agua estéril para su germinacion y se aclimataron en‘un periodo de 15
dias. Las semillas germinaron a la temperatura ambiental de laboratorio, en
condiciones de penumbra y después las plantulas continuaron en aclimatacién en
cuartos de cultivo por un periodo de dos semanas con la intensidad y fotoperiodo
similar a los cultivos de segmentos de raices. En las plantulas S2 hubo crecimiento

masivo, por lo tanto, se visualiz6 la presencia de germinados.
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7.2.3 Cultivo de raices aisladas de plantulas

Dos lotes.de plantulas aclimatadas S2 de 45 dias de edad, se desinfectaron con
NaClO (cloralex®) al 2 % por 1 min y se lavaron 3 veces con agua estéril. Luego,
dentro de lascampana de flujo laminar la raiz se disecciond con la base caulinar,
este proceso se realizé con un bisturi sobre una caja de Petri, a la cual se le coloco
2 ml de agua para evitar la de desecacién de las raices. Enseguida se transfirieron
5 raices por cada fraseo de vidrio Gerber® dosificados con 20 ml de medio de cultivo
0.1MS o 0.5MS. La viabilidad asepsia fue preevaluada como en la seccion anterior

con las plantas S1.

7.3 Medios de cultivo

Los medios de cultivo para raices y 'semillas se formularon con sales basicas de
Murashige y Skoog, 1962 (MS).. Elmedio'MS para raices de campo, se preparo sin
NHa4 (catalogo 2909 Sigma-Aldrich), a la mitadede la fuerza i6nica (0.5MS-NH4) en
estado semisdlido (agar al 4 %). El'reste de‘los~medios de cultivo para plantulas
fueron liquidos estaticos y usaron MS+NH4 (catalogo 5519 Sigma-Aldrich) a 0.1 y
0.5 de fuerza idnica, en lo sucesivo denominados”0y1MS y 0.5MS. En cambas
formulaciones de MS, se adicionaron vitaminas MS (catadlogo M7150 Sigma Aldrich),
0.05 g/L de acido ascorbico como antioxidante (catalogo A4544 Sigma-Aldrich),
0.036 g/L de NaHCOs3 (catalogo S5761, Merck/Sigma) para_funcionar como C
autotrofo y 1g/L de Sacarosa (Sac) de marca comercial (Waltmart®) en funcién
heterotrofa. Los fitorreguladores acido indol-3-acético (AlA) y cinetina«(CIN) fueron
necesarios en un sistema especifico. Estos productos se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (catalogos 12886 y K0753, respectivamente). Las soluciones”de cultivo
presentaron pH de 6+0.2 por la accion buffer del NaHCOs3 anadido. Todos los
medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave (Yamato SM300) a 121,°Cwy 1

atm/15 psi durante 20 min.
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7.4'Preparacion de soluciones y dosis de Diclofenaco

El DCF+sesus6 en presentacion inyectable de 75mg/3ml (marca del Ahorro®) y de
un ampula-se prepararon 250 ml de solucion madre de DFC en concentracion de

0.15 mg/ml de‘agua estéril. La solucién madre se almacend en un frasco ambar.

La capacidad de’absorcion de luz del DCF a una longitud de onda de 276 nm
(Hernandez et al.,"2021) se verificé en la solucion madre en dilucion 1:10. Esta
evaluacion se realizé-mediante la implementacion de un escaneo espectral, que
abarcé el rango de 180 nm a 350 nm, utilizando un espectrofotometro (Shimadzu
1280). La curva de calibracién’se construyo6 en el rango de concentracion de 0,015

mg/ml a 15 mg/ml de DCF frente’aun blanco de agua.

7.5 Experimento de rizogénesis in vitro
7.5.1 Cultivo de raices de campo

Los segmentos de raices asépticas-de-P1, secultivaron in vitro en medio de cultivo
0.5MS-NH4 para realizar dos experimentos de induccién rizogénica. En el primero,
previo al establecimiento aséptico de log cultivosy les explantes se rociaron tres
veces con benomilo al 1 %. Ademas, para filtrar la~carga de contaminacion
microbiana de las raices de T. domingensis se us6 el medio de cultivo en fase
semisolida. La unidad de cultivo para los experimentos fue el frasco de vidrio
Gerber® con tapas de policarbonato Magenta® con 20 ml de_ medio de cultivo. La
evaluacion de la viabilidad/asepsia, elongacion de raices y presencia de pelos
radiculares, se realizd hasta registrar indicios visuales de rizogenésis. Los
experimentos permanecieron en agitacion (85 rpm), con una temperatura de
26+2°C, fotoperiodo de 16 horas luz, bajo luz blanca fria (85 umoles de fotones m-

2.g.1),
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7.5.2 Induccién rizogénica de raices de campo

En el segundo experimento se utiliz6 medio semisélido 0.5MS+NH4, ademas, se
afnadierondesfitorreguladores AIA y CIN en concentraciones de 0.1 mg/L. Se disefid

un total de cinco.tratamientos experimentales y dos controles (tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos para la induccién rizogénica de raices de campo.

Tratamiento MS (%) Sacarosa AlA CIN N
(%) gy (ML)

Control 50 --- --- --- 5

autétrofo (CA)

Control 50 1 --- --- 5

heterotrofo

(CH)

0.5MS-AIA 50 1 0.1 --- 5

0.5MS-CIN 50 1 --- 0.1 5

0.5MS-AIA/CIN 50 1 0.1 0.1 5

7.5.3 Induccién rizogénica en raices juveniles in vitro

El objetivo del experimento fue seleccionar la mejor condiciénde rizogénesis en seis
medios de cultivo a partir de raices aisladas del suministro S2, las cuales se
desinfectaron con NaClO (cloralex®) al 2 % por 1 min y se lavaron'3'veces con agua
estéril. Luego, la raiz con base caulinar se diseccion6 en la campana de‘flujo laminar
sobre una caja de Petri a la que se colocd una lamina de agua estéril. Enseguida se
transfirieron 5 raices por cada frasco de vidrio Gerber® dosificados con 20 ml de
medio de cultivo 0.1MS y 0.5MS con vitaminas, NaHCO3, acido ascorbico, sacarosa
y 1 mg/L de AIA y CIN, cada tratamiento cont6 con cinco repeticiones. La tabla™s,

describe los tratamientos disefiados.
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Tabla 6. Tratamientos para la induccidén rizogénica de raices provenientes de

plantulas/in vitro.

Tratamiento MS (%) Sacarosa AlA CIN N
(%) mgly (M9

Control autétrofo . +10 --- --- --- 5
(CA-0.1MS)

Control 10 1 --- --- 5
heterdétrofo

(CH-0.1MS)

0.1MS-AIA/CN 10 1 0.1 0.1 5
Control autétrofo 50 +- --- --- 5
(CA-0.5MS)

Control 50 1 --- --- 5
heterdétrofo

(CH-0.5MS)

0.5MS-AIA/CN 50 1 0.1 0.1 5

7.6 Experimentos de toxicidad y remociéon del Diclofenaco en plantulas y

plantas desarrolladas in vitro

En dos experimentos independientes se analizaron simultaneamente la remocion a
mediano y corto plazo y la toxicidad aguda de plantulas. Consecutivamente,
remocion y toxicidad en un experimento de plantas regeneradas de raices juveniles
a corto plazo. Los experimentos se realizaron siguiendo la guia de la ARHA (Rice et
al., 2017) con modificaciones. El DCF residual se cuantifico mediando la*deteccion
de las absorbancias registradas por el espectrofotémetro UV/Vis a 276 nm 'yifue
calculado a partir de la ecuacion lineal obtenida [Y (mg/mL)] = (Abs275 nm —0.0219)
/ 0.7049]
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Para calcular el porcentaje de remocion se utilizé la siguiente formula:

Ci

% Remocion = ( f)X 100

L

Donde:
Ci = concentracion inicial (mg/L)

Cf = concentracion finalrdespués del tratamiento (mg/L).

Para la velocidad de remocion del DCF se dispuso de la siguiente ecuaciéon que

describe un decaimiento exponencial de primer orden:

C(t) = Coe_kt
Donde:
C(t)= concentracion en el tiempo-(mg/L*dia)
Co= concentracion inicial (mg/L)
k>0= constante de decaimiento (d-1)

t= tiempo de tratamiento (dias).

Para los calculos la forma exponencial fue.convertida’en su forma logaritmica lineal:
Inln (Ct) =InC, — kt

Donde:

InCo: Ordenada al origen

-k: pendiente: esta funcion matematica representa una recta en funcién de tiempo
que indica que el proceso de remocion disminuye de manera proporcional a la

cantidad presente en cada instante.
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7.6.1 Toxicidad aguda y remocion a punto final

En este‘experimento se utilizaron plantulas in vitro para evaluar la toxicidad aguda
y la remociorde DCF a mediano plazo en diferentes concentraciones de DCF. En
resumen, una‘vez concluida la fase de aclimatacion de las plantulas cultivadas in
vitro en 0.1 MS' del, suministro S1, se seleccionaron al azar aquellas con un
desarrollo de hojassy*raices robusto y se transfirieron una a una con una pinza a
tubos de vidrio con 5¢mlide medio nutritivo 0.1 MS fresco. Transcurridos tres dias,
se anadieron 5 ml del /mismo medio, que incluian las alicuotas de DCF
correspondientes, adicionadas con micropipeta. Las unidades experimentales
continuaron en la camara de-crecimiento en condiciones controladas. Se utilizé un
disefio experimental unifactorialidestratamientos para valorar el impacto de 1, 3, 5,
7 y 10 mg/L de DCF. El disefio inclayo cinco réplicas por tratamiento y un grupo de
control sin exponer.

