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1.1 Intreduccion

Las aguasresiduales se generan en todo el mundo por las actividades humanas y su carga general
de contaminaciéon aumenta a causa del incremento de fertilizantes agricolas nitrogenados y
fosfatados, residues industriales, desechos humanos y pecuarios, escorrentia urbana y aguas negras
(Selman y Greenhalgh, 2009; Dodds y Whiles, 2010; WWDR, 2019). A pesar de los esfuerzos de
politicas publicas y estrategias internacionales, méas del 80% de las aguas residuales del mundo, y
mas del 95% en algunos.paises menos desarrollados, se liberan al medio ambiente sin tratamiento
alguno (WWDR 2019; UNER, 2023). La elevada carga de nutrientes como el nitrégeno (N) y el
fosforo (P) en estas aguas residuales genera un problema ambiental conocido como eutrofizacion

el cual afecta la biodiversidad y los.ecosistemas acuaticos a nivel mundial (Gilbert 2017).

La fitorremediacion es una biotecnologia sustentada en los mecanismos fisiologicos de las plantas
para reducir, atenuar o degradar contaminantes organicos e inorganicos, con inversion de futuro en
la depuracion de aguas, por su bajo costo y buena aceptacion social (Sharma y Pandey 2014; Ansari
et al. 2014; Wei et al. 2021). La demanda mundial que gira en torno al desarrollo sostenible
fomenta que las biotecnologias aplicadas)a aguas”residuales deban ser innovadoras, diversas,
eficaces y rentables para enfrentar el desafio,en materia de agua limpia. Por esta razon, la
biotecnologia con enfoque en el sistema radigtlar de las“plantas acuaticas emergentes locales es
estratégica para mejorar la depuracion de nutrientes.en la cadena,de tratamiento de aguas residuales
(Kinidi y Salleh 2017; Cruz et al. 2018). En el ambito de la fitorremediacion acuatica se espera a
corto plazo que las innovaciones biotecnoldgicas de rizogénesis inaitro contribuyan a maximizar
la limpieza del agua en la cadena de tratamiento de aguas residuales (Rai et al. 2020). La
rizogénesis in vitro es utilizada en diferentes campos como la industria y1a biorremediacion, ya
que las raices son una atractiva fuente de fitoquimicos y son Utiles ‘para diversos estudios
fisiolégicos (Mehrotra et al. 2016; Murthy et al. 2016; Khan et al. 2018).

La seleccion de la especie vegetal es el punto de mayor consideracion en ‘las” gstrategias
fitocorrectivas de aguas residuales. Typha domingensis Pers. (espadafia) es la macrofita@acuatica
emergente ideal por la alta capacidad de adaptacion de sus raices adventicias y entrada de nutrientes
minerales, asi como su amplia distribucion en los trépicos (Marrero-Coto et al. 2012; Di Luca'et
al. 2019; Rangel-Peraza et al. 2019). El proceso de depuracion de aguas contaminadas de alta



eficiencia’usando el sistema radicular T. domingensis (rizofiltracion), consiste en tener raices con
crecimiento, rdpido y ramificacion abundante para remover contaminantes por periodos
prolongados‘evitando los mecanismos translocadores de los solutos idnicos de la raiz al follaje, es
decir con funcionamiento aislado, tal como aquellas que se producen en cultivos in vitro o por
transgénesis (Ansari et al. 2014; Yadav et al. 2018).

Actualmente, existen algunos, protocolos para el género Typha que permiten el desarrollo de raices
adventicias in vitro (Santes:Diaz y Barron-Cruz, 2011). Sin embargo, no se han realizado
investigaciones sobre raices aisladas transformadas, en particular de T. domingensis. La induccion
de la rizogénesis in vitro, con o sin variacion somaclonal (raiz no transformada) y via raices pilosas
por ingenieria genética con Agrobactéerium rhizogenes (raiz transformada) son herramientas de
investigacion que pueden ser eficaces'eomo tecnologia individual o fusionadas (Czako et al. 2005;

Santos-Diaz y Barron-Cruz, 2011).

Teniendo esto en cuenta, el objetiva._de, la investigacion fue generar el optimo fisiolégico de
diferentes tipos de rizoclones in vitro de"Typha domingensis mediante la induccidn de rizogénesis
adventicia genéticamente transformada y~no-transfermada de la especie. En consecuencia, se
evalu6 la dindmica de crecimiento y ramificacion de raices adventicias cultivando rizoclones in
vitro como germinados in vitro frente a dos equilibrios de coneentraciones de la auxina rizogénica
natural acido indolacético (IAA) con las citocininas cinetina (CIND),0 bencilaminopurina (BAP) en
un rizotrén luz. A continuacion, se determiné el efecto de las coneentraciones Optimas de AlA,
CIN y BAP en sistemas radiculares aislados con y sin base caulinar, asi como en germinados
completos usando dos configuraciones de rizotrén, luz vs oscuridad! Fimalmente, se evalud la
agrotransformacion en embriones somaticos de la linea embriogénica LE-Y€I (Hernandez-Piedra
et al. 2018) para inducir raices pilosas con tres cepas de A. rhizhogenes. Se espera que las variantes
rizogénicas producidas por cultivo in vitro y las agrotransformadas sean una.base.solida para

continuar en la basqueda de bioprocesos alternativos para la fitodepuracion de aguas.residuales.



1.2 Marco tedrico

1.2.1 Centaminacion acuética por enriquecimiento de nutrientes

En un contexto global, la problematica de la eutrofizacion y la disponibilidad de agua dulce para
el consumo humano han cobrado relevancia y se han convertido en una necesidad que requiere
atencion publica\urgentemente. Por este motivo, en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible
se hace hincapié en la_disponibilidad, la gestion sostenible y el saneamiento del agua,
principalmente contaminada, por aguas residuales de diferentes origenes (Ansari et al. 2014;
PNUD, 2021). El agua residual es producto de las actividades humanas y su composicién varia en
funcion de su origen: aguas negras, desechos humanos, escorrentia urbana, fertilizantes agricolas
nitrogenados y fosfatados, residuos-industriales y pecuarios, entre otros (Selman y Greenhalgh,
2009; Dodds y Whiles, 2010; WWDR'2019). En un planeta bajo presidn, se necesitan iniciativas
innovadoras y maultiples, que se extiengdan.mucho mas alla de las soluciones de gestion propuestas
hasta el momento en materia de seguridad dellagua. En consecuencia, resulta imperativo desarrollar
conocimientos y soluciones biotecnolégicas.para estos problemas de bioseguridad (Bogardi et al.
2012).

La composicién del agua residual incluye=eontaminantes como solidos suspendidos, materia
organica biodegradable, nutrientes, metales pesados, solidos«dnorganicos disueltos y patdgenos que
causan en las masas de agua receptoras condiciones anaerobias, el crecimiento de vida acuéatica
indeseable y enfermedades (Romero, 2004). El agua residual sinstratar es la principal fuente de
contaminacion antropogeénica de los ecosistemas de agua dulce, que son los reservorios de agua
limpia para la humanidad. Las aguas residuales (AR) son aguas gastadas o usadas, por lo cual su
composicion ha cambiado y suelen mantener materia disuelta o suspendidas“Por su origen o fuente,
se clasifican en municipales, industriales, comerciales, de servicios, \agricolas, pecuarios y
domésticos (EPA, 2002; Romero, 2004).

En general, se entiende por agua residual doméstica (ARD) aquella proveniente de.las viviendas,
edificios comerciales o institucionales, y por agua residual municipal (ARM) los residuosdiquidos
transportados por el alcantarillado de una ciudad o poblacion. Por su parte, por agua fesidual
industrial (ARI) se entiende aquella que proviene de las industrias de manufactura (Romero, 2004;
Lozano-Rivas, 2012). Romero (2004) también utiliza los términos «aguas negras» y «aguas



grises» fas aguas negras son las ARD procedentes del inodoro y las aguas grises son las ARD
excluyendo.las del inodoro. En la Tabla 1 en ANEXOS se presenta una composicion quimica

general de las aguas residuales domésticas.

La normativa ambiental en materia de AR en México ha creado un marco normativo que se encarga
de regular las descargas de aguas residuales a los cuerpos receptores a través de las siguientes
normas, las cuales se deseriben en la Tabla 1 del Anexo. La Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996, que”establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales ensaguas o bienes nacionales. La Norma Oficial Mexicana NOM-
002-SEMARNAT-1996 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en la
descarga de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal. La Norma Oficial
Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997; que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratatlas que se reutilizan en servicios pablicos. La Norma
Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2001 que establece las especificaciones y limites
maximos permisibles de contaminahtes, en 4odos y biosélidos para su aprovechamiento y
disposicion final (SEMARNAT 2024).

El tratamiento de AR para mantener la composicion y=Concentracion de contaminantes en los
limites maximos permisibles marcados por la normativa eomprende una serie de operaciones y
procesos unitarios. Las operaciones unitarias son los métodos osmecanismos fisicos en los que no
se producen cambios a nivel quimico, mientras que los procesos unitarios involucran reacciones
quimicas o bioquimicas y cambios a nivel molecular (Lozano-Rivas, 2012). Asi, en conjunto,
constituyen los llamados tratamientos primarios, secundarios y terciarios?” Se proporciona una
breve descripcién y las variables clave de las operaciones y procesos unitarios en la Tabla 2 en
ANEXOQOS. Las unidades y procesos necesarios para alcanzar un determinado nivelde tratamiento
se pueden agrupar en funcién de consideraciones fundamentales, con independencia_del nivel de
tratamiento (Metcalf y Eddy, 1991; Crites y Tchobanoglous, 2000; Salas-Rodriguez-et al. 2007,
Englande et al. 2015). Los niveles de tratamiento son los niveles de eliminacion de contaminantes
requeridos en el tratamiento antes de que el agua residual tratada pueda reutilizarse o verterse en
el medioambiente (Tabla 2 ANEXOS). En las depuradoras convencionales de aguas residuales/se

distinguen dos lineas de tratamiento: la linea de agua, que incluye los procesos o tratamientos que



permitenreducir los contaminantes presentes en las aguas residuales, y la linea de lodos, donde se
tratan la=mayor parte de los subproductos que se originan en la linea de agua (Salas-Rodriguez et
al. 2007). En el pasado, el objetivo basico del tratamiento de las aguas residuales se centraba en la
eliminacién de’sélidos en suspension, materia organica y organismos patégenos. En la actualidad,
cada vez se da'mas importancia a la eliminacion de nutrientes, compuestos toxicos y a la
reutilizacion de los efluentes depurados (ONU-UNWATER 2024).

El agua puede tratarse a cualquier nivel de calidad deseado; sin embargo, a medida que aumenta
su pureza, también aumenta’elleosto de operacion (Englande et al. 2015). En los paises en
desarrollo, el costo del tratamiento de las aguas residuales es demasiado elevado y el 90 % de estas
ingresan en las vias navegables interiores sin tratamiento (Kumaraswamy et al. 2020). Por lo tanto,
la causa méas importante de la contaminacion del agua es la falta de una gestion y un tratamiento
adecuados de los residuos humanos, industriales y agricolas (ONU 2014). Por ejemplo, la
disposicion final de las aguas residuales (domésticas e industriales) en las grandes urbes no se ha
atendido al 100 % y los estandares ambientales-de calidad del agua, aunque han mejorado, siguen

siendo ineficaces (Jiménez et al. 2007; Castafieda y'Flores 2013).

1.2.2 Fitorremediacion y humedales artificiales

Una ecotecnologia especializada en la aplicacion de proceses.bioldgicos para la restauracion de la
calidad del ambiente al retirar o paliar el agente contaminante (Gutiérrez 2006) es la
fitorremediacion. Esta tecnologia consiste en la remocién de sustancias no deseadas a partir del
tejido de la planta por cualquier mecanismo, sea biofisico 0 metabélico, que emplee y facilite el
tratamiento del sustrato contaminado. Aunque es un viejo proceso que ‘ocurre de forma natural en
los ecosistemas, el enfoque actual mediante un disefio de ingenieria ecoloégica busca maximizar la
capacidad per se del proceso de remocidn realizado por la vegetacion (Fulekar-€t al. 2009; Evans
y Furlong 2011; Anand et al. 2017).

Los mecanismos de fitorremediacién comdnmente se clasifican en acumulacion (fitefiltracion),
complejacion (fitoestabilizacion), hiperacumulacion (fitoextraccion), volatilizacion par hojas
(fitovolatilizacion), degradacion en plantas (fitotransformacion) y degradacion®_por
microorganismos de la rizosfera (rizodegradacion) (Yadav et al. 2018; Grzegorska et al. 2020).



Las caracteristicas de cada mecanismo se explican en la Figura 1 (Mentaberry 2008; Dhir et al.
2009; Olguin y Sanchez 2010; Delgadillo-Ldpez et al. 2011; Kafle et al. 2022). La seleccion de la
especie vegetal,mas adecuada y en consecuencia su mecanismo de remocion dependera del tipo de
contaminante (velumen o toxicidad), biodisponibilidad y propiedades fisicas y quimicas del suelo
0 agua, que en cenjunto definira la eficiencia de fitorremediacién (Anand et al. 2017; Kafle et al.
2022).

Phytovolatilization: Lost to
atmosphere through
evapotranspiration from dermal
dayers of stems and leaves.
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Figura 1. Procesos y mecanismos en fitorremediacion para remocion de contaminantes. Imagen
tomada de Kafle et al. 2022 (https://doi.org/10.1016/j.envadv.2022.100203).

Los humedales artificiales son ecosistemas disefiados con plantas donde se aprovechandos diversos
mecanismos de remocion de contaminantes que estas poseen en una infraestructurazfisica para
remover xenobioticos y en la depuracién bioldgica de aguas residuales (Liu et al. 2012). EStos se
clasifican en humedales de superficie libre de agua (horizontal y vertical) y humedales
subsuperficiales (EPA 2024). Ambos tipos de humedales son econdmicos y proveen mas servicios

10



como elssecuestro de carbono, mejora la estética y conserva a la biodiversidad (Liu et al. 2012),
esta Ultima_cualidad es muy importante en los humedales naturales (Evans y Furlong, 2011). Por
su disefio Jos_humedales de flujo horizontal mantienen condiciones andxicas, adecuado para
procesos de desnitrificacion, mientras que los humedales de flujo vertical mantienen condiciones
aerobias, favorables, para la nitrificacion; una combinacion de ambos tipos de humedales,
potencializan la remocién de nitrégeno total mejorando la eficiencia de depuracion de aguas
residuales. Una nueva variante de humedales denominados humedales artificiales de alta tasa
utilizan como medio de soperte el plastico, el cual favorece la formacion de biofilm, consiguiendo
una porosidad de hasta 94 a 96% (Arteaga-Cortez et al. 2019).

La vegetacion acuéatica de los humedales artificiales ha sido un factor fundamental para obtener
rendimientos optimos en la depuracion-de.aguas residuales (EPA, 2024). La exploracién de varios
enfoques para mitigar el enriquecimiento de nutrientes en las aguas superficiales incluye sistemas
integrados de islas flotantes de mosaicg corisistentes en vegetacion acuatica cerca de las riberas de
los rios, por ejemplo para purificar el agua del=rio eutrofico en la ciudad de Jiaxing, provincia de
Zhejiang se implemento este sistema y qbtuvo tasasde remocion promedio de nitrégeno total (TN),
NH4™-N, NOz-N, NO2-N, fdsforo total (TP)"y clorofilaa en la temporada verano-otofio fueron
36.9%, 44.8%, 25.6%, 53.2%, 43.3% y 64.5%;respectivamente (Zhao et al. 2012).