Se registraron los sintomas de toxicidaden el color foliar (CF) y la longitud de las
raices (LR) alos 1, 3y 6 dias. El cambio de CF se expreso en porcentajes, conforme
a la distribucion de su escala ordinal-de-severidad.decreciente (tabla 6). Esta escala
cualitativa (1, 0,75, 0,5 y 0,25) se definid a ‘partir de la intensidad del efecto
observado en los resultados experimentales y permitio clasificar la respuesta en
niveles altos, moderados y bajos. Finalmente se determiné la Clsode CF y LR en

cada concentracion.

Tabla 6. Escala de severidad para evaluar toxicidad de hojas.

Color foliar Severidad
Verde intenso 1.00 (Muy alta)
Verde opaco 0.75 (Alta)
Verde opaco + algunas hojas 0.50 (Moderada)
transparentes

Hojas casi totalmente transparentes 0.25 (Baja)
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7.6.2 Toxicidad aguda y cinética de remocioén

El segunde experimento se ejecutd con plantulas aclimatadas 15 dias, provenientes
del sistema-S2. Se procedié de manera analoga al primer experimento respecto al

manejo previo‘de las plantulas y las condiciones ambientales durante el bioensayo.

El experimento se disefid con las concentraciones de DCF de 1, 3,5, 7y 10 mg/L.
El DCF residual se analizé en intervalos de 1, 2, 3, 4 y 7 dias y se obtuvieron el
porcentaje y la velocidad de la remocion de DCF mediante las formulas previamente
descritas. Simultaneamente con la separaciéon de la solucién de DCF residual se
cosechaban los especimenesde la unidad de cultivo para observar los indicios de
toxicidad manifestados a través-de indicadores de fragilidad del tejido por ruptura o
deshidratacion por individuo, esto ocurrié durante la preparacion de la biomasa.
Para estimar la biomasa [(mg)/planta’(w.f.)]., se retiré el agua superficial utilizando
papel absorbente comercial e inmediatamente se almacenaron en un desecador
envueltos en papel aluminio de“peso conogido. Finalmente, se pesaron en balanza
analitica. Finalmente, se procedid_a la estimacion de la IC50 de la inhibicion de

crecimiento en biomasa por DCF.

7.6.3 Toxicidad y remocion a concentracion fija

El dltimo experimento analizo el efecto de la toxicidad aguda.y la remocion del DCF
usando los cultivos regenerativos procedentes de la evaluacion rizogénica y la
concentracion de DCF que reportd la primera inhibicidn maxima“de crecimiento de
plantas. El disefio experimental fue de dos factores y controles. Los factores
considerados fueron la presencia o ausencia del balance 0.1 mg/L AlA/ 0.1 mg/L
CIN. La condicion de referencia para el medio de cultivo fue una concentracion de
sacarosa al 1 % en 0.5MS suplementado. Se utilizaron el grupo de control con
sacarosa (Control heterétrofo) y el grupo heterétrofo que contenia AIA/CIN para
diferenciar el efecto del DCF con y sin AIA/CIN. La duracion de la prueba fue de 45

dias. Para ello, en la unidad de cultivo Gerber®, se sustituy6 el mismo volumen del
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medio_de cultivo anterior fresco. Posteriormente, se anadié una microalicuota de la
solucion_madre para una concentracion 7 mg/L de DCF. La transferencia de las
plantas y la'adicion de la alicuota del toxico se realizaron dentro de la campana de
flujo laminany, se colocaron en el cuarto de crecimiento en las mismas condiciones
de luminosidad cen fotoperiodo citadas. Cada tratamiento se repitid cinco veces, y
en los controles _se_triplicaron con tres plantas cada uno. Al igual que en el
experimento anteriogy’se analizaron los sintomas finales de toxicidad y se calculé el
porcentaje de remocién~de DCF. Se utilizaron los indicadores cualitativos de
respuesta toxica en raices y hojas, incluyendo pigmentacion, turgencia y necrosis,

para evaluar la sintomatologia.

7.7 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos’ se realizaron con el programa Statistica v7. Para
especificar la influencia de los faCtores expefimentales se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) y covarianza (ANCOVA). EVANCOVA se aplicé a las respuestas
de color final de raices autétrofas, spara las.respuestas de viabilidad/asepsia,
elongacion de la raiz y pelos radiculares de raices heterétrofas se usé ANOVA y un
analisis de comparacioén multiple post hoc utilizandoa.prueba de Tukey (p<0.05).
La rizogénesis en los explantes se analizé utilizando”tanto el ANOVA como la
prueba exacta de Fisher (p<0.05). Ademas, se utilizoé la prueba de Kruskal-Wallis
(p<0.05) para el porcentaje de germinacién y porcentaje de longitud de la raiz. El
modelo de regresién multiple se usé para comparar los efectos del DCF sobre el
porcentaje y la velocidad de remocion, para los parametros fisioldgices\de clorosis
y longitud de raiz, para la inhibicién por concentracion. Las ICso §e estimaron
mediante regresion logistica (Logit) aplicada a curvas dosis—respuestas‘mondtonas
de color foliar y longitud de raiz que cruzaron el 50 % de inhibiciéon una unica.vez.
En curvas con cambios de pendiente de la inhibicion de la biomasa, se utilizd
regresibn segmentada, calculdandose la ICso unicamente en el tramo

correspondiente.
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8. RESULTADOS
8.1 Establecimiento de plantas y raices asiladas
8.1.1 Calidad germinativa en sistemas de cultivo in vitro a partir de semillas

El punto de partida,para establecer semillas germinativas fue la dehiscencia natural
de los aquenios de..]. domingensis (figura 3A). En condiciones controladas, la
eficiencia germinativa.alcanzé el 94 % en el tubo de vidrio en 10 % MS, mientras
que en la caja de Petrifresulto ineficiente para cuantificar el desarrollo radicular.
Aunque los dos sistemas germinativos exhibieron asepsias visuales comparables,

el proceso regenerativo fue mas robusto en la caja de Petri (figura 3C).

La calidad visual de los germinadés provenientes de ambos tipos de cultivo fue
analoga en términos de ausencia de ‘elorosis, necrosis o dafos visibles. Lo anterior

se confirma al observar el buen aspecto de hojas y raices de las figuras 3B y 3C.

Tabla 7. Germinacion y longitud radicular de_plantulas S1.

Dias Germinacién (%) Lengitud de raiz (cm) n=6
5 46 0b

10 91 1.2b

17 94 1.4a

Kruskal-Wallis p<0.05. n=185. Literales con letras diferentes presentan promedios

desiguales.
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Figura 3. Calidad y sanidad visual-de la pl : e campo Yy regenerantes in vitro de
ncia de aquenios, B) plantulas en

oo

8.1.2 Viabilidad/asepsia y rizogénes:s autotrofa de%s adultas

Typha domingensis. A) planta mo@z od

JydéP

tubos de vidrio y C) plantulas en la c

En 0.5MS(-NH,), los cultivos autétrofos de raices primariaqgancas) y secundarias
o adventicias (blancas y verdes) fueron 100 % viables/a icos, sin mostrar
influencia en el alargamiento radicular el tiempo de cultivo (p= (@), el antifungico
benomilo (p=0.08, Fisher) y el tipo de raiz (p=0.19). Una caracteristic table de la
raiz verde fue el cambio de coloracion inicial a blanco al finalizar riodo de

cultivo. Enla figura 4 se aprecia la relacién inversa entre la cantidad de raé verdes
y blancas. %

o

L 2
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Figura 4. Porcentaje del color de las"raices aisladas de Typha domingensis
autotrofas cultivadas en 0.5MS(-NHa).

8.1.3 Viabilidad/asepsia y rizogénesis heterotrofa de raices adultas

El sistema in vitro de raices de campo cultivadas en 0.5MS+NH4 y.estimuladas con
fitorreguladores en condicion heterotrofa demostrd ser ineficaz debido a la alta
proporcion de cultivos con contaminacion fungica y bacteriana,”asi_como por
inhibiciones del crecimiento (figura 5). La variabilidad evidenciada< en los
tratamientos de raices adultas con AlA, CIN y AIA/CIN y los controles heterétrofo y
autotrofo (p<0.05), otorgd al control heterétrofo la relacion viabilidad/asepsia mas
eficaz en un 60 %, seguido por los tratamientos con CIN, AIA/CIN y AlA (figura.6).

El control autétrofo demostré ser el ultimo en manifestar eficacia (p>0.05). En el dia
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cu@ porcentaje de viabilidad/asepsia alcanzé su punto maximo, disminuyendo

progrésivamente en el tiempo (figura 6).