Recientemente se da un enfoque completamente sustentable.que afiade valor agregado a los
humedales disefiados que consiste en reusar la biomasa generada como materia prima para producir
biocombustibles de manera tal que se genere un ciclo sostenible (Olguin y Sanchez 2010; Hoevers
2011; Liu et al. 2012; Anand et al. 2017). En la actualidad estos siStemas de tratamiento con
macrofitas acuaticas emergentes han recuperado auge, por ejemplo el Simposio Internacional en
Control y Dinamica de la Contaminacién de Humedales (WETPOL) donde expertos de todo el
mundo presentan sus ultimas investigaciones y experiencias en el tratamiento de'la,coptaminacion
por humedales artificiales, para su aplicacion a escala completa en los ecosistemas'de’humedales,
incluida la mejora de la calidad del agua, la regulacion del clima y el control de inundaciones
(Chazaren et al. 2015), en sus Ultimas realizaciones presentaron avances recientes engtopicos
selectos como: ecofisiologia e invasividad de plantas de humedales; humedales artificiales para‘el

tratamiento de aguas residuales domésticas, industriales y de otro tipo; eliminacion de nutrientes
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en humedales artificiales en paisajes agricolas; humedales construidos en clima frio, clima arido y
clima célide; humedales electroquimicos microbianos para tratamientos de aguas residuales;

recuperacion de fosforo de humedales artificiales; entre otros temas (WETPOL 2023).

1.2.3 Macrdfitas.acuaticas emergentes y mecanismos de remocién de nutrientes

Las macrofitas acuaticas son productores primarios que proveen habitat y refugio a la fauna
acuatica, tienen un rolclave en el ciclo biogeoguimico e influyen directamente en la hidrologia y
dindmica de los sedimentos-En los ecosistemas de agua dulce (Bornette y Puijalon 2011). Por su
forma de vida se agrupan en{vegetacion acuatica sumergida (VAS), vegetacion acuatica flotante
(VAF) y vegetacion acuatica emergente (VAE) ya sea como monocultivos o policultivos (Dhote y
Dixit 2009; Evans y Furlong 2011).d2as macrofitas acuaticas més utilizadas para la creacion de
humedales artificiales por ser buenos-exponentes del bombeo de oxigeno, al mismo tiempo que
presentan microflora rizogénica saludable”y zonas aisladas en la raiz para crecimiento bacteriano
y su correspondiente proceso depuracion de nutrientes como el nitrato, nitrito, amonio y fosfato
estdn representadas principalmente.—por +4as /familias Cyperaceae, Potamogetonaceae,
Ranunculaceae, Typhaceae, Haloragaceae, "Hydrocharitaceae, Najadaceae, Juncaceae,
Pontederiaceae, Zosterophyllaceae y Lemnaceae (Prasad 2007; Evans y Furlong 2011; Anand et
al. 2017).

Las caracteristicas deseables en la planta para rizofiltracion consisten en tener raices de crecimiento
rapido y ramificacion abundante, debe poder remover contaminantes por periodos prolongados y
no debe ser un translocador eficiente al tallo, algunas candidatas en-1os procesos de rizofiltracion
de humedales artificiales son las especies acuaticas Chara vulgaris, Myriophyllum aquaticum, M.
spicatum, Hydrilla verticillata, Scirpus validus, Typha latifolia, Ceratophyllum demersum,
Potamogeton pectinatus, Maranta arundinaceae y Lemna sp (Mentaberry 2008; Anand et al.
2017). El mecanismo de rizofiltracion radicular largo y fibroso cubierto de pelos radiculares para
absorber y transportar los solutos idnicos destaca por su eficacia en el secuestro de-metales y el
reciclaje de nutrientes de cuerpos de agua contaminados (Yadav et al. 2018; Grzegérska et al.
2020).
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El nitrégeno (N), el fésforo (P) y el potasio (K) son los tres macronutrientes necesarios en las
cantidades mas altas para el crecimiento de las plantas. La disponibilidad de nitrégeno (N) y/o
fosforo (P)~puede limitar el crecimiento de los productores primarios en la mayoria de los
ecosistemas acuaticos y terrestres del mundo. Sin embargo, los aportes excesivos de N y P
antropogénicos afectan los entornos naturales y tienen consecuencias ecoldgicas y evolutivas de
largo alcance, desde éspecies individuales hasta ecosistemas enteros (Guignard et al. 2017). Se
distinguen dos vias de"inearporacion de nutrientes a través de la raiz, la via simplastica y la via
apoplastica. En la primera Jes‘iones son incorporados a través de los pelos radicales u otras células
de la epidermis y transportados de’célula a célula hasta los elementos conductores del xilema. La
via apopléstica contempla un transporte extracelular de los iones hasta la endodermis donde la
banda de Caspari obliga el paso a través de la plasmalema. Una vez en el periciclo los iones pueden
seguir la via extracelular hasta el xiléma. ElI NOs, NHs*, H,POs, SO%, y HCOs utilizan
transportadores tipo simporte y antiporte para atravesar las membranas, los cuales utilizan energia
metabdlica indirectamente y fuerza motriz impulsada por H y Na* (Azcon-Bieto y Talon 2008).

La absorcion de NOs por la planta disminuye a bajas temperaturas, en anaerobiosis y en presencia
de inhibidores de la respiracion. La mayorfa-de las plantas muestran dos sistemas de absorcion de
nitrato, el primero (permeasas) se induce por ekmismo ion{kim <100 pM) y se satura a condiciones
externas inferiores a 1mM. El segundo (canales idnicos)~epera a concentraciones externas
superiores a 1mM y no muestra cinética de saturacion (Azcon-Bieto y Talon 2008). EI NOs
absorbido desde el ambiente externo hacia las raices es importade”por una 0 mas de las cuatro
familias de proteinas transportadoras de NOs™: Transportador de Nitrato 1 (NRT1) / Transportador
de péptidos (PTR), (NPF), NRT2, Canal de cloruro (CLC) y el Canal de Anion de activacion lenta
(Wang et al. 2018; Zhao et al. 2018).

Una vez que el NOs™ se absorbe en las células de la raiz, puede asimilarse o almacenarse en las
raices o transportarse a los brotes. La capacidad de transporte de NOs™ de la raiz al brote yvaria entre
las especies de plantas y esta regulada por las condiciones ambientales (Wang et al. 2018)+EI NO3
destinado a ser reducido y asimilado en aminoacidos emplea para ese fin una serie de enzimas que
incluyen el nitrato reductasa (NR), la nitrito reductasa (NiR), la glutamina sintasa (GS). y/la
glutamato sintasa (GOGAT); los cuales reducen el nitrato en nitrito por la NR en el citosol celular
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y el nitrito se reduce y convierte en amonio por NiR en los pléstidos o cloroplastos. Tanto el nitrito
como elexceso de amonio son toxicos para las plantas. Por lo tanto, a nivel celular, estos pasos de
asimilacion-deben estar bien coordinados en respuesta al suministro de nitrogeno y la demanda de
nitrégeno, asifcomo al estado del carbono, que proporciona el andamiaje para la sintesis de
aminoacidos (Wang et al. 2018; Zhao et al. 2018).

Después del N, el P essel segundo macronutriente limitante para el crecimiento de la planta
(Schatman et al. 1998). Les mecanismos de absorcion de P no se conocen bien en el caso de las
especies acuaticas, pero se sabe gue P es absorbido por las células vegetales en forma de fosfato
(Pi) usando proteinas transportaderas, como los simportadores H2PO4/H" en la membrana
plasmatica. El fosfato se puede translocar de brotes a raices o de raices a brotes, como se ha
demostrado en estudios de laboratorio/(Thiébaut 2008). En condiciones limitantes de fosfato, las
plantas mantienen los niveles de fosfato/eitosdlico facilitando la disponibilidad de Pi externo,
aumentando su captacion, reciclando.y caensumiendo moléculas no esenciales que contienen
fosforo, por otra parte, cuando el Pi es.abundante; €s decir su tasa de absorcion supera la demanda
se previene la toxicidad del fosfato al reducir la absorcion del suelo, aumentando la salida de Piy
el almacenamiento en las vacuolas (Ajmera-et al. 2019). El fosforo secretado estd parcialmente
biodisponible y, por lo tanto, vuelve a formar parte de los-procesos de renovacion acuéticos, incluso

a través de la absorcion por biofilms epifitos o macrofitas (Halbedel 2018).

Las plantas acuaticas prefieren diferentes formas de N, ademas la absorcion de este es afectada por
la temperatura, pH y composicion de los elementos en solucion, asi como la tasa de crecimiento de
las plantas (Ikeda 1991). El contenido total de N en agua estd compuesto por nitrégeno amoniacal,
nitritos, nitratos y nitrégeno organico. EI N amoniacal existe en solucion acuosa tanto en forma de
ion amonio como en forma de amoniaco, dependiendo del pH de la solucién.de‘acuerdo con la
siguiente reaccién de equilibrio: NH4"+ OH™ <> NH3z + H20. A pH superiores ‘a 9:3 el equilibrio
se desplaza hacia la derecha, por debajo de 9.3 predomina la concentracion del ion amonio (Crites
y Tchobanoglous 2000). El fosforo se encuentra en soluciones acuosas como ortofosfatos,
polifosfatos y fésforo organico y al igual que el nitrégeno amoniacal las especies variarah en
funcion del pH (Crites y Tchobanoglous 2000). Por ejemplo, las aguas residuales resultantes.de’la

industria minera muestran un pH aproximado de 3 provocando una mayor disoluciéon de metales
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pesados«(Sheoran 2006), por el desplazamiento de las reacciones quimicas claves en el sistema.
Por lo tanto, la geoquimica del sedimento, fisicoquimica del agua y naturaleza del contaminante,

definiran laseficiencia de remediacién de las plantas acuéticas (Prasad 2007).

En Potamogeton.crispus la concentracion de nutrientes determina la via de absorcion. Es decir, en
aguas oligotroficas les nutrientes se absorben por la raiz a partir del sedimento, pero en condiciones
eutroficas los brotes son.una_via notable para absorber directamente los nutrientes de la columna
de agua (Xu et al. 2019)."Enla lemnacea Landoltia punctata el N disponible se absorbe tanto por
raiz como por su fronda, cuando ambas fuentes de N estan disponibles, las plantas prefieren tomar
NH,4", pero tomaran NOssi es la.Upica fuente de N (Fang et al. 2007). En Lemna minor las raices
tienen mayor tasa de absorcion para’los iones NHs"y NOs a concentraciones externas bajas
(5 UM NH4NO3) si se compara con la“fronda, pero en concentraciones altas de NH4sNO3 50 um se
reduce la tasa de absorcién en la raiz para'ambos iones y se compensa por una mayor absorcion

por parte de las frondas (Cendergree y Madsen-2002).

En Typha latifolia la cinética de absorcion de NH4”y NOs a pH de 3.5, 5.0, 6.5 0 7.0 mostré que
en pH neutro esta especie crece con ambas fuentes de N, pero en los tratamientos donde el ion
NH,4" es la fuente de N las tasas de crecimiento Son mayeres. Las maximas tasas de absorcion de
NH4* son a pH 6.5 y para NOs es a pH 5.0, esta_se redue€_hasta un 10% cuando el pH es 3.5,
generando un estrés nutricional en la planta (Brix et al. 2002)..9n estudio similar de cinética de
absorcion de P en la especie Typha domingensis y Cladium mariscus demostro la capacidad de las
especies para ajustar su cinética en funcion de altas (500 pg P/L?) y bajas (5 pg P LY
concentraciones de P en ambientes oxidantes (8.0 mg Oz L™?) y reductantes’(<0.5 mg Oz LY). En
el caso de T. domingensis la longitud radicular aumenta con bajo P y buena aireacion. En relacion
con la cinética de absorcion, cuando hay baja concentracion de fosforo la presencia del oxigeno
afecta la absorcion, siendo hasta tres veces superior en un ambiente aireado. No_asi para C.
mariscus que en condiciones similares su tasa de absorcion es menor si se compara con T.

domingensis (Brix et al. 2010).

Los nutrientes se absorben o fijan en el apoplasto de la raiz y los iones son transportados a.corta

distancia en el simplasto, como ejemplo, se atribuye al apoplasto de raiz la tolerancia a la toxicidad
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por contaminantes inorganicos (Sattelmacher 2001). En especies emergentes, como Typha, ademas
de las raiees.adventicias constitutivas se inducen raices adventicias en respuesta a diversos tipos de
presiones ambientales, transiciones de luz y oscuridad o condiciones de oscuridad o luz, y dichas
raices incrementan su capacidad metabdlica para tolerar y transformar a los nutrientes al estimular
el transporte polar'de auxinas y la via de sefialamiento que controla la hiperrizogénesis (Gonin et
al. 2019).

1.2.4 Typha domingensis

La macrofita acuatica emergente Typha domingensis Pers., es una planta herbacea perenne,
presenta un rizoma estoloniferoy“hejas simples lineares que emergen del agua alcanzando una
altura méxima de 2.5 m. La inflorescencia se compone de una espiga masculina sobre la espiga
femenina y produce hasta 250 000 flores: Los frutos son secos tipo aquenio de aproximadamente
1.5 mm de largo, el cual contiene una semilla diminuta de endospermo farinoso (Judd et al. 2008).
El aquenio esta cubierto de un foliculo persistente denominado perianto que le ayuda a su
dispersion (Lot-Helgueras 2004; Novelo y Ramos 2007). Se distribuye en todo el mundo
principalmente en humedales, marismas” y otros_hébitats acuaticos de climas templados y
pantropicales, tiene un ciclo de crecimiento apual (Carhtiancho Ledn et al. 2020). Detalles de su

morfologia se pueden observar en la Figura 2.

El género Typha destaca entre todas las especies por su mayor uso en la construccion de humedales
artificiales (Paris et al. 2005; Hidalgo et al. 2005; Sheoran 2006) mayormente para la remediacion
de aguas contaminadas por metales pesados. Se utiliza en filtros flotantes verdes uno de los
sistemas mas innovadores de tratamiento de aguas residuales para biorremediar aguas eutroficas y
producir biomasa como materia prima para biocombustibles (Carhuancho Leon et al. 2020). Otros
trabajos con enfoque en la remocion de nutrientes son el de Lorenzen et al. (2001),.Li et al. (2009)
y Escutia- Lara et al. (2010) quienes cuantificaron la respuesta de Typha domingensis.a diferentes
concentraciones de N 'y P, asi como el efecto en la distribucion de la especie por el enriguecimiento
de sulfatos. Brix et al. (2010) cuya hipdtesis defiende la alta plasticidad de T. domingensis en su
mecanismo de absorcion de P, comparada con otra emergente Cladium jamaicense con.la.que
cohabita. La deficiencia de oxigeno en la cinética de absorcién de P en ambas especies mostréque

altas concentraciones de P (500 pLt) tienen efecto significativo en la biomasa de la planta completa
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y la biomasa de la raiz; en el caso de Typha esta condicion produjo un decremento en la asignacion
de biomasa.de raiz. Los resultados demuestran la alta tolerancia de la especie ante el incremento
de nutrientes. Typha latifolia se ha empleado para evaluar la cinética de consumo de N y P, asi
como de NHa'=y NOs, en estudios ecofisiolégicos de planta completa usando sistemas

automatizados denominados fitonutritron (Lorenzen et al. 1998; Brix et al. 2002).