Figura 5. Contaminacion visual en el cultivo heterétrofo ices aisladas de Typha
domingensis. A) opacidad del medio de cultivo por formacid masa mucilaginosa,
B) colonias bacterianas oscuras, C) masa fungica blanca. O’

®

Respecto a la elongaciéon, se observé una variaciéon signiflc iva_ entre los
tratamientos (p>0.05), aunque dicha variacién no se evidencié en el %adlcular
(p>0,05). La elongacién maxima del 60 % se manifestdé a partir del dia
(p>0.05). Los cultivos con fitorreguladores causaron la menor eIongamon%\e
los dos controles con y sin sacarosa (figura 7). No obstante, la elongaciéon y los %
radiculares finales de ambos controles presentaron similitudes (figura 8). U
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referencia de estas dos caracteristicas de crecimiento radicular se muestra en la

figura@ .
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Figura 6. Viabilidad/asepsia d ices aisladas de Typha domingensis durante la
etapa experimental. ll CA, & O.SM;g\l, W 0.5MS-AIA, B 0.5MS-AIA/CIN.
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Figura 7. Elongacion de raices aisladas de Typha domingensis. ll CA, H C%
0.5MS-CIN, ® 0.5MS-AIA.
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Figura 9. Raices elongadas y extension de pelos radiculares en los explante€3e

Typha domingensis por tratamiento. A) CA, B) CH, C) 0.5MS-AIA, D) 0.5MS-C@
E) 0.5MS-AIA/CIN. ‘
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Ademas, para interpretar el efecto estimulatorio o inhibitorio de AlIA, CIN o AIA/CIN
en |0s cultivos heterotrofos, el analisis introspectivo logré detectar las
modificaciones en las tres variables en cuestion (p>0.05). El 35 % de cultivos fue
viable/aséptico) mientras que el 30 % presentd evidencias de crecimiento de la raiz,
tanto en términos.de elongacion radicular como en la formacion de pelos radiculares
(p<0.05). EI AlA, individual y con CIN, estimuld la presencia de pelos radiculares en
el 27 % de los cultives,.comparado con solo CIN. En cambio la elongacién alcanzé
promedio de 10 % en AlAwy CIN, y la inhibicion fue total en la relacion AIA/CIN. El
patron de crecimiento durante,el experimento evidencia que, en primera instancia,
se produce una proliferacién/de_los pelos radiculares, seguida por el desarrollo del
explante de raiz en términos de‘longitud. Estas respuestas de crecimiento en 0.5
MS (+NH4) fueron invisibilizadas~el resto del tiempo conforme progresé la
contaminacion. Independiente a la participaciéon de los factores de crecimiento en
ambos procesos, el analisis destacé aspectos relevantes que son fundamentales
para seleccionar el tipo de raiz y elfitorregulador mas adecuado de Typha en futuras
investigaciones. Finalmente, los resultados“obtenidos al término del experimento
indicaron un incremento de 20 % en _elongacion_de raiz y 35 % de formacion de
pelos radiculares, lo cual demuestra queno-resulto confiable realizar una evaluacion
toxicologica de DCF utilizando cultivos “de raices.<indefinidas procedentes de

explantes de campo.

Un aspecto relevante de este sistema de cultivo in vitro radiCular es la observacion
de que las raices de color verde y paja mostraron menor viabilidad en comparacién
con las raices blancas en el tratamiento 0.5MS-CIN, 0.5MS-AlA.y*0.5MS-AIA/CIN.
Este fendmeno se evidencia en la figura 10, donde se muestra que la’proporcion de
raices verdes y blancas/pardas de aumentaron a 2.25 a 14 dias dercultivo. El
analisis del subgrupo de cultivos con raices homogéneas, tonalidad«blancas,
asépticas y viables, confirmé que el tiempo de cultivo tuvo un impacto negative en
la asepcia e inviabilidad de los cultivos y un efecto positivo en la elongacién de la
raiz principal y los pelos radiculares (p<0.05).
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Figura 10. Cambio en el color de lassraices de..Typha domingensis en los
tratamientos. A) CA, B) CH, C) 0.5MS-CIN, D) 0.5MS+<AIA, E) 0.5MS-AIA/CIN.

8.1.4 Rizogénesis heterotrofa de sistemas radiculares juveniles

En el sistema radicular aislado de plantas juveniles, la induccidn.rizogénica que se
esperaba en 0.1MS o 0.5MS con la relacion de los fitorreguladores Qmg/L AIA:0.1
mg/L CIN fue inexistente bajo autotrofia o heterotrofia (figura 11). Ademas;, el 100
% de los cultivos se contaminaron al término de la evaluacién (figura  12), la
viabilidad inicial monitorizada mediante la turgencia y la flotabilidad del explante en
los controles 0.1 MS y 0.5 MS autétrofos disminuyé drasticamente (p<0.05). La

pérdida de viabilidad del sistema radicular se aprecia en la misma figura. En
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pre@a de los fitorreguladores el medio de cultivo presento turbidez, sin embargo

no se‘asacio a la contaminacion.

Figura 11. Viabilidad de plantulas de Typha domingensis regenerad n cultivos
autotrofos (CA) y heterétrofos (CH). A) CA-0.1MS, C) CH-0.1MS, E) 0.%IA/CIN,

B) CA-0.5MS, D) CH-0.5MS, F) 0.5MS-AIA/CIN. (?

.
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Notablemente, la condicion autétrofa fallé para cualquier estimulacién organogénica

(figura 11A y 11B). En cambio, la organogénesis foliar y radicular fue favorecida

sobre las demas variables de estudio, en todos los cultivos heterétrofos de las dos

concentraciongs ionicas MS, los cuales culminaron en el desarrollo de plantas

completas con raices blancas (figura 11C a 11F). Otra caracteristica distintiva en

los cultivos fueronda formacién de abultamientos cafés no identificados, similares a

masas celulares quesse.formaron lentamente sobre la base caulinar de las plantas,

en mayor o menor proporeion (figura 11C, 11E y 11F).
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Figura 12. Asepsia del sistema radicular aislado de Typha domingensis._A) CA-
0.1MS, B) CH-0.1MS, C) 0.1MS-AIA/CIN, D) CA-0.5MS, E) CH-0.5MS, F) 0:5MS-

AIA/CIN.
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Figura 13. Plantas de Typha domingensis, con organogénesis radicular y foliar. A)
CA-0.1MS, B) CH-0.1MS, C) 0.1MS-AIA/CIN, D) CA-0.5MS, E) CH-0.5MS, F)
0.5MS-AIA/CIN.

En la figura 13 se distinguen la organogénesis radicular y foliar pof la interaccién de
los tratamientos en intervalos de tiempo de la evaluacion. Sobresalieron los medios
de cultivos heterétrofos de 0.5MS sobre los de 0.1MS, por mostrars100 % de
elongacion de raiz y hojas, aunque con la relaciéon AIA/CIN presentafon/desarrollo
mas vigoroso (figura 11F). En 0.1MS heterétrofo con y sin fitorreguladores_dieron
evidencias de pilosidad a los 21 dias, sin mostrar diferencias estadisticas’con el
resto de los tratamientos heterétrofos (KW 0.05). El cultivo de plantas en 0.5°'MS
con y sin fitorreguladores fueron seleccionados para continuar las etapas

experimentales de toxicidad.
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8.26?cidad del Diclofenaco

8.2.1 Si Jplhatologia téxica — Evaluacién |

En prome%s plantulas de T. domingensis concluyeron con cambios marcados
enla CF, sin sis y una LR de 0.83 cm con los cinco tratamientos de DCF (figura
14).Enla mismnﬁ}lfa, se aprecia la transparencia del medio acuoso de las plantas
expuestas a DCF @ﬂ MS, lo cual se considerd equivalente a una asepsia total

de 100 % e indicadora,de ausencia de sinergias microbianas..