Recientemente Sricoth etral. (2017) estudio la combinacion de Typha angustifolia y Eichhornia
crassipes para la remocidn-de nutrientes y metales pesados en aguas residuales donde demostr6
que el sistema radicular extenso de estas plantas mejora la turbidez en siete dias y declind 96.8%
el NHs-N y 96.2 % la DBO en 21 dias mientras que las maximas tasas de remocion de TKN fue
79.2% en 14 dias y para el P fue de.42:9% en siete dias. Rangel-Peraza et al. (2019) utilizé Typha
domingensis y Eichhornia crassipesgn.un sistema de humedales con tiempos de retencion
hidraulica de 2 y 4 dias; los resultados registraron eficiencia de eliminacion de nutrientes de 99.28%
para el nitrégeno total y del 87.78% para el f6sforo al final del experimento. La supervivenciay el
potencial de nitrificacion de Typha domingensis flotando artificialmente demostré al final del
experimento que el nitrégeno amoniacak no fue ‘detectado, hubo una reduccion significativa de
nitrito y un aumento significativo del nitrato-en los tratamientos con lixiviado de residuos s6lidos
domésticos (Petry et al. 2020). Rigotti ethal. (2021) estudié en Typha domingensis y
Schoenoplectus californicus la tasa de remocion del nitrogeno-total, el nitrato, el fosforo total y el
ortofosfato y encontro que la eficiencia de eliminacion de T. domingensis vario del 4 al 31% para
el nitrdgeno total y del 8 al 15% para el fosforo total, mientrassque S. californicus, varié su
eficiencia de remocién de 6 a 5% y 2 a 12% para nitrgeno y fosfero totales, respectivamente.
Ademas, el género Typha destaca por ser ampliamente utilizada en_fitorremediacion para la
remocion de contaminantes como metales Cr (I11I) + Ni + Znen ambiente con variacion de
nutrientes (Mufarrege et al. 2020), y otros relacionados con la calidad del agda‘como la DBO,
nitrégeno total, fosforo, turbidez, pH y sélidos totales. EI género Typhay particularmente la especie

Typha domingensis sigue siendo objeto de mdaltiples investigaciones con diversos propasitos.
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Figura 2. Morfologia de Typha domi IS. uierda a derecha superior; planta adulta
completa, inflorescencia, plantulas in vil'rt/de 30 edad. De izquierda a derecha inferior;
Sitio de colecta, microembalse urbano y detzﬂ’(bg erminando.

1.2.5 Nuevo enfoque biotecnoldgico en la fitorre‘rnediacic’)nO
Las plantas tienen la capacidad innata de remediacidn de contaminantes peligrosos en el ambiente,
pero la tasa de biorremediacion es directamente proporcional a la tasa'de crecimiento de la planta
y la cantidad total de biorremediacion esta correlacionada con la a total de la planta,
haciendo el proceso muy lento. Por lo tanto, es necesario la identificaci@ie enotipos con un
crecimiento rapido (mayor cantidad de biomasa, mayor captacion de nutriente;énayor poder de
acumulacién (Shah y Nongkynrih 2007; Fulekar et al. 2009). La biotecnolo etal puede
aportar herramientas para lograr una domesticacion mas rapida y dirigida, por ejemﬁ variacion
somaclonal espontanea y la induccion de mutaciones in vitro, son una fuente de variac& la que

se pueden seleccionar caracteristicas agrondémicas de interés para el hombre (Gutiérrez et al’2006).

O

.
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La modificacion genética por métodos distintos a la ingenieria genética incluye hibridacion
somaticay*variacion somaclonal, mutacion inducida y seleccién celular, en la ingenieria genética
destaca loswectores microbianos (Agrobacterium), biobalistica, electroporacion, microinyeccion y
transposones. davariacion somaclonal y la seleccion celular ha sido reemplazada en gran medida
por tecnologias ‘recombinantes debido a su mayor precision, mayores tasas de éxito y menos
mutaciones indocumentadas (NRC 2004). En afios recientes, la seleccién in vitro de sistemas
rizogénicos tolerantes @ eontaminantes ambientales ha incrementado rapidamente (Santos-Diaz et
al. 2007; Pérez-Clemente et.al. 2012; Labra-Cardén et al. 2012). La estrategia adquiere ventajas
por ofrecer un cultivo indefinido de raices clonadas que es susceptible de ser manipulado
genéticamente mediante métodos de’variacion somaclonal (raiz somaclonal), transgénesis (raices
pilosas) (Czako et al. 2005) y recientemente por transplastomica (Daniell et al. 2002). El proceso
de rizogénesis esta intimamente asociado.a la division celular y en cultivo de tejidos se utilizan
auxinas y citocininas para promover estafespuesta, por lo que se estimula la formacién de raices
laterales como en raices adventicias, la cual puede ocurrir en diferentes tejidos donde existan un
grupo de células en activa division (Jordan y Casaretto 2006). Este sistema presenta las ventajas de
crecer bajo condiciones de laboratorig,, acelerargel crecimiento y la rapida produccion para

aplicacion a gran escala.

1.2.5.1 Cultivo in vitro de raices adventicias

La variacion somaclonal en la raiz se atribuye a la inestabilidad.genética o epigenética in vitro por
organogénesis directa usando algunos reguladores de crecimiento_principalmente las citocininas,
cinetina (CIN) o bencilaminopurina (BAP) o por organogénesis indirecta, con la formacién de
microcallos preformados a partir de diferentes explantes vegetativos (Levay'Rinaldi 2017; Lakehal
y Bellini 2019). La variabilidad somaclonal provoca cambios en la secuencia del ADN, asi como
amplificacion, transposicion de genes y alteracion cromosomica y en estaS 'modificaciones
genéticas se encuentran implicadas las interacciones cruzadas de los fitorreguladores, mismos que
proporcionan las sefiales para el desarrollo de las raices adventicias (Bednarek y Ortowska 2020).
Sin embargo, para inducir raices adventicias aisladas es necesario discernir las interacciones
sinérgicas y antagoénicas de las citocininas con la auxina rizogénica clave, el &cido indolacético
(AIA).
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El cultive de raices con fines de remediacion ha tomado impulso en los ultimos afios, destacando
las raices*transformadas como herramienta de investigacion para evaluar las potencialidades de
diferentes especies de plantas para tolerar, acumular y / o eliminar contaminantes ambientales
(Agostini et al..2013). Con este enfoque estudios de remocion de metales en cultivos in vitro de
raices se realizaron‘en Typha latifolia y Scirpus americanus y se hall6 una eficiencia de remocién
del 80 a 90% de plomoy(Pb) y cromo (Cr) para ambos cultivos (Santos-Diaz et al. 2007; Santos-
Diaz y Barron-Cruz 2041%).. EI modelo de rizoclones se ha utilizado como herramienta de
investigacion para la deteceidn de las potencialidades de diferentes especies de plantas para tolerar,
acumular o eliminar los contaminantes ambientales (Czako et al. 2005); ademas, para reconocer
los mecanismos metabdlicos que las raices han desarrollado para enfrentarlos (Agostini et al.
2013). El principio de memoria de\lasplanta es clave en este sentido, y gracias a la metabolémica
se ha podido identificar dos mecanismes gue pueden explicar la sofisticada maquinaria molecular.
El primer mecanismo es producto de la alteracion en los niveles de metabolitos de sefalizacion
clave o factores de transcripcion, el segundo corresponde a una alteracion del estado de la
cromatina, permitiendo a la planta se pueda aclimatar rapidamente y fortificar su sistema de defensa

ante una condicion de estrés recurrente (Crisp et al¢2016).

La obtencion de somaclones de raices es el resultade”de la variacion genética heredable y
epigenética preexistente en los explantes o inducida durante_la, fase de cultivo. Esta variacion in
vitro es comun en los agregados de células somaticas indifereneiadas o callos (David y Anthony
2010; Bairu et al. 2011). A su vez, el tipo y la concentracion de reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo contribuyen con la inestabilidad genética debido a:;que afectan la respiracion, el
control de la division celular y la proliferacion selectiva de tipos celulares especificos. Los
fitorreguladores acido indolacético (AIlA), é&cido naftalenacético (ANA) o acido 2-4
diclorofenoxiacético (2-4 D), son frecuentemente usados en la induccion” de raices y su
mantenimiento organogénico (Cadenas y Agustin 2006; Jordan y Casaretto 2006;/Verstraeten et
al. 2013).

Uno de los mayores retos en el cultivo de raices con fines comerciales, es trasladar la produccion
de escala laboratorio a escala industrial (Mehrotra et al. 2016; Murthy et al. 2016; Khan‘et.al.
2018). Al respecto diversos estudios en biorreactores tienen el objetivo de identificar los aspectos
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fisicos y“quimicos éptimos de cultivo que se ven reflejado en un incremento en la biomasa
radicularEn los ultimos afios, los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) han sido reconocidos
como una tecnologia de perspectiva para posibles soluciones en la fitorremediacion (Georgiev et
al. 2014). Con‘miras a su aplicacion inmediata en el tratamiento de aguas residuales de pequefias
poblaciones, es prudente evaluar el escalado de los rizoclones de Typha domingensis como una
estrategia complementaria dentro del protocolo de investigacion. Independientemente de su origen,
la morfologia de la raiz (fongitud y grosor) y su naturaleza fibrosa (densidad) dificulta el proceso
de escalado, este sistema requiere modificaciones de los biorreactores existentes para facilitar la
mezcla y la aireacion adecuada que puedan superar la tension de cizallamiento (Murthy et al. 2016;
Khan et al. 2018).

Un estudio realizado en raices pilosas-gde Beta vulgaris con el sistema RITA para la biosintesis de
betalainas demostré mayor rendimiento del\pigmento y una alta produccién de biomasa radicular,
comparado con otros sistemas de inmersién‘€ontinua (Mehrotra et al. 2016). Las raices adventicias
de Gynura procumbens fueron cultivadas,en un-iorreactor de inmersion temporal, la produccion
de biomasa incremento cinco veces el tamano original (Kusuma et al. 2023) la misma especie en
otro estudio donde se evaluaron tres métodos-de,cultivo liquido, mostré una menor produccion de
biomasa en un SIT, comparado con un biorreactor de burbuja tipo balon (Manuhara et al. 2017).
De manera similar en un estudio realizado en seis_especies‘de-cactaceas el crecimiento de raices
pilosas no mostro diferencias significativas entre el cultivo semisélido y un sistema RITA (Carlin
et al. 2015).

La implementacién de un SIT en el cultivo de rizoclones tolerantes a‘la.eutrofizacion de Typha
domingensis representa todo un reto. Los criterios para la seleccion de un‘sistema de cultivo en
reactor apropiado y seleccion de factores claves para su 6ptimo desempefio deben atender o emular
las necesidades de los parametros de disefio para un tratamiento natural (humedal-artificial). La
propuesta de implementar la técnica de biorreactor en el cultivo de rizoclones .de Typha
domingensis resulta atractiva, no solo por el hecho de reducir los costos asociados com la-técnica
convencional de cultivo in vitro, sino porque permite emular ciertos factores intrinsecos al disefio
de un tren de tratamiento de aguas residuales. Aunque existen ciertas limitantes a vencer como‘el

conocimiento en ingenieriay una inversion inicial para un equipamiento adecuado en biorreactores,
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estas se.contrarrestan por el beneficio a largo plazo de la automatizacién y una evaluacion mas
objetiva-de_las condiciones de crecimiento iddneas de los rizoclones de Typha domingensis que

derivaran ep’una produccién de biomasa radicular suficiente para su aplicacion a corto plazo

1.2.5.2 Hairy roots

En contraste, la manipulacion genética introduce genes exdgenos especificos en un organismo
receptor, de la misma especie 0 género (intragénesis o cisgénesis) o0 entre especies diferentes
(transgénesis), para expréesat el cambio genético deseado; en el ambito ambiental es un proceso
recientemente nombrado genoremediacion (Blanco y Blanco 2017). La transformacion mediada
por A. rhizogenes consiste en la transferencia, integracion y expresion del ADN-T del plasmido
inductor de raices (Ri) silvestre que.inserta los genes de auxinas y citocininas en el genoma vegetal,
la expresidn posterior del fenotipo deraiz.pilosa y la comprobacion de transformacion transitoria
o0 estable en la planta (Christey y Braun2005; Guo et al. 2019). Sin embargo, diferentes cepas
rizogénicas de A. rhizogenes muestran alta variabilidad en la capacidad para inducir raices pilosas
(Desmet et al. 2019). No obstante que-son aéntdesconocidos los mecanismos moleculares que
producen grandes cambios genéticos, existen grandes avances en las interpretaciones asociadas a

los genes rol del marco de lectura del ADN=T-de A. rhizogenes.

Agrobacterium rhizogenes causa la enfermedad de la "raizpilosa” o “hairy roots”, cuando un
plasmido bacteriano Ri (inductor de raices) integra su ADN*de transferencia (ADN-T) en
el genoma de la planta (ADN) resultando raices adventicias de rapido crecimiento e intensamente
ramificadas (Dubrovsky y Rost 2003; Dubrovsky y Laskowski“2017). Las raices "pilosas"
genéticamente transformadas se han vuelto cada dia mas populares entre lgs investigadores por su
rapido crecimiento, medio libre de hormonas y muestran un crecimiento ‘plagiotropico acelerado
acompafiado de un aumento de la ramificacion, por lo que sirven como marcador visual para la
deteccion y seleccion sin antibioticos y son genéticamente estables, puesto que se'desarrolla a partir
de una sola célula transformada (Mehrotra et al. 2016; Khan et al. 2018; Bahramnejad-€t. al. 2019),

eclipsando a las raices adventicias como sistema de cultivo (Murthy et al. 2016).

El mecanismo de infeccidn y transformacion genética via Agrobacterium consiste en detectar

primero compuestos fendlicos (Ej. Acetosiringona) liberados por las heridas en raices de las
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plantas, 40 que desencadena la union de las bacterias a la raiz, fase de reconocimiento. El
procesamiento del T-ADN en células de Agrobacterium y formacion del complejo T, consiste en
que la protefna,virD1 y virD2 actdan junto con una endonucleasa para cortar el lado derecho del
DNA de transferencia, donde se ensamblan las proteinas virD2 y virE2 formando el complejo de
transferencia T la.cual protege de la bacteria el genoma de la planta huésped. Se produce un canal
a traves de la membrana plasmética por accion de los genes virB, en el ndcleo los poros son
activados por sefializaciomnuclear permitiendo la entrada e integracion del T-ADN en el genoma
de la célula vegetal, detalles del mecanismo en la Figura 3 (Azcon-Bieto y Talon 2008; Chandra
2012).

El ADN-T de A. rhizogenes tiene.dos secuencias independientes, denominadas bordes T L
(izquierda) y T R (derecha). EIl ADN-FLy el ADN-T R generalmente se transfieren e integran de
forma independiente en el genoma de la planta huésped, sin embargo, solo el ADN-T L es esencial
(y por lo tanto suficiente) para inducir raices pilosas. El analisis de secuencia de T L -DNA revel6
cuatro marcos de lectura abiertos gue—son esenciales para la induccion de raices pilosas
(rolA, B, Cy D). El gen RolB parece ser.el mas importante en la induccién de raices pilosas, ya
que lamutacion de pérdida de funcionen—este loeds hace que el plasmido pierda virulencia
(Yordanovay Georgiev 2017). Los genes bacterianos=conocidos como genes vir (virulencia)
facilitan la movilizacion y transferencia de la Secuencia de~T-DNA basados en un sistema de
transduccion de sefiales sensoriales de dos componentes en_el~que VvirA sirve como receptor
fendlico y virG como receptor de sefial (Bahramnejad et al. 2019). L« transformacién mediada por
Agrobacterium da como resultado menos copias transgénicas y ‘patrones de integracién mas
simples que los métodos directos. Ambos métodos generalmente dan como'resultado plantas en las
que la integracién se produce en un solo locus genético; y aunque pueden estar presentes copias
unicas o multiples del transgén, este locus se segrega y se hereda como un sole“alelo dominante,

en una proporcion mendeliana de 3:1 (Jones 2017).