Figura 14. Sintomas de toxicidad del Diclofenaco en las plantas regenera e
Typha domingensis. A) control, B) 1 mg/L de DCF, C) 3 mg/L de DCF, D) 5 mg/L@
DCF, E) 7 mg/L de DCF, F) 10 mg/L de DCF. ¢
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Comparativamente, las plantas del control (n=4) alcanzaron un nivel medio de
clorosis, correspondiente a hoja color de verde tenue con algunas transparentes y
LR de 1 cm\(figura 14). Esta prueba toxicolégica se realiz6 con el suministro de
germinados S14 por o que se presume un estrés generalizado causado por la
transferencia a medioynutritivo fresco, porque las plantas tardaron en aclimatacion

2 meses (junio-agoste).sin recambio de medio

8.2.1.1 Variacién de los parametros fisiolégicos.

Los estadigrafos obtenidos de los“modelos de regresién multiple concentracién-
tiempo sobre las respuestas de clorosis y longitud de la raiz, se presentan en la
tabla 8. El efecto de la toxicidad de estas dos variables dependientes mostré
influencia de la concentracion de.DEF y eltiempo de exposicién, siendo el ajuste de
R=0.96 altamente significativo (p0.0001). Laspequeria diferencia entre R2=0.92 y
R2aj =0.9, sugiere que el predictor'és adecuade~y-relevante. Por lo tanto, los tres
coeficientes respaldan la confiabilidad del modeloySu poder explicativo y su utilidad
para analizar y predecir la clorosis dentro del.contextodel estudio. Sin duda, la forma
de crecimiento entorchada de las raices en el cultivo liquido fue la limitante técnica

para medir eficientemente la longitud radicular (figura 14):

La clorosis fue 7.4 veces mayor al sexto dia, asimismo, esta seregistrd a partir de
7 y 10 mg/L DCF, mientras que entre 1mg/L y 5 mg/L fue menas, severa hasta los
tres dias, comparado con la clorosis media inicial del control (p=0.0001). Por las
interacciones, tiempo y concentraciéon de DCF, el ultimo dia registraron clorosis
maximas en 3, 5, 7y 10 mg/L de DCF vy al tercer dia en 10 mg/L (p=0:02). Cabe
destacar que de este set de plantas, las del control concluyeron en clorosis maxima
(p=0.0001).
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Tabla 8”Modelos de regresion respuesta concentracion-tiempo.

Variable R R R%a p

Clorosis 0.96 0.92 0.90 0.001

kongitud raiz (cm) 0.45 0.20 -0.07 0.74

8.2.1.2 Curvas de concentracién-inhibiciéon y ICso de Diclofenaco

Los parametros de la regresion concentracion-inhibicion de la ICF describieron un
modelo ajustado muy significativo (p=0:0001), comparado con el modelo de % ILR

no significativo (p=0.6) (tabla 9),

Las curvas de ICF e ILR de las plantulas en.eltiempo por concentracion de DCF se
localizan en la figura 15. En oposicion con lamenor magnitud de IRL, el ascenso
temporal de ICF fue evidenciado en todas las concentraciones por lo cual la ICF
resulta mejor predictor de la toxicidad de DCF. Las ¢uryas concentracion-inhibicion

de la ICF en el gradiente de concentracion de DCF se‘muestran en la figura 15.

Las curvas de ICF1d e ICF3d presentaron una forma, sigmoidal simétrica,
caracteristica de respuestas dosis—dependientes clasicas. #El\ patron sigmoidal
indica que la inhibicibn aumenta a bajas concentraciones de DCF,alcanza una fase
de estabilizacion intermedia y posteriormente se incrementa _nuevamente,
configurando una respuesta de doble pendiente. La transicion~gradual de
concentracion intermedia no ocurrié en ICF6d, su firma fue semisigmoidal. Las tres
curvas de ICF permitieron validar la ICso mediante regresion logistica (Logit)/(tabla
10). En conjunto, las ICs0 de ICF se definieron en un patrén que indicé una alta

sensibilidad temprana del sistema fotosintético al DCF.
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Tabla 9. Parametros del modelo de regresion inhibicion-tiempo de las variables
dependientes.

Modelo % ICF % ILR
R 0.93 0.47
R2 0.86 0.22
R? ajustada 0.82 -0.02
F 20.5 0.88
p 0 0.59
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Figura 15. Curvas de inhibicidon de color foliar y longitud radicular en plantulas de
Typha domingensis durante la exposicion a Diclofenaco. Exposicién del farmaco a
uno (A), tres (C) y seis (D) dias.
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En ‘contraste, los tratamientos ILR1d e ILR3d presentaron curvas de inhibicion
decreCientes, mientras que ILR6d exhibié inhibicidon asimétrica, o que sugiere una
mayor tolerancia o capacidad de compensacion fisiologica en este parametro. Es
decir, ninguna) de las curvas de ILR cumpli6 con comportamiento mondétono
creciente de 1a inhibicion en funcién de la concentracion y presencia de una
transicion definidaentre una fase de baja inhibiciéon y un régimen de inhibicion
elevada, tampoco “eruzé el umbral del 50 % de inhibicion dentro del rango
experimental. Por lo tanteyla estimacion de la ICso del grupo ILR por regresion Logit
no resulté confiable, excepto por la ILR1 que formé parte del grupo de ICso de mayor
potencia inhibitoria. El modelo ajustado de la regresion Logit de las seis variables
dependientes, el resumen estadistico de los parametros, la magnitud de la
pendiente (B), coherencia biolégica~e incertidumbre por el tamafo muestral y la

varianza se localizan en Anexo.

Tabla 10. Resumen de las concentraciones/inhibitorias medias (ICso) de color foliar

y longitud radicular en plantulas detTypha domingensis.

Tratamiento  Tiempo ICs0 (mg/L) X2 p-valor
ICF1d 1 dia 412 13.33  0.00026
ICF3d 3 dias 0.6 1766  0.00003
ICF6d 6 dias 0.8 19.67° 0.00001
ILR1d 1 dia 0.7 10.08 0.0015
ILR3d 3 dias 4.92* 4.99 00255
ILR6d 6 dias — — -~

*ICs0 con alta incertidumbre (pendiente marginal). Los valores CI50s8e estimaron

mediante ajuste de curvas dosis—respuesta.

8.2.2 Sintomatologia téxica — Evaluacién Il

En esta prueba, se observaron sintomas de clorosis, pérdida de turgencia’y

degradacion de plantulas completas por DCF. Para efecto de comparacion, los
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cultivos”de plantas in vitro del control (figura 16A) se muestran con aquellos de
plantas con sintomatologia téxica. La pérdida parcial y total de la turgencia de hoja
y raiz y la glorosis manifestada por individuo ocurrié en dosis de 7 mg/L y 10 mg/L
(figura 16F y 16E). Con dosis de 10 mg/L, las plantas presentaron maxima clorosis
y deshidratacion de hojas y raices, lo que provoco la degradacion de estructuras

vegetales.

Figura 16. Severidad toxica del Diclofenaco por el color foliar en las plantulas™de
Typha domingensis a los 15 dias del experimento. A) control, B) 1 mg/L de DCF,C)
3 mg/L de DCF, D) 5 mg/L de DCF, E) 7 mg/L de DCF, F) 10 mg/L de DCF.
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8.2.2.1Variacion del crecimiento de la biomasa

Con base.en el crecimiento de la biomasa de las plantulas, el ajuste del modelo
covariado<de regresion lineal multiple concentracidn-tiempo resultd altamente
significativo (p<0.001). Aunque los coeficientes R fueron adecuados, los valores
bajos de R? y R? lajustado indicaron variabilidad alta en las estimaciones de la
biomasa. Esta variabilidad se puede explicar por las diferencias genéticas y
fisiologicas de cada individuo. El orden decreciente de magnitud significativa de los
factores, directos e indirectos fue el tiempo de exposicion (p=0.0001), la interaccion
concentracion-tiempo (p=0,014) y finalmente la concentracion de DCF (p=0.03). Las
dos primeras concentraciones”de DCF mostraron tendencia al crecimiento mas
parecidas pero presentaron fases_estacionarias mas prolongadas a partir de los 5
mg/L, respecto al control (p<0.05).(En las dos ultimas concentraciones la caida de
la biomasa fue abrupta y seguida por'una fase de recuperacion menor en magnitud.
La figura 17, ilustra los perfiles/de, crecimiento en biomasa por concentracion de
DCF.

En referencia a las curvas de inhibicion-tiempos’las cinco concentraciones de DCF
mostraron un patrén trifasico (figura 17) caracterizado por inhibicion temprana (1-2
dias), seguida de una fase de estimulacién del crecimiento (3-4) y una inhibicion
tardia (4 o 7 dias). Las estimulaciones fueron de mayor magnitud en 3, 5y 7 mg/L.
La tendencia de inhibicién temprana hasta en 5 mg/L de DEFresulté mas confiable
debido a la fragilidad de los germinados por encima de esta~concentracion. En

particular, en 10mg/L de DCF presenté el mayor descenso de la biomasa (p<0.05).
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Figura 17. Crecimiento en biomasa de‘plantulas de.fypha domingensis por el efecto
del Diclofenaco. Control (A), 1 (B), 3 (C), 5 (D), 7 (E)»~10 (F) mg/L de DCF durante

siete dias.

8.2.2.2 Curvas concentracion-Inhibiciéon y Clso de Diclofenaco

Debido a la naturaleza de la curvas concentracion-inhibicién defa biomasa (figura
18), no fue posible determinar un modelo logistico. En su lugary“se "analizaron
separadamente las fases inhibitorias. Las I1Cso estimadas mediante” _regresion
segmentada por tiempo de exposicidn variaron entre los tratamientos (tabla,11) y
estas se ubicaron en el criterio de sensibilidad moderada (=10-20 mg/L)y baja
sensibilidad (> 40 mg/L).
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Figura 18. Inhibicion del peso de la_biomasa_en plantulas de Typha domingensis.
Exposicion a concentraciones de 1 (A)y3.(B), 5Y(C),.7 (D) y 10 (E) mg/L de DCF.