Las raices pilosas se han utilizado con éxito como herramientas de investigacion para detectar las
potencialidades de diferentes especies de plantas para tolerar, acumular y/o eliminar contaminantes
ambientales como: PCB, TNT, productos farmaceuticos, tintes textiles, fenolicos, pesados metales
y radionuclidos (Agostini et al. 2013). La eficacia de las plantas transgénicas en la fitorremediacion
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de pequefios contaminantes organicos sigue dos estrategias principales: (1) la manipulacion de la
actividad'metabolica de la fase | (modificacién o activacion quimica) para mejorar las tasas de
degradacion”en *la planta, o para impartir una nueva actividad metabdlica, y (2) la secrecion
mejorada de ehzimas reactivas de las raices que conducen a la degradacion acelerada de los
contaminantes orgénicos ex planta. En la planta, los procesos incluyen la absorcién y difusion a
través de las raices,el tronco o las hojas, sorcion y transformacion y/o secuestro a través de la
actividad metabolica del~arbol. Las técnicas de fitorremediacion ex planta incluyen plantas
genéticamente modificadas~para sobreexpresar genes de enzimas extracelulares como lacasas y
peroxidasas de plantas o espeCies«de hongos o0 microbios. Esta Ultima estrategia puede superar las
limitaciones de transferencia de masa, ya que los contaminantes no tienen que ser absorbidos por

las raices para verse afectados por la.actividad enzimatica (James y Strand 2009).

El cultivo de raices pilosas para la investigacion en fitorremediacion ofrece ventajas como:
independencia del sitio y condiciones, climéticas, propagacion indefinida y disponibilidad bajo
demanda, permite variables experimentales «faCilmente controladas, tiempo sustancialmente
reducido para realizar estudios y resultados altamente reproducibles, grandes cantidades de
biomasa generadas en un entorno controlade, capaz_de incorporar grandes cantidades de
contaminantes para recuperar metabolitos e intermedios“para analisis cuantitativo y estudiar su
naturaleza quimica y secuencia de transformacion, facil manipulacion del medio y la disponibilidad
de los productos de reaccion, lo que requiere menos purificacion, capacidad para crecer
rapidamente en condiciones libres de microbios proporcionando uma gran superficie de contacto
entre los contaminantes y las raices, seleccion clonal de especies con rasgos de fitorremediacion
adecuados para la regeneracion vegetal, mayor grado de autenticidad ‘que-los cultivos de tejidos
vegetales indiferenciados con respecto a su comportamiento biologico y propiedades debido a su
naturaleza organizada, apto a la transformacion genética para mejorar la_fitorremediacion y
capacidad para producir grandes cantidades de exudados que pueden contribuir_a-desintoxicar o
secuestrar contaminantes dafiinos (Giri y Narasu 2000; Dubrovsky y Rost 2003;.Guillon et al.
2006; Doran 2009; Agostini et al. 2013; Habibi et al. 2017; Dubrovsky y Laskowski 2017).
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Figura 3. Transferencia de T-DNA basada en plasmido de Agrobacterium Ripara la transformacion
genética de plantas. Modificada de Azcon-Bieto y Talon (2008) y Chandr@)lZ).

fitorremediacion como rizofiltracion, fitoestabilizacion y fitoextraccion de taminantes

Los cultivos de raices pilosas son considerados un sistema modelo para investigar Erocesos de
orgénicos e inorgénicos, debido a su estabilidad bioquimica, genética y facil m@ imiento
(Habibi et al. 2017). En la ultima década se han generado varios informes de raices de
diferentes especies de plantas acuaticas para el tratamiento de una gran variedad de contamir@ss

por sus caracteristicas de crecimiento y capacidad de fitorremediacion, por ejemplo,” la
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transformacion de Trapa natans con las cepas silvestres 15834, K599 y A4 que produjo raices
pilosas“fotosintéticas verdes (Mikhaylova et al. 2021), lenteja de agua (Kanchanamala y
Bandaranayake 2019), Scirpus americanus Pers. (Alfaro Saldafia et al. 2016), Typha latifolia una
monocotiledonea-de humedal (Nandakumar et al. 2004; Nandakumar et al. 2005). EI cultivo de
cultivos de raices.transformados en biorreactores representa un paso critico, son extremadamente
sensibles a varios factores de estrés que reducen su crecimiento y/o capacidad biosintética
(Georgiev et al. 2008): Generalmente las raices pilosas forman redes interconectadas que resisten
la transferencia de masa (nutrientes y oxigeno) formando ambientes de cultivo no homogéneos que
resultan en el decremento de(la tasa de crecimiento (Khan et al 2018). La eleccidn del disefio de
biorreactor més adecuado debe ser.coherente con las peculiaridades fisiologicas del clon de raiz

pilosa en particular (Georgiev et al._2008).

En conclusion, actualmente la capacidad de remediacion innata de las especies fitorremediadoras
se ve superada ante el incremento en la velacidad y magnitud de la eutrofizacion. Por lo tanto, es
oportuno visualizar estrategias bioteenolégicas” mediante técnicas transformantes y no
transformantes que potencialice las capaCidades innatas de remocion de una macroéfita nativa en el
estado de Tabasco, que ofrezcan ventajas para la selee€ion de individuos tolerantes a estas nuevas
condiciones ambientales para garantizar la disponibilidad; gestion sostenible y el saneamiento del

agua.
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1.3 Justificacion

En la actualidad, el desafio méas grave al que se enfrenta la calidad del agua de los ecosistemas
acuaticos es ellaumento de la concentracion de nutrientes, que es consecuencia de los vertidos de
aguas residuales. urbanas, industriales y agricolas. Esto provoca un acelerado proceso de
eutrofizacion que afectaia los servicios ecosistémicos derivados de estos y compromete la salud de
las personas. En este Contexto, la ONU subraya la necesidad de adoptar medidas para reducir
considerablemente la Contaminacion del agua e incrementar su calidad, mejorando

significativamente el tratamiento.de las aguas residuales.

En los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), particularmente en los objetivos tres y seis, se
enfatiza no solo la necesidad de garaptizar una vida sana al promover el bienestar de todas las
personas de todas las edades, sino también.de garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible
del agua para asegurar el saneamiento para tedas las personas. En otras palabras, se trata de reducir
el nimero de muertes y enfermedades-eausadas por la contaminacion del agua mejorando su
calidad, lo que se logra reduciendo lagcontaminacion, eliminando el vertido y minimizando la
emision de productos quimicos y materiales peligresos. El objetivo es reducir a la mitad el
porcentaje de aguas residuales sin tratar y aumentar considerablemente el reciclaje y la reutilizacién
seguros a nivel mundial. De esta manera se protegen y restablecen los ecosistemas relacionados

con el agua (bosques, montafias, humedales, rios, acuiferos y 1agos).

Por lo consiguiente, resulta imperativo disefiar, generar y promoverpropuestas factibles desde el
punto de vista econdmico y tecnoldgico para el tratamiento de las aguas.residuales con un enfoque
sostenible. Dada la ubicuidad de Typha domingensis en la region, su sistema radical adventicio
representa un potencial de investigacion biotecnologica en los ambitos ambiental ¥ energético. El
panorama es prometedor en el campo de la innovacion y el desarrollo tecnolégicoy(1+D) debido a
que es factible combinar técnicas de cultivo in vitro y mejora genética modernas para.generar lineas
hiperrizogénicas que conduzcan a nuevos procesos biotecnoldgicos de fitorremediacién mas

eficientes.
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1.4 Pregunta de investigacion

La plasticidad/del sistema radicular se basa en la coordinacién del genoma, que programa el
metabolismo, la‘fisiologia, el crecimiento y el desarrollo de la raiz en respuestas a los factores
ambientales bioticos yiabidticos adyacentes a la rizésfera. Las interferencias de los factores
ambientales en condiciop-in situ suponen una oportunidad para estudiar el potencial rizogénico de
la especie vegetal mediantg)técnicas de imagen, dirigir el conocimiento y generar nuevas
biotecnologias de raices. Pordtante; la proliferacion de rizoclones in vitro mediante la via inductiva
de los fitorreguladores o por la_agrotransformacion con cepas silvestres de Agrobacterium
rhizogenes son las herramientas para.generar hiperrizogénesis adventicia de Typha domingensis en

perspectiva hacia la rizofiltracion de nutrientes de aguas contaminadas.

Pregunta de investigacion general
¢Cual es el enfoque biotecnologico mas-eficaz=para el cultivo de rizoclones no transformados o
transformados, y qué tipo de explante @s mas adecuado, germinado, base caulinar, raiz, hoja o

embridn somético, para desarrollar un modelo-hiperrizogénico de Typha domingensis?

Preguntas de investigacion especificas
1. ¢Cudles serdn las concentraciones Optimas de AIA-CIN o AIA-BAP que mejoran la
rizogénesis in vitro de plantulas de T. domingensis?
2. ¢Lainfluencia de la condicién de luz en el sistema radicular'mejora la respuesta de
rizogénesis independientemente del tipo de explante??
3. ¢(Cuél sera el tipo de cultivo in vitro adecuado para la infeccion’ con Agrobacterium

rhizogenes? ¢ Callos embriogénicos o embriones somaticos?
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1.5 Hipétesis

Hipotesis general

En los explantes vegetativos cultivados con fitorreguladores pueden incrementar la rizogeneésis
adventicia, pero el sistema-de embriones somaticos en co-cultivo con cepas de Agrobacterium

rhizogenes es mas favorecido/por presentar mayor superficie de contacto.

Hipotesis especificas

Hipdtesis 1. Los fitorreguladores del tipo auxina y citocinina son los mas comunmente usados en
diversos protocolos para la iniciacion y establecimiento de cultivo de raices adventicias en
diferentes explantes entonces bajas“concentraciones de AIA-CIN o AIA-BAP mejoran la hiper-

produccion de raices adventicias inducida-en plantulas in vitro de T. domingensis

Hipotesis 2. En la naturaleza las raices crecen'ep-gscuridad; sin embargo, en la practica los cultivos
de raices se realizan en luz, por lo que algunas respuestas pueden estar enmascaradas, sobre todo
las relacionadas con la adicion de fitorreguladores o las que-tienen que ver con la absorcion de
nutrientes. Suponiendo que los tres explantes responden al estimulo hormonal en el sistema
radicular se espera que en luz la rizogénesis sea abundante en eliexplante convencional por la

contribucion de los fotosintatos translocados a la raiz.

Hipotesis 3. Las plantas monocotiledéneas se han reportado recalcitrantes a lasinfeccion por A.
rhizogenes mediante métodos convencionales. Se requiere de métodos complementarios que
mejoren la infeccion. El uso de lineas germinales o sistemas de embriogénesis somatica'se ha usado
como estrategia para facilitar las transformaciones. Por lo tanto, la presencia>de raices

transformadas se obtendra en una estructura embriogénica de la especie T. domingensis.
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1.6 Objetivos

Objetivo general

Generar lineas hiperrizogénicas a partir de rizoclones genéticamente transformadas y no
transformadas de la especie Typha domingensis.

Objetivos especificos

Objetivo 1. Establecer el cultivo-in vitro de raices adventicias con diferentes balances y
concentraciones de AUX-CIT (AIA-CIN y AlA- BAP) en sistemas rizotronicos.

Objetivo 2. Establecer las condiciones Optimas para el mayor crecimiento y ramificacion de las
raices adventicias de T. domingensis probando la mejor dosis de fitorreguladores de experimento

previo y condiciones fisicas de cultiva.como la-tuZy oscuridad.

Obijetivo 3. Inducir raices pilosas en embriones sométicos de rizoclones de T. domingensis con la
cepa K599, LBA9402 y A4 de Agrobacteriumsrhizogenes
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1.7 Metodologia

Para generar un modelo hiperrizogénico de T. domingensis con un sistema radicular adventicio
cuya superficie y velocidad de crecimiento favorezca la maxima absorcion de nutrientes en
exceso, el estudio se dividio en tres etapas experimentales en funcion de las técnicas de cultivo
de raices (Figura 4). La primera y segunda etapa se desarrollé en el Laboratorio de
Biotecnologia, en“elsCentro de Investigacion para la Conservacién y Aprovechamiento de
Recursos Tropicales (EICART) de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco y la tercera
etapa en el Laboratorio{ dengenieria Metabdlica del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del Centro de Investigacion y de Estudios avanzados del IPN, Unidad Irapuato
(CINVESTAV).

Etapa 1: Disefio de rizotron y determiniacion de la dindmica y fenotipos radiculares.

Se disefi6 una unidad experimental tip@ rizotron en la que se evalud dindmicas y fenotipos
radiculares utilizando analisis de ijmagen. Gomnel fin de configurar el rizotron para germinados
de Typha domingensis, se evaluarondiferentes disefios del estado nutricional y fisico del medio
de enraizamiento cercano a la condicion de eutrofizacion ambiental. EI medio nutritivo de MS
se evalud en niveles de 0, 12.5, 25, 50 y 200%. Después, un factorial completo aleatorizado
3x2 analizé el efecto del estado fisico semisolido, liquido-y. bifasico (BIF) y la concentracion
de MS modificada a 10% sin sacarosa y fitorregulador contrastada con agua purificada. Las
respuestas fueron la supervivencia y los parametros de longitud.y nimero de raices registrados

con el método de trazado de imégenes fotogréficas.

Etapa 2: Establecimiento in vitro de raices no transformadas de T. domingensis.

Esta segunda estrategia evalUa la sinergia de auxinas y citocininas en la organogénesis de raiz,
se analizaron en particular las interacciones de diferentes concentraciones de_ AlA.con la CIN
y BAP. En un experimento subsecuente se evaluo el efecto de la condicion de luz.en el sistema
radicular independientemente del tipo de explante. Para establecer los cultivos de raices no
transformadas se estudid el efecto de auxinas y citocininas, el efecto de la luz y del¢tipo de
explante. Los rizotrones en régimen de carbono autotrofo y de nutrientes MS1/10,

suministraron los germinados para establecer experimentos independientes de luz y oscuridad.
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Cadaexperimento evalud tres concentraciones (0.0, 0.1y 1.0 mg L) de AIA y CIN en sistemas
de raiCes aisladas con y sin base caulinar y el germinado completo en disefio de cuadrados
latinos.<Laslongitud total de raices y numero de raices ramificadas fueron registradas cada
semana durante un mes sobre imagenes fotograficas con un software procesador de imagenes.
Los indicadores de calidad del sistema radicular, estimados con las tasas y densidades de
elongacion y ramificacion (TE, TRAM, DLR, DRAM), fueron clasificados usando la técnica

de conglomerados para-seleccionar lineas rizogénicas dindmicas.

Etapa 3. Procedimiento para la'transformacion de las raices de T. domingensis.