Las IB1d e IB2d presentaron una inhibicion marcada, conCso bajas (7.6 y 9.6 mg/L),
conformando el grupo de IBxd de mayor sensibilidad inhibitoria. IB3d mostré una
respuesta de inhibicion intermedia, que aumenté de forma, continua con la
concentracion, sin descensos ni maximos multiples, y cruzoé el umbral del 50 % de
inhibicion una sola vez. La ICsode 14 mg/L obtenida indica que en IB3d, se requieren
concentraciones moderadas para alcanzar el 50 % de inhibicion. En.IB4d no fue
posible definir una ICsp valida, ya que la respuesta tampoco alcanz6'el 50 % de
inhibicion dentro del rango experimental, mientras que IB7d mostré una 1Cso de
sensibilidad baja con 45.3 mg/L, adjudicado a la pérdida de plantulas _por

estallamiento o fragilidad maxima.
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Tabla 11. Concentracién inhibitoria media (ICso) estimada en la biomasa de plantulas

de Typha domingensis. Modelo de regresion lineal segmentada para los distintos

tratamientos de inhibicion por dia (IBxd).

apunto de
_ . Tramo con PICso _
Tratamiento quiebre Observaciones
ICs0 (mg/L)
(mg/L)
Inhibicién temprana,;
IB1d 50.5 Tramo 1 7.6 >50 % sostenida
luego
Inhibiciéon temprana
IB2d 43.9 Iramo 1 9.6
marcada
. Punto de quiebre
IB3d -25.8 Tramewimico 14
fuera de rango
No se alcanzé 50 %
IB4d 8.3 — —
de inhibicion valida
IB7d 20.5 Tramo 2 45.3 Inhibicidn tardia

@Regresion segmentada, 1Cso valida solo si ocurre dentro del tramo correspondiente.

b\Valores menores de ICso indican mayor potencia inhibitoria. Los valores Clso se

estimaron mediante ajuste de curvas dosis—respuesta.
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8.2.3 Sintomatologia toxica de plantas desarrolladas en oscuridad

La figura 19 evidencia la intensidad de la clorosis, necrosis radicular y la pérdida de
turgenciastde hoja y raiz por debido al DCF. La planta completa sin exposicién al
DCF fue turgente, presentd hojas muy verdes y raices blancas. Estas caracteristicas
destacaron en el desarrollo de las hojas del control 1 (figura 19A), respecto al control
2 (figura 19D) que fue, favorecido por la presencia de AIA/CIN. Un acercamiento al

desarrollo foliar presentado en los dos controles se aprecia en la misma figura 18.

La toxicidad de DCF de menor intensidad se presenté en ausencia de AIA/CIN. Esta
se manifestd con clorosis periférica o central en la categoria de hojas color verde
opaco Yy algunas transparentes.(figura 19G), deshidratacién foliar parcial que torné
su color vivo a mate paja (figura 19H) y en la raiz por el apice de la raiz semioscuro
(figura 191) y la deshidratacion parcial de tejido radicular. En presencia de AIA/CIN
todas estas manifestaciones de toxicidad del DCF se intensificaron, de acuerdo con
las figuras 19Ky 19L. Ningun tratamiento con DCF registro ruptura o dafo vegetal,
aunque cierta turbidez fue observada ensalgunos cultivos en presencia de

fitorreguladores
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Figura 19. Manifestaciones de toxicidad del Diclofenaco en plantas de@al das de
Typha domingensis a partir de raices inducidas en 0.5MS. A) ntrol 1
(acercamiento B) hojas y C) raices), D) control 2+AIA/CIN (acercamiento jasy
F) raices), G) 7 mg/L de DCF (acercamiento H) clorosis y |) necrosis parc
raices), J) 7 mg/L de DCF+AIA/CIN (acercamientos K) clorosis, L) necrosis sev@
L 2

del tejido radicular).
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8.2.3.1/Modelos de regresion unidosis de la toxicidad de hojas y raices en

oscuridad.

Los modelos-de regresion de los indicadores de color y turgencias de hojas y raices
fueron significativos. Los coeficientes R mostrados fueron de mayor magnitud para
el color de hojas 'que, para las turgencias de hoja y raiz (tabla 12). La variacion de
estas tres respuestas _cambio significativamente en funcion del tiempo y entre
tratamientos de DCF de)forma directa e interactiva (p<0.05). En los tres modelos,
el numero de plantas{ por” unidad de cultivo mostré efectos covariados bajo

oscuridad.

Aunque la cantidad de hojas y.’color de raices por unidad de cultivo resultaron
homogéneas (p>0.05), es importante considerar el sesgo inherente a la contabilidad
por la condicion no destructiva de la prueba. No obstante, hubo una diferencia de
cinco hojas a favor de la presengia de AIA/CIN, y con el DCF afadido conservaron

el promedio de hojas del controlrespectivo!

Tabla 12. Coeficientes R de los indicadores'de color y turgencia de hojas y raices

de plantas de Typha domingensis desarrolladas.en_oscuridad.

R R% R2aj JF P
No. hojas 0.68 0.47 008 122+ 0.37
Color hojas 0.98 0.96 093 31.900.001

Turgenciahojas 0.94 0.89 0.80 10.72 0.004

Color raices 0.73 053 0.19 157 0.24

Turgenciaraiz 094 0.88 0.79 10.17 0.001
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8.3 Eficiencia de la remocion del Diclofenaco en los sistemas in vitro
8.3.1 Curva de calibracion

La curva estandar utilizada para calcular la relacién entre la concentracion y senal
de DCF mostrécorrelacion positiva muy fuerte (R=0.999, p=0.0001), lo cual significa
que en el modelo, el valor del intercepto no es producto del azar. Es decir, hay
evidencia estadistica suficiente para afirmar que el intercepto es distinto de cero. El
modelo de regresion lineal explicd el 99.9 % de la variabilidad (R?) y un buen ajuste
de los datos (R?%aj=0.999):

8.3.2 Eficiencia de la remocion de.Diclofenaco en tiempo final

La remocion de DCF fue evaluada‘\en las plantulas S1 y se observd un
comportamiento concentracion-dependiente. El modelo de regresion multiple de la
remocion en tiempo final de las plantulas mostré un ajuste altamente significativo y
robusto (p=0.0001). En conjunto;- 1a) correlacion positiva muy fuerte (R= 0.96),
determinacion (R?=0.93) y ajustado«(R?aj=0.89), reflejan que el modelo es
estadisticamente sélido y util para explicar.y predecir informacion relevante de la
variable dependiente, con un margen de error aceptable.y una variabilidad residual
baja. Conforme a la figura 20, la remociéon mas baja (30+%) se registré con 1 mg/L,
seguida por 3 mg/L (80 %) y continuaron los promedios compartidos de las
remociones de 5y 7 mg/L de DCF (88 %) (p<0.05).
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Figura 20. Remocioén final de Diclofenaco,agrupade. por concentracion en plantulas

de Typha domingensis.

8.3.3 Eficiencia de la remocion del Diclofenaco en diferentes tiempos

El porcentaje y velocidad de remocién de DCF de las plantulas.sujetas a toxicidad
aguda fue dosis-tiempo dependiente (p=0.0001), siendo el ajuste_de los modelos de
regresion multiple significativos (p=0.001), asi como fueron elevados los
coeficientes de correlacion en los tres parametros de R (tabla 10). Los efectos
directos, la interaccion de la concentracion y tiempo de exposiciona DCF
presentaron p<0.05, sin embargo, la concentracién influyd mas que el tiempo,en la
eficiencia de la remocion en porcentaje y velocidad. Respecto al porcentaje! de
remocion, las cinco curvas concentracion-tiempo mostraron tendencias

exponenciales parecidas, conforme a la representacion que se muestran en la figura

56



21."En.cada tiempo evaluado la remocion incrementa de manera progresiva desde
la concentracidon mas baja a la mas elevada, lo que indica que el sistema biologico
remueve mas DCF en concentraciones altas. Excepto, al inicio (1 dia) donde la
capacidad de, remocion fue superior en todas las concentraciones sin presentar

traslapamiento alguno entre curvas, como se evidencia en los dias2a 7.

Para el caso de lagvelocidad de remocion, las cinco curvas tiempo-concentracion
fueron sigmoidales (figura 21). Es decir, la velocidad inicia lenta en todas las
concentraciones, se estabiliza los dias intermedios y aumenta rapidamente al
séptimo dia. Aunque por la_magnitud de la velocidad fueron diferentes, siendo la
concentracion de 1 mg/g mas.répida los primeros dos dias y después se mantuvo
estable a un maximo de velocidad de -0.5 mg/dia. Al finalizar, las cinco
concentraciones se acercaron a este\valor de velocidad mostrando el mismo patron

de cambio de velocidad.
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Figura 21. Remocion cinética de Diclofenaco. A)1,B)2 C)3 D)4y E) 7 dias.
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Figura 22. Velocidad de remocion del Diclefenacos

Por otra parte, las curvas de velocidad de remocidn.mostraron un perfil de
decaimiento exponencial (Figura 22), caracterizado por una tasa de cambio (-k)
inicialmente alta que disminuye gradualmente. La concentracién de 1 mg/L presento
la mayor velocidad de remocion en el primer dia. Posteriormente, las
concentraciones entre 3 y 10 mg/L mostraron una estabilidad en la tasa‘entre -1y -
3 dia!, hasta que finalmente todas las concentraciones alcanzaron Wna’velocidad
asintética cercana a -1 dia™'. Este ultimo dato indica una capacidad de.rémocion
constante de aproximadamente el 10 % de DCF en el séptimo dia, desmuestra-una
independencia de la concentracién en la fase final. El porcentaje y velocidad de
remocion de DCF de las plantas sujetas a toxicidad aguda fue dosis-tiempo
dependiente (p=0.0001), siendo el ajuste de los modelos de regresiéon multiple
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significativos (p=0.001), asi como fueron elevados los coeficientes de correlacién
en los tres parametros de R (tabla 10). Los efectos directos, la interaccion de la
concentracion y tiempo de exposicion a DCF presentaron p<0.05, sin embargo, la
concentracidn, influyd mas que el tiempo en la eficiencia de la remocion en

porcentaje y velogidad.

Respecto al porcentaje de remocion, las cinco curvas concentracion-tiempo
mostraron tendenciasrexponenciales semejantes, conforme a la representacion que
se muestran en la figura 227 En cada tiempo evaluado la remocién incrementa de
manera progresiva desde la concentracion mas baja a la mas elevada, lo que indica
que el sistema bioldgico remueve mas eficientemente en concentraciones altas de
DCF. Excepto, al inicio (dia 1) donde la capacidad de remocién fue superior en todas
las concentraciones sin presentan traslapamiento alguno entre curvas, como se

evidenciaenlosdias2a?.

8.3.4 Eficiencia de la remocion en plantas desarrolladas en oscuridad

La remocién de DCF en las plantas desarrolladas eon 0.5MS en oscuridad se ajusto
al modelo de regresiéon concentracién-dependiente” (tabla 13). No obstante, la
remocién fue afectada por el covariable numero de plantas (p<0.05), y entre las
condiciones de cultivo con y sin fitorreguladores, la remocion fue similar con un

promedio del 27 %.

Tabla 13. Modelo de regresion concentracion-dependiente "de, la remocién de

Diclofenaco de plantas de Typha domingensis desarrolladas en oscuridad.

R R? R%aj F P

%  0.99 0.99 0.99 31087.64 0.0001
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9. DISCUSION

La eficacia de eliminacion y la toxicidad aguda del contaminante DCF por parte de
la macrdfita_acuatica T. domingensis se evalu6 mediante bioensayos con dosis
multiples y unicas. Estos bioensayos se realizaron utilizando cultivos in vitro de
plantulas y plantas,adultas El objetivo de este estudio fue doble: (i) establecer
sistemas de evaluacion’ in vitro para pruebas de fitorremediacién y fitotoxicidad, y
(i) evaluar de manera._simultanea los efectos toxicos del DCF y la eficiencia de su
remocion. La evaluacién,mediante el cultivo de raices aisladas adultas procedente
de raices adventicias de-Campo se descartd, ya que el suministro resultd

infructuoso.

En principio, las plantas locales mestraron ser donantes adecuados de semillas
viables para establecer los cultivos inwitro. Un reto superado con éxito fue la elevada
eficiencia regenerativa que mestraron las-semillas de Typha, consistente con un
abundante suministro de plantulas asépticassen medio de cultivo MS al 10 %. Este
resultado fue consistente con lo reportado en_investigaciones previas (Hernandez,
2024; Hernandez et al., 2020, 2022)+En consecuencia, el sistema de plantulas
demostrd ser adecuado para la evaluacién.texicologiea y fitorremediacion. Respecto
a los cultivos de raices adventicias, cabe destacar que la mezcla de raices verdes
y blancas provenientes de campo mostré6 un alto grado de resistencia a la
proliferacion rizogénica, tanto en ausencia como en presencia de amonio. Ademas,
estas raices demostraron ser vulnerables a la infeccion y necrosis, y se comprobd
que la induccion proliferativa autétrofa y heterétrofa con AIA, CIN y AIA/CIN fue
ineficaz. El hallazgo de una respuesta de elongacién positiva de la raiz blanca de
campo en condiciones in vitro, coincidié con el desarrollo satisfactorioyde raices
blancas de plantas procedentes de esplantes de raices juveniles en el medio MS al
50 %. No obstante, la estandarizacién del cultivo in vitro de raices aisladas'de T.
domingensis requiere investigaciones futuras en el contexto de la toxicologia y-la

biotecnologia vegetal con fines ecolégicos.

60



Independientemente de la duracion del bioensayo, las plantulas de T. domingensis
mostraron los siguientes indicadores de dano toxico por exposiciéon a DCF: clorosis
y pérdida de peso. La gravedad de estos sintomas aument6é con el tiempo de
exposicion. (En contraste, la longitud de las raices mostr6 un menor grado de
sensibilidad en todos los casos. Una explicacion de las diferencias entre hojas y
raices correlaciona’con el metabolismo del DCF, es el documentado por Bartha et
al. (2014) con T. latifolia, quienes reportan en el primer dia de exposicion menor
proporcion de DCF en lasraices y mayor en las hojas, que coincidié con la deteccion
de 4'-OH-Diclofenaco, un producto de la hidroxilacién de fase | transferido del tejido
radicular a las hojas. Los autores interpretaron este hallazgo como un transporte
moderado de DCF a la parte superior de la planta y una menor actividad metabdlica
en las hojas. Por lo tanto, se puede, inferir que las plantulas de T. domingensis
absorbieron y translocaron este farmaco, lo que aumenté el efecto toxico en las

hojas, especialmente a concentraciones de.7 y 10 mg/L.

En contraste con la toxicidad del/DCF bajo la influencia de la iluminacion en las
plantulas y en ausencia de luz en plantas desarrolladas, los sintomas de necrosis
radicular en plantas de edad avanzada fueron inténsos en la dosis Unica de 7 mg/L
tras una semana de exposicion, sin que se produjera mortandad alguna.. Sin
embargo, la amplificacion de este efecto en presencia.de AlA/CIN ocurrié de forma
analoga a la necrosis ocurrida con el cultivo de raices de<€ampo que condujo a su
mortandad. Si bien, la sinergia de estos fitorreguladores promovio el crecimiento del
sistema radicular de las plantas, causaron dano colateral. En ceneordancia con esto,
las hojas y raices de plantas de T. domingensis presentaron mayor resistencia que
las de plantulas al efecto toxico residual del DCF. La combinacién de barreras fisicas
mas desarrolladas y una mayor capacidad metabdlica de detoxificacién‘confiere a

las plantas adultas una mayor tolerancia al DCF en comparacién con las\plantulas.

Un hallazgo particular en la segunda evaluacion de la toxicidad se present6 en la
ganancia en la biomasa durante la exposicién a diferentes concentraciones de DCF-

Este proceso el cual se denomina hormesis, es un fendmeno de dosis-respuesta
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que, sesCaracteriza por la estimulacion en dosis bajas y la inhibicion en dosis altas
(Calabrese & Blain, 2009). En este caso, fueron las concentraciones de 5y 7 mg/L
de DCF las que tuvieron la hormesis mas marcada. La hormesis se ha reportado
principalmente)con antibidticos como la flumequina, quinolona, sulfadimetoxina,
amoxicilina, tetragiclinas, ampicilina y sulfadiazina. Las especies de plantas usadas
para estas pruebas’son Brassica napus, Capsella bursa-pastoris, Triticum aestivum,
Zea mays, Lythrum-salicaria, Cucumis sativus, Lactuca sativa y Raphanus sativus
(Agathokleous et al., 2018). La capacidad de crecimiento sostenido sugiere que los
mecanismos de detoxificacian operan antes de comprometer el desarrollo
estructural de la planta. Sin“embargo, aun son escasas las investigaciones con
respecto a la hormesis con(AINEs, y particularmente el DCF, asi como el
comportamiento en especies del'género Typha en pruebas de toxicidad agudas y
cronicas. Los resultados obtenidos permiten comprender la respuesta fisioldgica de
Typha al DCF en un gradienté de concentraciones relevantes para ambientes

urbanos.