En esta etapa se busco explorar la eficacia del embrién somatico por su potencial regenerativo
en las estrategias de transformacioh genética. Para el establecimiento de raices transformadas
via agrotransformacion se realizaren cocultivos de embriones somaticos de T. domingensis en
diferentes estados de desarrollo con‘las cepas LBA9402, K599 y R4 de Agrobacterium
rhizogenes. La rizogénesis se produjo mediante la agro transformacion de embriones somaticos
en estados de desarrollo oblongos’y.escutelares utilizando las cepas K599, LBA9402 y A4 de
Agrobacterium rhizogenes. La transfeccion a'les embriones se realizé mediante cocultivo de
rizoclones en un medio mineral Murashige y,Skoag al 50% (MS 0.5), en la oscuridad, a 28 + 2
°C durante 72 h. A diferencia de los embriohes no transformados que no presentaban ningun
tejido radicular, los embriones transformados’ presentaban raices pilosas que variaron en
namero, longitud y densidad dependiendo de la cepa bacteriana, y K599 fue la cepa mas eficaz.
Después del analisis mediante microscopia Optica, los embrionestransformados se recolectaron
y transfirieron a medios de cultivo frescos suplementados con 400 mg mL de cefotaxima y

10 mg L de &cido ascorbico.
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Disefio de un rizotron experimental in vitro de

Typha domingensis con fenctipado de raices
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Nombre'del articulo: Disefio de un rizotron experimental in vitro de Typha domingensis con

fenotipado de raices

Autores: Hernandez-Piedra G.", Ruiz-Carrera V.®" Sanchez AJ.®
Resumen: Para‘cuantificar el crecimiento del sistema radicular de plantas acuéticas emergentes
cultivadas in vitro, es ‘esencial disefiar un rizotrén con fenotipo radicular preciso y no destructivo.
Con este objetivo, se evalug la influencia del estado fisico del medio de cultivo y la concentracion
de nutrientes en las caracteriSticas de enraizamiento de las plantulas de Typha domingensis. En un
experimento previo en sistemas~hidropéonicos ex vitro se examinaron los efectos de distintas
concentraciones de nutrientes, 0 a 100% (Murashige y Skoog) sobre el enraizamiento. Las
concentraciones de 0% y 12.5% dieron lugar a un mayor desarrollo de las raices, como se observo
mediante microscopia Optica y estereescopica. Particularmente, los individuos de estos grupos
mostraron raices mas largas y una mayor proliferacion radicular. El experimento central involucrd
el cruzamiento de los estados semisolido,“lfquido y bifasico con nutrientes 10% Murashige y
Skoog(1962). Como tratamiento testigo-se utitizaron plantulas implementadas en un soporte sin
medio de cultivo (soporte agua) durante’los 30 dias“del cultivo in vitro. Las imagenes de raices se
analizaron con un software procesador ‘de~imagenes. En estado liquido el fenotipo radicular
desordenado no fue funcional para este analisiS.)Por otre’lado, los estados bifasico y semisélido
con MS mostraron un nimero significativamente mayor de raiees en comparacion con los controles
respectivos. EI medio de cultivo bifasico fue optimo para simular, las condiciones ambientales y
mejorar la adquisicion de imagenes de enraizamiento de Typha.

Palabras clave: Sistema radicular; macroéfita emergente; fitorremediacion;
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INTRODUCCION

Los sistemasyradiculares (SR) de las plantas acuaticas emergentes desempefian funciones vitales a
través de una serie de mecanismos, entre los que se incluyen la absorcién, fijacion, almacenamiento
y sintesis de diverses compuestos organicos (Steffens y Rasmussen 2016). Por su potencial
genético y las condiciones'ambientales que las rodean influyen en varios mecanismos bioquimicos
que determinan el crecimiento y la extension de sus raices adventicias y les confieren un sistema
radicular eficiente para metabolizar estos compuestos (Steffens y Rasmussen 2016; Motte et al.
2019). La capacidad natural de remoeidn de las plantas emergentes mas una alta productividad de
biomasa las hace atractivas para desarrollar tecnologias de fitorremediacion de contaminantes,
como la rizofiltracion o rizodegradacién (Kafle et al. 2022; Dhir 2020; Dhir 2017) y mejorar los
tratamientos de aguas residuales y.da rectperacion de los recursos hidricos de ecosistemas
perturbados (Wei et al. 2021; Grzegdrska-et.al. 2020). Dicha capacidad la convierte en candidata
idénea, sin embargo, la eficiencia de fitorremediacion/varia entre especies, y entre poblaciones de
la misma especie. Actualmente diversas investigaciones se-€nfocan en mejorar la capacidad natural
de la raiz, usando técnicas de produccién de hairy.roots y raices adventicias que buscan producir
fenotipos radiculares potencialmente mas eficientes por una mayor superficie de contacto o por

mecanismos metabolicos mejorados (Gunarathne et al. 2019; Rai et al 2020).

La arquitecturay dinamica del SR es objeto de estudio en la actualidad para un mejor entendimiento
y modelado de los procesos ecosistémicos (McCormack et al. 2017). Para observar.de forma méas
conveniente el desarrollo dindmico de las raices en condiciones similares a las que se_encuentran
en el campo se han utilizado matrices de crecimiento tipo platos de agar, hidroponia, papelfiliro y
el rizotron (Krzyzaniak et al. 2021; Ma et al. 2019). El Gltimo, es un método de evaluacién radictlar

no destructivo que consiste en analizar el fenotipo con mediciones directas, instantaneas y repetidas
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del SR en'el entorno natural o controlado (Mohamed et al. 2017; Rose y Lobet 2019). EI método
de rizotron*ha mejorado con el tiempo apoyado de imégenes digitales que modelan la arquitectura
y dindmica de crecimiento de la raiz en espacio y tiempo (York y Lobet 2017; Mohamed et al.
2017). En la actualidad existen disefios como “rhizoponics”, un rizotrén hidroponico para el estudio
de plantas maduras.en Arabidopsis thaliana (Mathieu et al. 2015) y el “microphenotron”
miniaturizado robético para el estudio de germinados de la misma especie (Burrell et al. 2017). El
avance tecnolégico de esta téCnica permite detectar raices cada vez mas finas hasta de 0.1 mm de
didmetro o escaneos méas econémicos y de mejor calidad con la ayuda de aplicaciones en

dispositivos moviles (Mohamed et al{2017).

El empleo de rizotrones para evaluar-€l efecto de un contaminante sobre el SR y mejorar asi el
entendimiento de los mecanismos de“fitorremediacion ha cobrado auge, ejemplo de esto son
Tognacchini et al. (2020) quien utilizé rizaotrones enriquecidos con niquel para evaluar su efecto
sobre Noccaea caerulescens y Stellaria media. En.un estudioysimilar He et al. (2020) evaluaron el
efecto de suelos contaminados con petréleo sobre cultivos.de,Zea mays L. Con este mismo
dispositivo Zamani y Hajabbasi (2018) estudiaron Oryza sativa una acumuladora de arsénico y
mas recientemente Mészaros et al. (2022) utilizaron un sistema rizotronico in vitro para evaluar la
contaminacion pléstica de mascarillas quirtrgicas sobre el desarrollo temprano de plantulas de
Brassica napus L. Con la finalidad de configurar una unidad experimental.tipe rizotron para
germinados in vitro de Typha domingensis se evalu6 la condicién fisica y nutricional«del medio de
cultivo libre de fitorreguladores. La caracterizacion del fenotipo de raiz eficiente servira de base
para un mayor desarrollo del método biotecnologico de hiperrizogénesis de T. domingensis

enfocado a la rizofiltracion o rizodegradacion de contaminantes en sistemas acuaticos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las infrutescencias maduras de Typha domingensis se colectaron en la ciudad
de Villahermogsa, Tabasco (17°59° N y 92°57° W) situada en la base de la Cuenca de los rios
Grijalva-Usumacinta. La extraccion de la semilla consistio en humedecer con 250 ml de agua de
garrafon los aquenios.cubiertos de perianto dehiscente durante 5 a 10 minutos en una bolsa plastica
resellable de 26.8 cm x327.3 cm. Transcurrido el tiempo se agregaron 500 ml més de agua,
suficiente para generar movimiento por agitacion y en consecuencia desprendimiento de la semilla.
La semilla precipit6 al fondo permitiendo separar el sobrenadante (agua més perianto) por simple
decantacion. Es importante colocar inmediatamente las semillas en un desecador de silica gel por
24 horas para retirar la humedad, transcyrrido el tiempo se almacen6 en un frasco ambar. Las

semillas sin perianto se desinfectaron.y/germinaron de acuerdo con Hernandez-Piedra et al. (2018).

Preparacion de medios y condiciones déecuttivo. Elgmedio de cultivo para todas las evaluaciones
fue MS (Murashige y Skoog 1962) sin suplementos .€0omo sacarosa o fitorreguladores. La
concentracion de agar-agar fue de 4% en la fase semisélida. .La esterilizacion del medio se
establecié a 121 °C y 104 kPa durante 25 min (Sterilizer SM300, Yamato scientific, Japan). Los
cultivos se incubaron en un area controlada a 28+2 °C y fotoperiodo 16:8 horas luz:oscuridad
durante la germinacién aséptica y en el experimento hidropénico y con rizotrén. Se suministré luz
con intensidad de 20 pmol m? st (Quantum light meter, Spectrum Technologigs; Inc) de lamparas
de luz blanca (Phillips, E.U.A). En ambos experimentos se tomaron en cuenta las’cendiciones de
cultivo de los valores fisicoquimicos (contenido de nitrogeno (N), fésforo (P), condiciones de pH,
luz y oxigeno disuelto) reportados en ambientes naturales y medios nutritivos donde’crecen

poblaciones del género Typha (Bansal et al. 2019; Santos-Diaz y Barron-Cruz 2012; Brix et al.
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2010; Li“et al. 2010; Santos-Diaz et al. 2007; Rodriguez-Rodriguez, 2002; Brix et al. 2002;

Lorenzen.etal. 2001).

Experimento 1.'\Evaluacion en sistema hidropdnico. En cultivo hidroponico se analizé el efecto
de la concentracion de los*nutrientes de MS en el crecimiento radicular de germinados in vitro de
T. domingensis. El disefie-fue unifactorial de cinco niveles nutrientes: 0, 12.5, 25, 50 y 100% (n
total = 24). El sistema hidroponieo se realiz6 en contenedores plasticos con un litro de solucion
nutritiva. Los germinados aséptie0s se colocaron individualizados en placas de unicel de 24
pocillos y se usé como soporte guatal El'recambio de medio se realiz6 cada siete dias, durante un
mes. Las mediciones de longitud total de*la raiz (LR) y numero de raices (NR) de cada SR se

registro sobre un papel milimétrico conrayuda del microscopio estereoscopico.

Experimento 2. Configuracion dptima del rizotron¢El efecto del estado fisico y la concentracion
de nutrientes en el SR de los germinados se evalug en un factorial 3x2 al azar, donde las variables
independientes fueron el estado fisico y la concentracion de‘nutrientes del medio de cultivo MS.
Las categorias del estado fisico incluyeron el estado semisélido (SS.con agar), estado liquido (LIQ
sin agar) y ambos estados (BIF bifésico) y las de concentracion de"nutrientes fueron MS10% y
agua purificada (H20). La unidad experimental consistioé en un tubo de engayo (25 x 200 mm) con
20 ml de medio nutritivo en el cual se colocaron 10+5 semillas asépticas de Typha domingensis en
régimen autotrofo. El experimento permanecioé 30 dias en condiciones controladas« Al final, se
registré la LR y NR usando el método de trazado de imagenes fotograficas (Kodak EasyShare
C143) propuesto por Lobet y Draye (2013). Las imagenes digitalizadas de raiz se analizaron

mediante un software procesador de imagenes (http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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Andlisis-éstadistico. Los datos se analizaron mediante la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov-Ldtliefors (K-S d) y la prueba de homogeneidad de varianza de Cochran C para determinar
el procedimiento estadistico mas apropiado. Para los datos hidropdnicos se aplico el ANOVA de
una via o el ANQVA factorial con pruebas post hoc de LSD Fisher entre variables, mientras que
para analizar los datos.del rizotron se empled la prueba de Kruskal-Wallis por factores. Los analisis
estadisticos se realizaron-en el programa informatico Statistica V8 (Stat Soft Inc.) con un nivel de

significacion de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema hidropdnico. El porcentaje de supervivencia de los germinados (>90%) fue mayor en la
concentracion MS de 0 y 12.5%, aungue estadisticamente fueron similares a las concentraciones
de 25% y 100% que tuvieron menos~dek 70% de supervivencia (Fig. 1C). EIl tratamiento con
maxima supervivencia presentd germinadas=con ungSistema foliar muy desarrollado y sistema
radicular de aspecto sano y abundante hasta el _dfa 30 (Fig- 2D). Los tratamientos con MS al 0 y
12.5% presentaron raices mas largas y mayor. proliferacion_radicular similares entre si y
significativamente diferente de los demas tratamientos (Fig. 1A'y B). En este estudio los
germinados de T. domingensis en el tratamiento con un cuarto de la fuerza i6nica MS, presentaron
los SR con el mayor NR y LR que se destaca por tener concentraciones@e)NH4"y NOs™ que se
considera eutréficas e hipereutroficas. Al respecto, esta documentado que el género Typhaceae y
sus especies mas representativas como T. latifolia y T. domingensis toleran condicienes altas de
nutrientes lo que les permite crecer abundantemente en habitats o sistemas de naturaleza'eutréfica
e hipereutrofica (Lorenzen et al. 2001; Brix et al. 2002; Steinbachova-Vojtiskova et al” 2006;
Santos-Diaz et al 2007; Brix et al. 2010; Li et al. 2010; Santos-Diaz y Barron-Cruz 2012;

Rodriguez-Rodriguez 2002; Bansal et al. 2019). En T. latifolia un mayor crecimiento radicular se
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obtuvo _en ambiente oxigenado con concentracion media y alta de fosforo (Brix et al. 2010). De
manera similar, T. angustifolia obtuvo mayor producciéon de biomasa radicular en condicion
eutrdfica (Steinbachova-Vojtiskova et al. 2006). Autores como Lorenzen et al. (2001), Brix et al.
(2002), Steinbachova-Vojtiskova et al. (2006), Brix et al. (2010) y Li et al. (2010) sefialan que el
género Typha muestra suficiente evidencia de ser autosuficiente para transportar y asimilar

concentraciones altas de'N*y.P que le permite un desarrollo éptimo.