El parametro mas sensible al DCF fuela intensidad.del color foliar verde, cuyos Clso
se ubicaron en concentraciones bajas dentro del'rango experimental. Este resultado
es consistente con evidencia previa que sénala que’los-pigmentos fotosintéticos son
uno de los primeros blancos de estrés por farmacos.antiinflamatorios en plantas
acuaticas (Bartha et al., 2014). La pérdida de coloracién observada en Typha refleja
probablemente una reduccion de clorofilas o una alteracion’en la integridad de los
tilacoides. Los AINEs como el DCF pueden inducir estrés oxidativo, interferir con la
formacion de cloroplastos y alterar la expresion de genes asociades’a la fotosintesis,
incluso a niveles de exposicion subletales. El Clso estimado del porcentaje de color
foliar se ubico en el rango bajo-medio de las concentraciones experimentales, lo
que sugiere que el pigmento foliar es uno de los primeros parametros en‘responder
al estrés inducido por el farmaco. Adicionalmente, las curvas de inhibicion de la
biomasa-tiempo obtenidas evidencian que el farmaco induce un estrés inicial,

seguido de una respuesta adaptativa transitoria y, finalmente, un efecto inhibitorio
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predominante. Por lo tanto, el efecto del farmaco no fue estatico, sino dependiente
del tiempo y, este comportamiento resalta la complejidad de las interacciones DCF-
célula y subraya la importancia de realizar analisis cinéticos prolongados para una
caracterizacion adecuada de la actividad farmacologica. En conjunto, los valores de
Clso, obtenidos de-los modelos de regresion logisticos y segmentados (Anexo) y los
patrones diferenciales de inhibicién confirman que esta macrdéfita posee una
tolerancia relativamente alta a este farmaco, aunque con afectaciones a nivel foliar
y radicular, asi como en la-biomasa total. En este sentido, el presente estudio aporta
evidencia que sugiere “un sistema biolégico dinamico, caracterizado por la
coexistencia de toxicidad, adaptacién y dafo acumulativo inducidos por DCF,

procesos que hasta ahora no han/sido plenamente documentados.

En condicion de toxicidad, las plantulas de T. domingenisis demostraron que la
concentracion y la temporalidad ejercen influencias determinantes en la remocion
de DCF. Particularmente, el sistema presentd una relacion inversa entre carga del
contaminante y eficiencia cinétiCasde remocion. Este comportamiento sugiere que
el sistema biolégico posee una capacidad limitada de procesamiento del DCF.
Cuando la concentracion es alta, ~les mecanismos involucrados en su
transformacién, degradacién o acumulacion)puedenroperar de manera deficiente.
Una explicacién plausible es que al aumentar la concentracion se saturan los sitios
de interaccion o transporte, se inhiben enzimas o rutas metabdlicas y aumenta el
estrés celular, reduciendo la actividad metabdlica general,€€Como consecuencia, la
velocidad de remocién disminuye. Desde un punto de vista cinétiCo, este patron es
compatible con un sistema de tipo saturable, similar a una cinética de Michaelis—
Menten, donde a bajas concentraciones, la velocidad aumenta proporCionalmente y
a concentraciones altas tiende a estabilizarse o incluso disminuir si existe inhibicion
por sustrato. Lo anterior implica que el sistema es mas eficiente para remoever DCF
a concentraciones bajas o moderadas, mientras que cargas elevadas pueden

comprometer su desempefo. Por lo tanto, para aplicaciones ambientales, seria
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conveniente operar dentro de rangos de concentracion que no generen toxicidad

significativa.

Aparentemente, el cambio sigmoidal de la velocidad en practicamente todas las
remociones 'de_DCF sugiere la operacién de mecanismos de detoxificacion, que
coinciden parcialmente con la absorcion y la translocacion del DCF en plantas de T.
latifolia (Bartha ef al;2014). En particular, este aspecto de la remocién por parte de
T. domingensis en funcion de la velocidad parece guardar relacion con las tres fases
de la biotransformaciéon de-téxicos en las plantas, concepto denominado higado
verde (Sandermann, 1994). Las principales enzimas implicadas en estos procesos
son el citocromo P450, las..monooxigenasas, las glutation-S-transferasas, las
glicosiltransferasas y las peroxidasas (Bartha ef al., 2014). Los niveles detectables
de DCF y de sus metabolitos en las,¢ultivos hidroponicos de Arabidopsis thaliana
han confirmado el éxito de la absorcién y el metabolismo del DCF en el sistema
vegetal (Pan et al., 2024).

Por otra parte, los efectos agudos ;y cronicos de los productos activos de la
degradacion de DCF merecen una atencién cautelosa. Como se ha comprobado en
investigaciones previas, la fotodegradacion« directa es el proceso de
descomposicion dominante de este farmaco (Musa./& Eriksson, 2009; Poirier-
Larabie et al., 2016; Zhang et al., 2011). La fotdlisis~genera amidas ciclicas
potencialmente toéxicas en aguas naturales y determinadas_condiciones quimicas,
de profundidad y estacionales (Mathon et al, 2019) y estas actuan como
intermediarios en la fototransformacion directa del DCF. Pordo anterior, en el
presente estudio se anticipaba una menor remocion en oscuridad en comparacion
con la remocién en luz. Si bien, el propésito principal de la prueba fue.evaluar la
remocién y la toxicidad de DCF, en estado de desarrollo avanzado de“Typha y
discriminar posibles interferencias en la deteccion espectrofotométrica delfarmaco
en cuestion, se logroé obtener evidencia de la reducida remocién en 7 mg/L)bajo
oscuridad. , ademas Una explicacion plausible de la remocion con interferencias-en

este contexto experimental pudo ser causado por la mayor concentracion de sales

64



de ‘lossmedios de cultivo (50 % MS/plantas frente a 10 % MS/plantulas). Las
moléculas fotoactivas, aquellas que poseen la capacidad de absorber radiacion
solar como‘el nitrato, se encuentran implicadas en el proceso de fototransformacion
indirecta deuna amplia gama de contaminantes organicos en aguas superficiales.
En relacion con este aspecto, no existe mencion en los sistemas de cultivo in vitro
En el marco de |a eficacia de eliminacion del DCF, las plantulas in vitro en condicién
de luminosidad alcanzaron eficiencia maxima del 80 %. Aunque se asume la misma
variabilidad genética y fisiologica de los regenerantes, existieron algunas diferencias
en las condiciones de estres de los cultivos in vitro antes y después de la exposicion
al téxico. Por ejemplo, en lagrimera prueba de remocion con plantulas, el periodo
de aclimatacion de estas fue imas prologado y hubo un cambio no previsto del
suministro de luz artificial por la ambiental. En la segunda evaluacion, las plantulas
de T. domingensis exhibieron una capacidad de remocion notable, alcanzando entre
el 30 % y el 60 % en concentraciones de_1.mg/L. Posteriormente, dicha capacidad
se incrementd de manera sustaneial, sobrepasando el 70 % en concentraciones de
3 a 10 mg/L en dias posteriores, lo que sugiereina mejora continua en la eficacia
de la remocién con el tiempo. En similitud, Zapata-Morales et al. (2020), emplearon
a T. latifolia y reportaron una eficiencia del-92 % enda eliminacién de 1 mg/L en un
periodo de tres dias bajo condiciones de invernadero.y‘una reduccion en la eficacia
a cinco dias, alcanzando un maximo del 90 % en coneéntraciones de 3 mg/L. En
oposicion, revelaron disminucién progresiva en la eficiencia,/con una caida del 71
% al 43 % en concentraciones de 5, 7 y 10 mg/L, respectivamente: En otro estudio,
se utilizaron plantas de T. angustifolia para remover once farmaecgs, entre ellos el
DCF, con una concentracion de 8 ug/L y con influencia de la temperatura (10 y
21.5°C). Los resultados indican que a los 21 dias T. angustifolia pudo remover
satisfactoriamente todos los compuestos farmacéuticos, en donde el DCF)tuvo un
porcentaje de remocion del 962 % a 10°C y 100 % a 21.5°C (Lei et al., 2023).

En este estudio, la mayor eficiencia de eliminacién del DCF observada en plantulas

in vitro bajo condiciones de luminosidad en comparacion con plantas en oscuridad
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puede_€explicarse por varios factores (Polinska et al., 2021). En primer lugar, las
plantulas/presentan una mayor actividad metabdlica y tasas de crecimiento, lo que
favorece la’ captura y el procesamiento de compuestos organicos disueltos en el
medio. Ademas, el hecho de que los tejidos juveniles estén menos lignificados
tengan una mayaor, relacion superficie/biomasa permite una interaccion mas eficaz
con el contaminant€, facilitando su absorcién inicial y su posterior metabolizacion.
Asimismo, la luz puede.estimular procesos fisioldgicos y metabdlicos relacionados
con el gasto energético y-la_produccion de metabolitos secundarios implicados en
rutas de detoxificacion, “lo que contribuye a una eliminacion mas eficiente en
plantulas in vitro. Estos mecanismos combinados, como captaciéon activa,
metabolismo acelerado y respuesta fisioldgica inducida por la luz ofrecen una base
funcional para comprender por que las plantulas jovenes pueden mostrar una mayor
eficiencia en la remocion de DCF ‘en_comparacién con plantas maduras, cuyas
estructuras mas complejas pueden limitar la,cinética de absorcion y transformacién

de xenobidticos.

Finalmente, también se plantea que-elproceso de fitorremediacién del DCF puede
verse complementado por una interaccion”_sinérgica entre la planta y
microorganismos (Zapata-Morales et al; 2024), 1o-que sugiere la colaboracién
conjunta a la mejora del medio ambiente. Cabe .enfatizar que la condicién
reduccionista usada en el presente estudio separo €l _proceso vegetal del

microbiano.
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10. CONCLUSION

En el presente estudio se delimitaron los umbrales de toxicidad aguda y de
crecimiento .en biomasa de T. domingensis ante la exposicion a Diclofenaco,
mediante la evaluacion de plantulas en régimen de iluminacion. En el contexto
ambiental especifico,*las plantulas exhibieron una notable eficacia en la eliminacién
del farmaco en el medio'de cultivo. En particular, la relacion inversa observada entre
la concentracion inicial de DCF y la velocidad de remocion sugiere que, ante cargas
elevadas, los mecanismos fisioldégicos responsables de su eliminacién pueden

saturarse, reduciendo la efieiencia del proceso.

En contraste, las plantas expuéstas a DCF en condiciones de oscuridad exhibieron
un incremento en los sintomas de-toxicidad, particularmente a nivel radicular,
acompafnado de una disminucion en.suscapacidad de remocion del contaminante.
Este fendmeno fisioldgico sugiere que_la-disminucion de la actividad metabdlica
asociada a la ausencia de luz puede.limitarlatolerancia fisiologica de la planta frente

al estrés inducido por el téxico.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que’les sistemas de cultivo in vitro con
plantulas en condiciones controladas constituyenstun modelo experimental de
utilidad para profundizar en la interaccién entres1oxicidad y remocién de
contaminantes emergentes. Ademas, los resultados respaldan la tolerancia de T.
domingensis a exposiciones agudas de DCF y destacan suipotencial como modelo
biotecnolégico para el desarrollo de estrategias de fitorremediacion frente a este

contaminante, considerando los limites fisioldgicos de tolerancia‘de la.especie.
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11. RECOMENDACIONES

Es necesario establecer de manera exitosa el cultivo in vitro de raices asiladas,
debido a la-elevada carga microbiana para ello se recomienda disefiar un protocolo
reproducibley eficiente que combine la limpieza fisica, tratamientos quimicos

secuenciales y antibioticos preventivos.

Por otra parte, para.reforzar las pruebas toxicoldgicas se recomienda usar de
pigmentos fotosintétices’como biomarcadores para superar la subjetividad asociada
al color foliar, que proporeione una medida sensible y reproducible de la respuesta
fisiologica al DCF, particularménte en los procesos relacionados con la captura de
luz y la fotoproteccién. De”igual forma, los métodos analiticos basados en
respuestas metabdlicas de la planta (metabolémica dirigida HPLC-DAD o LC-
MS/MS) pueden usarse para proporcionar evidencia integrada de procesos de

atenuacién y adaptacion fisiolégica de' T. domingensis.

En cuanto a la fitorremediacions“es, preciso’ho prescindir de técnicas avanzadas
para identificar los productos de degradacion del DCF dentro T. domingensis, para
asegurar que el proceso de fitorremediacion ho‘genere subproductos de mayor

toxicidad.
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13. ANEXOS

A. Toxicidad inhibiciéon color foliar por dia (icfxd) con varianza explicada

para un‘modelo logistico

Nomenclatura <Eguacion *Clso
ajustada Significancia estadistica
(mg/L)
ICF1d y= Pérdida: maxima verosimilitud 4.12
exp(3.4368+(5.77 (MS-err. escaladaa 1)
327)*x)/(A+exp(- e e 1
3.4368+(5(77327) Pérdida final: 9.970096620
*X)) Chi2 (1)= 13.331
p=.00026
ICF3d = Pérdida: maxima verosimilitud 0.6
exp(2.5071+(609 (MS-err. escalada a 1)
346)*x)/(1+exp(- M
2.5071+(.609346) Pérdida final:.495756352
*X)) Chi2 (1)=17.559
p=.00003
ICF6d y= exp(- Pérdida: maxima verosimilitud 0.8
3.1768+(3.99191) (MS-err. escalada a 1)
*x)(1+exp(- ot 1
3.1768+(3.99191) Pérdida final: 2.444960834
*X)) Chiz (1)= 19.674
p=.00001
ILR1d y=exp(- Modelo: Regresion logistica 0.7
2.7523+(3.97491) (logit) N of O's: 4 1's: 4
**X)(1+exp(2.7523 ., . . . .
+(397491)*X)) Pérdida final: .505619620
Chi% (1)=10.079
p=.00150
ILR3d y=exp (- Modelo: Regresion logistica 4.92"
2.0148+(.409345) (logit) N of O's: 7 1's: 5
*x)/(1+exp

Pérdida final: 5.656397107
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(2.0148+(.409345 ChiZ (1)= 4.9878
)X)) p=.02553

ILR6d Sin varianza

*calculada matematicamente de la ecuacion.

El valor ICso se cuantificd con los valores de cada concentracion mediante el modelo

de regresion Logit:

by

Y = bO_—C
1+(F)b1

En este modelo, bo es la respuésta.esperada en saturacion, b2 es la concentracién
para una respuesta semimaximasy, b1 determina la pendiente de la funcién. La
ecuacion representa una funcion de ‘'saturacion o de crecimiento logistico, donde Y

se aproxima a by a medida que C/b, se vuelve muy grande.

B. Calculo matematico de 1Cso de un'modelo logistico

logit(p) = Bo t.B1x = ICsp"= —%

Con la ecuacion Logit ICF3D:

_ exp (—2.5071 + 0.609346 x)
Y= 1+ exp (25071 + 0.609346%)

tenemos:
e fB,=-2.5071
e [; =0.609346

ICso

ICSO = _&

B1

e~ 25071 i1
507 0.609346
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C. Toxicidad inhibicién biomasa por dia (ibxd) con varianza explicada para

un'modelo de regresion lineal segmentado

Model IB1d: Regresion lineal por tramos con punto de ruptura. Variable
dependientexPérdida: Minimos cuadrados Pérdida final: 3678.16 R= 0.93 Varianza
explicada: 87.65 %

Const.BO0 C1 Const.BO C1 Punto de ruptura

Estimacion 10.09 528 58.98 250 50.51

Modelo IB2d: Regresion lineal” por tramos con punto de ruptura. Variable
dependiente: Pérdida: Minimos cuadrados Pérdida final: 2816.89 R= 0.93 Varianza
explicada: 86.85 %

Const.BO €2. . Const:BO C2 Punto de ruptura

Estimacion  3.15 4870 63.15 0.38 43.94

Modelo IBd3. Regresion lineal por tramos con punte de ruptura. Variable
dependiente: IP3 Pérdida: Minimos cuadrados Pérdida final: 16217.25 R= 0.91

Varianza explicada: 82.38 %

Const.BO C3 Const.BO C3 Punto.de ruptura

Estimacion  -86.28 0.11 4.91 3.22 -25.78

Modelo IB4d: Regresion lineal por tramos con punto de ruptura. Variable
dependiente: Pérdida IP4: Minimos cuadrados Pérdida final: 13602.39 R= 0.86

Varianza explicada: 75.38 %
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ConstBO C4 Const.BO C4 Punto de ruptura

Estimacion -18.86 -1.20 39.55 4.88 8.30

Model IB7d: Regresion lineal por tramos con punto de ruptura. Variable
dependiente: IP7 Pérdida: Minimos cuadrados Pérdida final: 4443.17 R= 0.92

Varianza explicada: 85.58 %

Const.BO”» C7 Const.BO0 C7 Punto de ruptura

Estimacion  -2.65 -4.06 45.73 0.09 20.48

D. Calculo de la Clso de-~un modelo del modelo de regresion lineal

segmentado

Un modelo tipico con un punto de quiebre x,se.expresa como:

Primer tramo (antes del punto de ruptura)

Yy =Po1t Pr1x5ix < xp
Segundo tramo (después del punto de ruptura)

Y = PBoz + Pr2xsi x> xp
Calculo de la ICs, en cada tramo

ICso en el primer tramo, se despeja xcuando y = 50:

50 — o1

ICso,1 = B
1,1
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ICs0.enel segundo tramo

IC5, valida

La IC;, es valida solo si el valor calculado:
e Cae dentro delfintervalo del tramo correspondiente
e Eltramo cruza el 50 % de inhibicion
e La pendiente tiene sentido bioldgico (signo correcto)

Si solo uno de los tramos ‘cruza el 50 %, ese es el que se reporta.
Si ninguno cruza el 50 %, no se puede.estimar ICs, (caso frecuente en respuestas

no monaotonas).
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heterétrofa en 0.5MS con y sin, amonio y
0.1mg/L de ANA y*CIN que resultaron
recalcitrantes a la asepsia y rizogénesis. El
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tejidos a 10 mg/l, y en las plantas/osc la
toxicidad por necrosis parcial de las raices yda

reduccion del follaje se intensificd en presencia
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de la condicion previa AIA/CIN.

Los modelos logit para la clorosis dieron Clso
confiables de 0.6-4.12, indicativos de
sensibilidad temprana a DCF. Como la biomasa
mostré secuencialmente inhibicion temprana,
estimulacion del crecimientoen 3,5y 7 mg/L e
inhibicion tardia, se usaron modelos de
regresion segmentada que indicaron Clso de 7.6-
0.6.

La remocién porcentual de DCF resulté
exponencial. La remocion cinética sobrepaso el
70 % a 10 mg/L entre 5y 10 dias y esta fue
inversamente proporcional a la velocidad. Las
plantas/osc removieron 27 %.

Las evidencias destacan a una hidréfita con
resistencia toxica al DCF y eficiencia de
remocion continua, segun su estado vital.
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