Sistema rizotrén in vitro. Los-sistemas radiculares presentaron diferencias significativas de
ndmero de raices y longitud total de la raiz entre los tratamientos (Cuadro | y Fig. 2). La
concentracion de nutrientes fue muy significativa en NR y significativa en LR. En cambio, el estado
fisico del medio solo fue significativa.en LR (p<0.05). Los fenotipos radiculares en el estado fisico
liquido formaron madejas de germinades;lo que~impidié realizar mediciones del desarrollo
radicular por andlisis de imagen (Fig. 3, E'y/F). Quedaron descartados los tratamientos H.O/LIQ y
MS10%/LIQ. En tanto que, los tratamientos hifasicos (Rig. 3 A, B) y semisélidos (Fig. 3 C, D)
mostraron sistemas radiculares bien desarrolladosy con tropismo convencional. Los tratamientos
MS/BIF y MS/SS exhibieron el doble del nimero de raices comparadas con los tratamientos
H>O/BIF y H>O/SS, pero sin presentar diferencias significativas (Fig.’2 y Cuadro I). Las raices mas
largas se visualizaron en los tratamientos H.O/BIF y H.O/SS y MS/ BIF eonforme a la figura 2
(p>0.05). Aunque las interacciones de las fuentes de variacion no fueron significativas. EI medio
nutritivo mostro efectos en el NR y la LR (Cuadro 1). El tratamiento MS10% duplicé elNR respecto
a los que solo presentaron H->O, y en H20 la LR fue superada 1.3 veces. Mientras que-el estado
fisico del medio de cultivo afect6 de forma significativa solo a la LR, siendo la configtracion
bifasica 1.3 veces superior. El disefio del rizotron cuantificd exitosamente las respuestas de NR y

LR y definio las condiciones 6ptimas del crecimiento del SR de T. domingensis. Del mismo modo,
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Gao et al’(2017) determin el crecimiento de las raices de plantulas de colza y trigo in situ con un
meétodo de-rizotron para observar mas convenientemente el desarrollo dinamico de las raices en
condiciones‘similares a las que se encuentran en el campo. Otros protocolos in vitro han sido
efectivos para analizar la dinamica de SR ya que el uso de recipientes transparentes y sustrato de
gel para medir las raices de las plantas es efectivo al capturar imagenes in situ de la arquitectura de

raices, destacando especigs’como el arroz y maiz (Topp et al. 2021; Lyer-Pascuzzi et al. 2012).

Sin embargo, se argumenta que ‘elsustrato transparente del rizotron difiere de la matriz real del
suelo al favorecer la disponibilidad d€'luz en la raiz. Un estudio en condiciones de terreno natural
vs rizotrén vs soluciones nutritivas en Oryza sativa L. reveld contrastes en la LR y densidad de
pelos radiculares, pero los pelos radiculares de las plantas de terreno natural y del rizotron
compartieron el mismo patron arquitecténice, fueron.cortas y muy densas, pero mas largas y menos
abundantes por el efecto de la solucion nutritiva (Nestler et al. 2016). Otro caso revelé que las
plantas cultivadas en phytagel (sustituto de agar) redujeron la LR y densidad de la raiz lateral en
comparacion con las cultivadas en suelo (Judd et al.\.2015). En cambio, Handroanthus
chrysotrichus favorecid por igual la formacion de raices in vitro epausencia y presencia de agar

(Rabaiolli et al. 2017).

Una caracteristica visual sobresaliente en los tratamientos que contuvieron MS10%fue la marcada
coloracion verde de las hojas y del SR con pelos radiculares (Fig. 2 y 3). Endos<tratamientos
MS/BIF, MS/SS y MS/LIQ el SR de Typha domingensis se expresé una pigmentacién verde y
ausencia de pelos radiculares. Mientras que los tratamientos H.O/BIF, H2O /SS) y H;O JLIQ
presentaron una coloracion blanca y pelos radiculares convencionales (Fig. 2 y 3). El rasgo

fenotipico atipico de raiz verde se denominé raiz fotosintética y se considerd un indicador de
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asimilacién de nutrientes en los tratamientos que se presentaron, ya que este 6rgano puede tener un
potencial biosintético por la entrada de la luz en el rizotrén (Flores et al. 1993). El color de la raiz
como indicador de viabilidad no es obvio, a pesar de estar en una ventana transparente. Para este
estudio la raiz siempre se observd blanca o verde, y en ambos casos se considerd viable siempre y
cuando hubiera desarrollo foliar. Para Germon et al. (2016) una raiz se considera viva cuando tiene
un color crema o muertaseuando se ha vuelto negra y sin crecimiento entre dos 0 mas sesiones

sucesivas hasta el término del experimento.

CONCLUSIONES

El rizotron in vitro de Typha domingensis'en configuracion bifasica con 10% de MS impulso el
crecimiento de las raices en condicienes ambientales experimentales en las que esta macrofita
emergente se desarrolla de forma natural~El fenotipe del sistema radicular expresado en funcién
de la longitud y nimero de raices fue demostrada claramente con el trazado de imagenes. Ademas,
se imita el ambiente donde el crecimiento radicular es dptime. Los sistemas rizotrénicos con una
configuracién fisica y nutricional libre de fitorreguladores querépresenta un punto de partida para

futuros experimentos de rizorremediacion acuatica de xenobi6ticos:
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Figura 1. Fenotipos y supervivencia de germinados de Typha domingensis.en concentraciones

crecientes de MS en sistema hidropdnico. En Ay B promedios de nimero de raices y longitud de

la raiz, respectivamente. En C el porcentaje de supervivenciay en D los sistemas hidrepdnicos de

los germinados de T. domingensis a los 15 y 30 dias de cultivo. Letras diferentes en-las barras

indican diferencias significativas entre promedios a p <0.05.
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Figura 2. Fenotipos radiculares de germinados de Typha dom@is en rizotrén in vitro. En a)
los tratamientos H.O/ BIF (Agua purificada/medio bifasico), en b)'MS/ BIF (Medio Murashige y
Skoog/Medio bifasico), en ¢) H20/SS (Agua purificada/medio se 0), en d) MS/SS

(Murashige y Skoog/medio semisdlido), en e) H.O/L1Q (Agua purificada/mediojliquido), y en f)

.

MS/LIQ ((Murashige y Skoog/medio liquido).
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Skoog/medio semisélido). En Ay B detal araiz ticia de los germinados in vitro de
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Cuadro 1. Resumen estadistico de los factores experimentales

Fuente de
Var o MS/BIF MS/SS H,O/BIF H,O/SS SC CM F P
variacion
NR CNUT*ESTF 12 11 7 6 5.3333 5.3333 1.8344 021
LR CNUT*ESTF 17 08 18 1.6 0.2601 0.26009 3.3498 0.1
MS H.O
NR CNUT 112 6.5 65.333 65.3333 22.4713 0.00**
LR CNUT 1.28 172 0.5877 0.58766 7.5687 0.02*
BIF SOL
NR ESTF 9 8.7 0.1481 0.1481 0.051 0.82
LR ESTF 1.78 123 0.9075 0.9075 11.688 0.00**

p<0.01** (muy significativo); p<0:05* (signifieativo). NR=Numero de raiz, LR=Longitud

de la raiz, CNUT=Concentracién de nutrientes, ES T.F= Estado fisico.
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CAPITULO
11

Dinamica del enraizamiento temporal-espacial de
lineas rizogeénicas adventicias in vitro de Typha

domingensis con auxina/citocinina
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Nombre del articulo: Dinamica del enraizamiento temporal-espacial de lineas rizogénicas
adventicias in vitro de Typha domingensis con auxina/citocinina

Altores: Guadalupe Hernandez-Piedra?, Violeta Ruiz-Carrera?, Alberto J. Sanchez?,
Graciano Calva-Calva?

Resumen

La dinamica temporal y espacial del enraizamiento de Typha domingensis es el mecanismo
para enfrentar sitlaciones de estrés ambiental, por lo tanto, la generacion de lineas
rizogénicas adventicias jaisladas en rizotrones in vitro promete mejorar la tecnologia de
depuracién de nutrientes. durante el tratamiento de aguas residuales. Con la finalidad de
comparar la dinamica de” lineas rizogénicas adventicias con y sin base meristematica, se
evaluaron balances de concentracion amplios y reducidos de la auxina especifica AIA en
cooperatividad con las citocininas'CIN o BAP, bajo la influencia de luz u oscuridad.

Los rizotrones funcionaron en diferentes experimentos con medio nutritivo MS diluido en
régimen de autotrofia durante un.mes. Con indicadores dinamicos de enraizamiento en
términos de velocidad y densidad“de elongacion, ramificacion o velocidad de crecimiento
relativa del sistema radicular se calcularon con mediciones alométricas semanales de
longitud y nimero de raices para discriminar las lineas rizogénicas mas dindmicas. Primero
se evaluaron balances de AIA:CIN y AIA:BAP (0-10 mgL-1) sobre la raiz del germinado
completo e iluminado, mostrando BAP mayor la desaceleracion de la velocidad de
elongacion y ramificacion y la velocidad relativa. En cambio, con CIN declinaron lentamente
las velocidades e incrementaron las’densidades”dando registros maximos en ausencia de
fitorreguladores siendo similar en la minima concentracion de AIA y CIN. Para comparar las
dinamicas de los sistemas radiculares, aislados con y~sin base meristemética vs germinado
completo, se disefiaron experimentos congrizotrones<de luz y oscuridad usando el rango
6ptimo de AIA:CIN (0-1.0 mgL-1). La raiz totalmente aislada fue inactiva, pero con la base
meristematica incremento tanto la velocidad cemo la densidad de elongacion y ramificacion
radicular con s6lo 0.1 mgL-1 de CIN de forma parecida al germinado sin fitorreguladores en
luz.

Finalmente, entre los indicadores de elongacion y ramificacion.optimos se agruparon seis
lineas rizogénicas adventicias de germinado y raiz con meristemo basal procedentes de
ambiente de luz y oscuridad, lo que vislumbra diferentes dindmicas para una amplia gama de
aplicaciones ambientales e innovadoras.

Palabras claves: Typhaceae, cultivo in vitro, dinamica radicular, rizotron.

!Programa de Doctorado en Ecologia y Manejo de Sistemas Tropicales, Univérsidad Juarez
Autonoma de Tabasco, Villahermosa, Tabasco, México

2Diagnostico y Manejo de Humedales Tropicales, Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco, Villahermosa, Tabasco, México

3Biotecnologia y Bioingenieria, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados deMPN,
Ciudad de México, México.
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Introduccion

El sistema_radicular adventicio (SRA) de plantas acuaticas emergentes enfocado a la
generacionde-lineas de raices aisladas con mayor capacidad de fitofiltracion de sustancias
toxicas 0 excesos de nutrientes representa una opcion de la biotecnologia in vitro escalable a
los procesos de tratamiento de aguas residuales y en las acciones de gestion de recursos
hidricos y el acceso alsuministro de agua y otros servicios de saneamiento (Ryder 2017;
Dalla Vecchia et al. 2020).

La fitofiltracion comprende a Jas-técnicas de rizofiltracion, caulofiltracion y blastofiltracion,
nombradas asi en referencia al ‘use’de raices y brotes aislados de las plantas y germinados
que persigue explorar el potencialyde.remediacion para la contaminacion por nutrientes,
metales pesados y metaloides (Yadav gt.al. 2018; Grzegdrska et al. 2020, Yan et al. 2020).
En particular, la rizofiltracion enfocada akexceso de los nutrientes contribuye en la reduccion
de iones amonio, nitrato, nitrite_y.,ortofesfatos del sedimento y evita la indeseable
proliferacion algal de las aguas residuales “y” eutrofizadas (Wurtsbaugh et al. 2019).
Igualmente, impide que ocurran algunas;reacciones‘toxicologicas para el hombre y especies
acuaticas, siendo ejemplo de esto la desteXificacion-de N-nitrosaminas carcinogénicas y
mutagénicas acumuladas en los sedimentos (Ward et al#2048; Vocciante et al. 2018). A su
vez, la rizofiltracion es compatible con otras formas de fitorremediacion aplicadas a la
extraccion, estabilizacion y volatilizacion de pesticidas, hidrocarburos poliaromaticos,
desechos radioactivos y explosivos y contaminantes emergentes(Hegazy et al. 2011; Dhir
2017; Ezaz et al. 2020, Rout et al. 2021).

La fitorremediacion vislumbra un enorme potencial de aplicaciones tecnol6gicas creadas por
cultivo in vitro al ofrecer nuevos métodos de seleccion y produccion de sistemas hioldgicos
con capacidades de crecimiento mejoradas para el tratamiento de aguas contaminadas
(Santos-Diaz y Barrdon-Cruz 2011). Aunado con lo anterior, diversas actividades de
fitorremediacion prefieren a las especies de la familia hipe por presentar un SRA con alta
tasa de crecimiento y mayor absorcion de multibioelementos (Escutia-Lara et al. 2010, Brix
et al. 2010: Hegazy et al. 2011, Sricoth et al. 2018; Di Luca et al. 2019, Bansal et al. 2019)
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y en particular, Typha domingensis (Pers.) es la herbacea acuatica emergente que representa

a la' eemunidad natural en las zonas inundables de México (Mexicano et al. 2013).

La tecnologia-in vitro orientada al crecimiento indefinido de raices aisladas ofrece grandes
expectativas ecosustentables para la remocion de contaminantes comparada con el uso de
plantas completas enyhumedales artificiales, incluso las mejoradas genéticamente que atraen
maés la atencion (Doramet al. 2009). Adicionalmente, en los sistemas de raices in vitro se
promueve la diferenciacion de raices e incrementa la variabilidad genética usando los
reguladores de crecimientg sintéticos de auxinas (AUX) y citocininas (CIT) y favorece las
evaluaciones experimentales de.SRA en tiempo real sin interferencias ambientales bidticas
y abidticas (Sato et al. 2017) que.son complicadas a mayor escala (Bellini et al. 2014; Steffens
y Rasmussen 2016), lo que es idoneo para modelar la dindmica de crecimiento en tiempo y
espacio de las lineas in vitro del SRA"de la especie seleccionada. Para ello, los sistemas
rizotronicos son herramientas emergentes(Hussner 2010; Judd et al. 2015; Kalogiros et al.
2016).

Las nuevas tendencias en el cultivo de células / tejidos/6rganos in vitro, incluso de plantas
herbaceas acuéticas transformadas, utilizan/ariantes'de cultivo como sistemas modelos para
evaluar los procesos fisicos, bioquimicos y(fisiol6gices .involucrados en la absorcion de
nutrientes o contaminantes. Algunos ejemplos en especiessSumergidas son el cultivo de
rametes jovenes y punta de estolones de Eleocharis acicularis (Sato et al. 2017), meristemos
apicales de Cymodocea nodosa (Garcia-Jiménez et al. 2006) y bases caulinares de Vallisneria
americana (Ruiz-Carrera y Sanchez 2008). En especies emergentes/s€ cultivaron raices
aisladas de Typha latifolia L. y Scirpus americanus para inducir la rizogénesis prolongada
con diferentes tipos de auxinas, destacando el acido indolacético (IAA) en concentracion 2.0
mg L (Santos-Diaz y Barron-Cruz 2011; Santos-Diaz et al. 2007).

Aunque se ha demostrado ampliamente que el crecimiento de RA es detonado par AUX,
especialmente AlA, en planta completa, estaca de raices, mutantes y plantas transgénicas que
sobreproducen AIA, se desconocen muchos aspectos relacionados con la dinamica

rizogénica en el cultivo indefinido de raices adventicias estimuladas con balances de AUX y
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CIT ecomunes como cinetina (CIN) y bencilaminopurina (BAP), incluso sobre sus efectos
antagonicos en luz y oscuridad (Gonin et al. 2019). Recientemente se revel6 que la longitud
y actividad_del sistema radicular de Pteris vittata incrementd con el balance AIA/CIN (Wu
et al. 2018); también la proliferacion de raices adventicias de Oryza sativa con balances de
AlA vy estrigolactonas (Sun et al. 2015). Adicionalmente las caracteristicas de rizogénesis
continua se han expresado en ausencia de fitorreguladores como en las raices transformadas
de Lotus corniculatds.En particular, el protocolo de E. acicularis hizo posible producir raices
aisladas en crecimiento-continuo y nodulos transformados en luz y oscuridad (Sato et al.
2017), aunque el crecimienta.direccional de las raices en una trayectoria de crecimiento

Optima es regulado diferencialmente por luz o nutrientes (Singh et al. 2015).

En paralelo, varios estudios in vitre”sabre la arquitectura de la raiz y el desarrollo de RA
imputaron a la luz fuerte influencia, en la regulacion de los efectos sinérgicos o
antagonistas de AUX y CIT, asi como enel' incremento de la entrada de nutrientes (Silva-
Navas et al. 2015; Gonin et al. 2019)..Estudios moleculares acumulan méas evidencias sobre
la percepcion de auxinas en la superficie celular'de, las raices por contribucion decisiva del
AlA en la respuesta pleiotropica de la maguinaria hermonal y en la participacion de la red de
sefializacion MAPK que funciona en conjunte con la7auxina y la citocinina durante varias

etapas del desarrollo de la raiz (Singh et al. 2015).

Actualmente, los estudios de crecimiento de raices se realizan asivel de plantas en estados
estaticos de desarrollo. Sin embargo, el SRA funciona dinamicamente para enfrentar el estrés
con ahorro de energia, en lo cual se considera tanto la geometria_como las fuerzas que
subyacen a los cambios cinematicos en dimensiones tiempo-espacio (Arsova et al. 2020). Por
lo tanto, se necesitan metodologias alternativas que conduzcan hacia la interpretacion de la
variabilidad dinamica de las raices. Adicionalmente, las variables dindmicas’se pueden
estudiar mejor utilizando rizotrones y minirrizotrones (Postma et al. 2014).En esta
investigacion se compararon las dinamicas de velocidad y densidad del SRA del germinado
y explantes de raices aislada, con y sin base caulinar, de Typha domingensis, cultivades en
rizotrones in vitro para inducir maxima rizogénesis con influencia del IAA y(la

cooperatividad de dos CIT en condiciones de luz y oscuridad. Bajo la premisa que la base
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caulipar de Typha es un centro de actividad meristemética (Hernandez-Piedra et. al 2018) y
auxinica,.se sometié como hip6tesis que en la raiz aislada con base caulinar dichas dinamicas
incrementan en ausencia de luz y en autotrofia de AIA con baja concentracion de CIT. Los
objetivos particulares fueron a) analizar la dindmica espacio-temporal del SRA previamente
inducido en la.planta completa con diferentes balances AIA:BAP y AIA:CIN para descartar
rangos de inhibicidny b) comparar con las dinamicas del germinado completo vs raiz aislada
con y sin base caulimar con el mejor rango de fitorreguladores en ambientes de luz y
oscuridad y c) seleccionan linea rizogénicas dinamicas por su utilidad en bioprocesos de
rizofiltracion especificos dande énfasis a los sistemas de raices adventicias aisladas para la

fitorremediacion de nutrientes.de-aguas residuales y otros contaminantes.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se usaron explantes y raices de plantulasiobtenidas por germinacion de aquenios, los cuales
se obtuvieron de infrutescencias Colectadas de-plantas silvestres de T. domingensis que crecen
de manera natural en un humedal urbano de 1a“”Zona Metropolitana de Villahermosa (17°
5979.91 Ny 17°57°48.98 O) que se encuentra,ubicado’en la cuenca del rio Grijalva. Ademas,
se colectaron plantas completas que se depositaron envel’Herbario-UJAT (registro No. 35227)
para su identificacion taxonémica. Los aquenios’sin periante,permanecieron conservados en

un desecador por seis meses.

Germinacion de aquenios y cultivos en rizotron

Se formaron lotes de 8 unidades de cultivo conteniendo cada uno de 157 20 aquenios y se
sembraron para su germinacion in vitro utilizando el procedimiento descrito previamente en
Hernandez-Piedra et al. (2018), después de 15 dias de cultivo en frascos de cultivo de 125 ml
con 20 ml de medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) a un décimo de su fuerza
idnica (1/10 MS), sin adicion de azUcares y con agar-agar (4% p/v) en condiciones.asepticas.
Se tomaron lotes de aquenios germinados y se transfirieron a los rizotrones (N=96 individuos,
un individuo por rizotron) constituidos por un tubo de ensayo (25 x 200 mm) con 25 ml de
medio de cultivo. En MS gelificado y sobre el que previamente al sembrado del germinado

se deposita una capa de 1 mm de agua destilada estéril (Figura 1).
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Figura 1. Resumen gréfico del procedimiento_para la induccion de raices adventicias de

Typha domingensis.

Cultivos de raices en rizotron

Los germinados uniformes en tamafio y desarrollo (dos hojas en roseta; raiz seminal y una
raiz adventicia) fueron seleccionados visualmente. Para obtener la raiz'con y sin la base
caulinar se separaron estos tejidos con un bisturi a partir de los aquenios germinados. Los
aquenios germinados completos y las raices aisladas se colocaron en los-fizotrones en
posicion vertical, con el SRA sumergido aproximadamente 1 cm debajo de la fase-semisolida
(Figura 1). Los cultivos en fotoperiodo luz/oscuridad de 16/8 horas se incubaron a*28+2°C
con iluminacion de 90+2 umol de fotones m=2s-1 (Quantum light meter, Spectrum
Technologies, Inc) usando ldamparas de luz fria (Philips, E.U.A.). Los cultivos en obscuridad

(R-OSC) se aislaron de la luz cubriendo el set experimental en el exterior con cartulina negra
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de1857g/m? y en el interior capa de agua fue cubierto por un aro de etileno-vinil-acetato
color-negro.

Efecto de'la luz y del balance auxina/citocinina sobre la rizogénesis

Se utilizé un.disefio factorial en el cual se probaron diferentes concentraciones de AlA (0,
0.1, 1.0 y 10'ppm) y de CIN o BAP (0, 0.1, 1.0 y 10 mgL™) y dos de luz (fotoperiodo y
oscuridad). Cuatro, experimentos de induccion rizogénica se disefiaron para evaluar los
balances de AUX/ ClF-eon AIA y CIN o BAP vy diferentes explantes de RA establecidos en
R-LUZ y R-OSC, durante un mes de cultivo.

Rizogénesis AUX:CIT. Para detérminar el rango de minima inhibicién de fitorreguladores
sobre la RA se evalub el balance de AIA/CIN (EXP 1) y AIA/BAP (EXP 2) en
concentraciones de 0, 0.1, 1.0 y 104mgL ! usando un disefio factorial completo aleatorizado
de 16 tratamientos (n= 6). Ambos experimentos se realizaron simultaneamente en R-LUZ

con un germinado completo (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de auxinagicitocinina’en los tratamientos de induccion de raices
adventicias en plantulas de Typha domingensis. AIA-CIN (Experimento 1) y AIA-BAP

(Experimento 2).

(mg/L)
Tratamiento Auxina Citocinina
T1/control O 0
T2 0 0.1
T3 0 1
T4 0 10

T5 0.1 0
T6 0.1 0.1
T7 0.1 1
T8 0.1 10

T9 1 0
T10 1 0.1
T11 1 1
T12 1 10
T13 10 0
T14 10 0.1
T15 10 1

T16 10 10
Abreviaturas: AIA= Acido indolacético, CIN= Cinetina y BAP= Bencilaminopurina.
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Rizogénesis LUZ/OSCURIDAD. En el rango optimo del mejor balance de fitorreguladores
del experimento anterior para estimular la rizogénesis adventicia en explantes de germinado
completo y.raiz escindida con y sin base caulinar en experimentos simultaneos e
independientes de.luz y oscuridad (R-LUZ, Experimento 3) y (R-OSC, Experimento 4). Se
uso el disefio de cuadrados latinos (3 x 3) para la concentracion de AUX (factor 1) y CIT
(factor 2) y tipo de_explante (factor de bloqueo). Cada set experimental fue de nueve
tratamientos (n=6) y ‘periycada tipo de R se cultivd un explante del segundo lote de

germinacion (Tabla 2).

Tabla 2. Optimizacion de induccion de raices adventicias en germinados y explantes de raiz
y base caulinar de Typha domingensis. Rizotron-luz (Experimento 3) y Rizotron-oscuridad

(Experimento 4).

(mg/)
TratamientoCIN AIA» Explante

T1 0 0 “_Plantula

T2 0~ 0.1 Raiz

T3 0” .1 Base.caulinar
T4 0.1.0_ Raiz

T5 0.1 0.1 Base caulinar
T6 0.1 1. Plantula

T7 1 0 Base caulinar
T8 1 0.1 Plantula

T9 1 1 Raiz

Abreviaturas: CIN= Cinetina y AIA= Acido indolacético

Anélisis de imagenes y datos

En este estudio, los fenotipos del SRA se describieron con imagenes en el rizotrdn seguin los
caracteres morfoldgicos y la terminologia propuestos para el género Typha por Tillich (2007)
y otros relacionados con la rizogénesis adventicia de especies emergentes (Bellini et-aly2014;
Steffens & Rasmussen 2016). La captura de imagenes se realizo cada semana (Figura 1) y
ahi se midieron la longitud total (LR) y numero de raices (NR) usando el método de trazade
de iméagenes fotograficas (Kodak EasyShare C143) propuesto por Lobet & Draye (2013)y
el programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A partir de las mediciones alométricas se
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calcularon las tasas de elongacion (TE), ramificacion (TRAM) y crecimiento relativo (TCR)
y las-densidades de longitud total de raices (DLR) y ramificacion (DRAM) (Hussner 2010;
Judd et al” 2015; Kalogiros et al. 2016). Las curvas dindmicas del enraizamiento del sistema
rizotronico/en=funcion de cada balance de fitorreguladores describieron los cambios de
velocidad y densidad semanal y sirvieron para caracterizar el tiempo optimo de los fenotipos

dinamicos.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron ¢on el programa Statistica V8 (Stat Soft Inc.). Con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y Cochran’ C se obtuvieron los estadigrafos de media, desviacién
estandar, valor maximo y minimo,pruebas de bondad de ajuste a la distribucién normal. Los
analisis mdaltiples y univariados“(MANOVA, ANOVA y Kruskal-Wallis) para datos
independientes y las pruebas de Fishers.SD o Medianas se establecieron a p<0.05).

El método de conglomeracion del vecino®mas lejano, distancia euclidiana agrup6 los
pardmetros de maxima velocidad y densidad-del'EXP 3 y EXP4 por matriz de tratamientos
del R-LUZ y R-OSC y de la suma RfLUZ+R-OSC. El criterio de asignacion del nimero de

grupos se realiz6 con el método de amalgamacion de Schedule.

Resultados

Dinamica del enraizamiento con balances AIA/CIN y ATA/BAP

Las concentraciones de fitorreguladores en los balances AIA/CIN y AIA/BAP causaron
variacion significativa (p< 0.01 a 0.05) durante el enraizamiente’del germinado completo
marcando efectos significativos sobre las variables LR y NR (p<0.0l/a 0.05) y en la TE,
TRAM, TCR, DLR y DRAM (Figura 1, 2, 3 y Tablas S1A-E). Invariablemente, todos los
registros fueron altos sin AUX y CIT (Tabla S1B). Los efectos inhibitorigs’severos de los
fitorreguladores se manifestaron en 10 mg L™, méas por el incremento de la congentracion de
CIN y BAP que por AlA.

Las curvas dindmicas de los dos balances de fitorreguladores mostraron aceleracion”can
tendencias invertidas entre velocidad y densidad, particularmente con AIA/CIN (Figura 2).
Con AIA/CIN, ambos balances desaceleraron la TE, TRAM y TCR y la tendencia negativa
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fue continua y equiparables los promedios desde de la primera semana. El descenso lento de
la TEy TCR de AIA/CIN fue opuesto a la rapidez del AIA/BAP. Indistintamente al tipo de
balance1as, TCR méximas se redujeron tres veces y las de TE y TRAM a la mitad. En
oposicion, Ja-DRAM y DLR del balance AIA:CIN mostrd aceleracion positiva con dos
cambios ascendentes que duplicaron los promedios iniciales a partir de la tercera semana.
Mientras que con| AIA/BAP ambas densidades resultaron significativamente similares
(Figura 2, Tabla S1A).

Tiempo (Dias) 12

== AIACIN
-#- AIA-BAP

08

Sin fitorregulador

04
DLR (mmcm3)

Con fitorrwgulador

TRAM [fraldia) TE (mm dia) ~-£ TCR (mm mm dia) ‘}

7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28
Tiempo (Dias)

Figura 2. Dindmica del enraizamiento de germinados de Typha domingensis. A) Fenotipos
radiculares contrastantes en R-LUZ del balance AIA/CIN sin fitorregulador\(imégenes de
linea superior) y con 10 mg/L CIN (iméagenes de linea inferior) en los cuatro intervalos de
tiempo. Curvas dinamicas del balance AIA-CIN (lineas azules=-----) y AIA/BAP (lineas
rojas=----) sobre la TRAM, tasa de ramificacion (B), TE, tasa de elongacion (C), T€R, tasa
de crecimiento (D) DRAM, densidad de ramificacion (E) y DLR, densidad de la longitud de
la raiz (F).
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Conforme a las méaximas repuestas dindmicas de la TE, TRAM y TCR (7 d) y la DLR y
DRAM (28 dias), compartieron promedios la TE, DLR y DRAM en ausencia de
fitorreguladores y de 0.1 mgL™ de CIN, y TE y TRAM con 0.1 mgLt BAP. Los promedios
bajos se asignaron a la mayoria de las variables en concentracién media y alta de CIN o BAP
y con AlA soloen la ultima concentracion (Tabla S1B). En cambio, la DLR y| DRAM fue
baja desde 0.1 m@gh™ de BAP. En términos cuantitativos las variables de elongacion
presentaron 10 veces mayor magnitud que las de ramificacion (Figura 3, Tabla S1C).

ATA CIN AIA BAP

ab

TRAM (#raiz dia)

TE (mm dia)

b
i =

DLTR (#raiz mm)

=) -
i =

DRAM (#raiz mm)

00 01 o wo 00 ot 10 100 00 01 10 100

Concentracion fitorregulador (mg/L-1)

Figura 3. Efecto de las concentraciones de auxina y citocinina eastiempos de maxima
respuesta sobre la rizogénesis de germinados in vitro de Typha domingensis..En la primera
fila de graficos la tasa de ramificacion (TRAM), segunda fila la tasa de elongacion (TE),
tercera fila densidad de ramificacion (DRAM) y cuarta fila densidad de la longitud-de la raiz
(DLR). La columna uno y dos de izquierda a derecha corresponden al experimento“AlA-CIN,
la segunda y tercera columna al experimento AIA-BAP. Literales diferentes indican,medias
que difieren significativamente (p<0.05).
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En referencia a los tratamientos de los balances AIA/CIN y AIA/BAP, se afectaron de forma
significativa los promedios de LR y NR, TE, TRAM, TCR, DRAM y DLR ((Tablas S1B,
S1D). La’'LRNR, DLR fue homogénea en 10 tratamientos hasta concentraciones de 1 mg L
1 de CIN, balanceada o no con AIA, comparados con los grupos de la TRAM, TE y TCR que
comprendié a.des.o tres tratamientos hasta el limite de 0.1 mg L™ de CIN. La homogeneidad
de promedios fue,similar con BAP, ya que la NR, LR, DRAM y DLR registrarona 10 u 11
tratamientos que incluyeron concentraciones hasta de 10 mg L, en tanto que la TRAM solo
fue parecida entre el testigo y el tratamiento con 0.1 de BAP (Tablas S1C y S1E). Por lo
tanto, comparado con los premedios de LR y NR y algunos de densidad del SRA,
sobresalieron los de velocidad, porgue se redujeron sensiblemente los grupos estadisticos. Por
el menor efecto inhibitorio en términos de velocidad y densidad del SRA del germinado
destacaron los tratamientos del balanCe. AIA/CIN en rangos de concentracion de 0 a 1.0 mg
L-l.

Crecimiento del SRA aislado enduz.y oscuridad vs germinado

En luz, la concentracion de AIA y elitipo del explante afectaron a la DRAM, TRAM, TE
y DLR del SRA (Tabla S2A y Figura 4):7lza concentracion de AIA modifico estas dinamicas
de crecimiento del germinado (Tabla S2ZA”y, Figura-4).sin efectos de la CIN mostrando
resultados similares a los obtenidos en el rango anterior de,AIA/CIN (Tabla S2A y B).

Las raices sin base caulinar del R-LUZ y R-OSC no presentaron cambios significativos
durante el tiempo de cultivo, aparentemente fue infuncional (Figura 4). En reciprocidad, la
raiz del germinado completo y el sistema raiz-base caulinar activaron diferencialmente el
crecimiento por efecto del AIA en luz, pero fueron similares en oscuridad (Tabla S2B). En
luz el germinado completo superé a la raiz-base caulinar en las cuatro.variables dindmicas
(Tabla S2B) y entre las concentraciones de AlA fueron equivalentes la TE, TRAM, DLR y
DRAM en 0y 0.1 mgL* de AIA y registraron los promedios méas bajos con 1{mgL! de AIA
(Figura 4).

Los efectos sinérgicos del AIA y la CIN sobre el crecimiento de la raiz se visualizan en las
curvas bidimensionales construidas con los tratamientos de cada explante (Figura 3). En la

raiz-base caulinar hubo mayor estimulacion en la velocidad y densidad de ramificacion con
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0.01mgL™* de AIA y CIN combinadas y cercano el tratamiento de 0.01 mgL™* de CIN, y
fueronmejor inducido en luz que oscuridad. El germinado destaco con altos promedios en

todos lospardmetros en luz y oscuridad.
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Figura 4. Velocidad y densidad del enraizamiento de Typha domingensis del segundo balance
de AIA/CIN por explante. A) Efectos principales en luz y oscuridad B) Graficas que destacan
la tendencia de la CIN balanceada con AIA en la DRAM (izquierda)y*TRAM (derecha) del
sistema de raiz con base caulinar en condicion de luz. Simbologia; AlIA=-Acide Indolacético,
GER=germinado, BASC=base caulinar, TRAM=tasa de ramificaciony” TE= tasa de

elongacion, DRAM=densidad de ramificacion y DLR, densidad de la longitud;

Seleccion de lineas rizogénicas

Las lineas rizogénicas adventicias (LRA) mas dinamicas se seleccionaron de un numero
limitado de condiciones de cultivo en funcion de la velocidad y densidad del crecimiente
radicular (Figura 5). De los conglomerados de R-LUZ, R-OSC y R-LUZ+R-OSC. Se

78



distinguieron seis LRA por presentar fenotipos radiculares méas sobresalientes de longitud y
ramificacion, o alguna de las dos (Figura 5). Entre estas destaca el SRA con el explante
caulinar~que* compitio con el SRA del germinado en las cuatro variables de calidad
estimadas. £n-R-LUZ se hallaron tres grupos (Figura S3A) a un nivel de 0.15; el grupo uno
incluyé una sela’linea rizogénicas (T1L) explante completo sin fitorregulador, que presentd
el fenotipo con mayor TE y DLR. Mientras que en el grupo dos el fenotipo mayor fue TRAM
y DRAM con tres LRAXT3L, T6L y T5L) las cuales contienen la dosis més baja de AlA. El
grupo tres con dos LRA-(T/L Y T8L) se distinguio por la dosis alta de AIA. Por otra parte,
en el R-OSC al mismo nivelde 0.15 mostr6 cuatro grupos (Figura S3B). El primer grupo
incluyé la LRA, T10 sin fitorregulador con los promedios mas altos de elongacion vy el
segundo grupo la LRA T60 con_dosis combinada de AIA/CIN con los mejores promedios
de ramificacion, ambas lineas tienep’Como explante un germinado completo. El tercer grupo
integro6 dos lineas rizogénicas caracterizada por explantes de base caulinar y la presencia de
un solo fitorregulador dosis alta de. AIA(T70) o CIN (T30). El cuarto grupo incluyo6 las
LRA con dosis combinadas de fitorreguladores;y se caracterizo por los promedios mas bajos

de las variables de calidad del sistema\radicular;

El patron de agrupamiento por la fusion dedas dos matfiees previas (R-LUZ+R-OSC) ubicé
a tres grupos resultantes en nivel de 0.2. El grupo uno incluyo dos lineas rizogénicas, T1L y
T10 de germinados sin fitorregulador. EI grupo dos incluyéas lineas rizogénicas T60 y
T6L germinados con combinaciones bajas de AIA y altas de<CIN, las de raiz con base
caulinar fueron T3L con dosis alta de CIN y T5L con dosis baja'de’AIA y CIN. En el tercer
grupo incluyeron los tratamientos T30 de raiz con bases caulinares con‘dosis altas de CIN o
AlAenT70, T7L, T8L, T50 y T80 respectivamente. EI grupo uno incluyd’lineas rizogénicas
que expresaron el fenotipo con mayor TE y DLR. Mientras que en el grupo dos fueron
fenotipos que expresaron mayor TRAM y DRAM. En total se distinguieron laslineas T10,
T60, T1L, T3L, T5L y T6L mas dinamicas y fueron seleccionadas por presentar losfenotipos
radiculares mas veloces y densos, pero destacaron los fenotipos de las lineas T60 y T10,con
mayor velocidad y densidad, la primera corresponde a ramificacion y la segunda a elongacidn

del germinado completo; los segundos mejores fenotipos radiculares del mismo explante'se
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encoptraron en las lineas T1L y T6L. Cabe destacar las lineas rizogénicas T3L, T5L y T50

que presentaron las segundas mejores tasas de DRAM y TRAM en base caulinar.

45 A B
Tratamiento TIiL T10 T3L T30 TSL TSO T6L T60 T7L T70 T8L T80
AIA mg/L 0 0 0 0 o1 or or 01 10 10 10 10
04
CIN mg/L 0 0 10 10 01 01 10 10 0 0 oI 0l
m
E Ambiete L 0 L 0 L O L 0 L 0 L 0
x 03
©
£
o Variables de calidad del sistema radicular adventicio C
o
< ) 18 19 0N 9 ) K] 8 (
8 0.2 TE 041 04 03 023 19 0% 0l 008 001 001
2
e | - TRAM 03 039 038 021 041 0 041 041 024 019 026 029
0.1 DIR 023 024 020 01 Q13 011 017 047005 009 006
&
I——I I__I |——| b‘ DRAM 019 02 021 012 023 W18 023 023/ 013 010 014 016
0.0 <
T8 T50 T8L T7L T7 T30 TSL TaL &d?'lso ML T10 Simbologia
Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1 Germinado Base caulinar L= Luz
- % 0=0scuridad
\ 1 3e
z Lo \ TE= Tasa de elongacion
= \ S 4 TRAM=Tasa de ramificacién
& Y b ~ ' s | ) DLR=Densidad de la longitud de la raiz
DRAM= Densidad de ramificacion

Figura 5. Clasificacion de lineas rizegénicas desTypha domingensis basada en cuatro
variables de calidad del sistema radicular-adventicio. A) Dendrograma de doce lineas
rizogénicas, B) Identidad por tratamiento, C)/Matriz de valores de calidad (promedios): alto
(rojo), medio (azul) y bajos (verde). AlA=Acido indolacético,,CIN=Cinetina.

Discusion

En los rizotrones in vitro se definieron las condiciones de induccion in vitro desencadenantes
de diferentes lineas de raices adventicias dinamicas de Typha domingensis. El cultivo de
raices aisladas se logro en conexion con la base caulinar, y como se esperaba‘de raices del
germinado entero. La permanencia de la base caulinar proporcioné al SRA la biosintesis y
distribucion de auxina endogena que garantizo su actividad (Druegue et al. 2016).

Lo inesperado fue la inactividad de las raices aisladas sin conexion alguna, incluso'con.AlA,
lo cual contrastd con el crecimiento de las raices in vitro de Typha latifolia (Santos-Diaz et
al. 2007, Santos-Diaz y Barron-Cruz 2011). Las diferencias son diversas, ellos usaron

segmentos de raiz en estado maduro cultivados en medio liquido con sales MS 40% mas
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concentradas y con sacarosa, la mitad de la irradiancia y tiempo menos prolongado. En estas
condieiones de cultivo reportaron adelgazamiento de la pared celular de las raices aisladas
que inhabilito la capacidad de absorcidn de metales. Con base en esto, se infiere que las raices
en aislamiento-total fueron més susceptibles que a aquellas que presentaron base caulinar a
causa del agotamiento de las sales y minerales endogenos a pesar del biofilm inicial colocado
en el sistema rizotrgnico. Asi mismo, en condicién de raiz aislada el aerénquima de T.
domingensis se desconect( para transportar el O- a larga distancia, ya que la red de espacios
lagunares es continua en-direccion de hojas a raices y se forma durante el desarrollo normal
de la planta, aunque los(espacios lagunares también se forman en respuesta al estrés,
particularmente por hipoxia (Smith 2007). Otras diferencias ocurren en las respuestas
rizogénicas aun entre las mismas_especies por homeostasis de auxinas especificas de tejidos

y sefiales recalcitrante y no recalcitrante del enraizamiento (Druegue et al. 2016).

En los explantes de raiz y germinados el proceso autorregulador del crecimiento de la RA se
alter6 por los efectos promotorés/o.inhibideres de los fitorreguladores adicionados. En el
orden de los bioensayos, laraiz en plantacompleta dio las primeras pistas sobre el innecesario
estimulo exdgeno de los fitorreguladores con base en todas las mejores dindamicas del primer
acercamiento con balances AA/CIN y AIA/BAP. La respuesta inhibitoria directa del AIA fue
contrastante respecto a varias especies Typhaceae queshan, incrementado la biomasa con
mayor concentracion de AlA (Santos-Diaz y Barron-Cruz 204%; Santos-Diaz et al. 2007).
Respecto a la eficiencia cooperativa de fitorreguladores en [0s.dos balances fue notorio el
poco involucramiento de las citocinas en altas concentraciones como estimulantes
rizogénicos, inclusive causaron fuerte inhibicion en el orden de magnitud’AIA > CIN > BAP.
En especial fue marcada la mayor desaceleracion de la velocidad y dehsidad de elongacion
y ramificacion y la velocidad relativa en AIA/BAP comparada .con AIA/CIN.
Adicionalmente, en AIA/CIN fue especifica en el acelerado incremento de las.densidades de
ramificacion y elongacién como se demuestra en la tendencia grafica (ver, Figura.3),

En consecuencia, para guiar la seleccion efectiva de las lineas rizogénicas los criterios
aplicados para continuar con la optimizacion del sistema de raices adventicias aisladas fueron
los efectos positivos acelerados obtenidos en el explante completo con el mejor balance'de

AIA con CIN en menor rango de concentracion. Con esta decision se hizo méas notable la
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precision de las respuestas de velocidad y densidad en funcion de la cantidad de
fitorregulador y menos en las variables alométricas de ramificacion y elongacion

comunmente utilizadas en diferentes estudios.

De acuerdo cenvel objetivo, las diferencias esperadas a menores concentraciones de AlA 'y
CIN se evidenciaronien presencia de luz en los dos explantes que tuvieron bases caulinares
integradas, ya que €l grecimiento de raices totalmente aisladas como se menciono antes fue
inoperante. En luz la velogidad y densidad de ramificacion del sistema raiz-base caulinar
super6 a aquellas del germimado, en cambio la velocidad y densidad de elongacion
favorecieron méas al germinado, .aunque en oscuridad los germinados destacaron con todas
las variables en completa independencia de auxina. Con base en estos parametros se puede
afirmar que la contribucion de la CIN_mejor6 las velocidades y densidades de ramificacion
de los explantes. Estas interpretaciones‘de crecimiento son compatibles con las teorias que
indican la injerencia de las citocininas €nla red de regulacion exdgena de RA y son las
primeras citadas para Typha désde.la perspectiva de la funcion dindmica. En la planta
emergente Oryza sativa. Las citocininas se han implicado en la regulacion de muchos
aspectos del desarrollo, incluida la regttacion,del crecimiento de la raiz, la arquitectura de la
raiz y el desarrollo vascular, mientras que la/auxina premueve el desarrollo de la raiz e induce
la diferenciacion vascular. Tanto la auxina como las citeCininas regulan el gravitropismo de

la raiz.

Los crecimientos dptimos de las raices aisladas con base caulinar’y del germinado fueron
descritos por el efecto directo del AIA y marginalmente por CIN en condiciones de luz, sin
ser diferentes ambos efectos en oscuridad. En funcion de los tratamientos el sinergismo
AIA/CIN mostro ser efectivo solo con 1.0 de CIN, con AIA/CIN en_goneentraciones
equivalentes de 0.1 mg L™ y maés sensible a luz que oscuridad, siendo notable €nyla distincion
de las respuestas de velocidad y densidad en funcion de la cantidad de fitorregulador'y menos
en las variables alométricas primarias de ramificacion y elongacion para la seleccioniefectiva
de las lineas rizogénicas. Es evidente que el menor rango de concentracion la CIN en
condiciones de iluminacion contribuyo en revelar mas la dinamica de la radiacion espacial

ramificante de la raiz aislada, como lo fue en la elongacion del germinado. Desde el enfoque
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de la.absorcion de los nutrientes, las dos 6ptimos de velocidad y densidad de ramificacion de
las raices aisladas con base caulinar se encuentran ligadas a una eficiente superficie de
contactosque‘serd util para las tecnologias innovadoras de remediacion en los sistemas de

tratamiento/aguas residuales a cielo abierto.

Varios aspectos sohre crecimiento de raices adventicias soportan los resultados generados en
los rizotrones in vitre=(Vandenbrink et al 2014): 1) la conservacion de la gravedad que
produce efectos importantes sobre las células meristematicas que son las células totipotentes
indiferenciadas y altamente proliferantes que sostienen el desarrollo de las plantas, 2) la
funcion del transporte de auxina-€n gravitropismo, 3) el reciente conocimiento de la accion
rizogénica de auxina en interaccidn’estrecha y compleja con citocinina y con otras hormonas
como las estrigolactonas en la regutaCion del crecimiento gravitropico, 4) las evidencias que
demuestran requerimientos de luz para‘desencadenar el gravitropismo en las plantas, 5) la
menor dependencia al suministro de AIATex6geno en la redistribucion de la auxina desde la
base caulinar en direccion al apicede.la raiz;-donde se afiade a un fondo de auxina sintetizada
localmente y forma un centro de/auxina méaxima, y la ultima 6) que direcciona el
perfeccionamiento de los esquemas “de~cultivo «de" raices sin inhibicion mutua de los

fitorreguladores de citocina.

El entorno experimental de los rizoclones in vitro con lasfaiz unida a la base caulinar
proporciond lineas rizogénicas dindmicas con indicadores .de velocidad y densidad
antagonicos y sinérgicos (Hussner 2010; Kalogiros et al. 2016; Judd et al. 2015; Silva-Navas
2015; Shi et al. 2018) que son promisorias para diferentes finalidades. Entre los grupos con
la arquitectura de raiz aislada unida a base caulinar se distinguieron T5L' T3L, mejores en
la TRAM y DRAM,; adicionalmente la eficiencia en TE y DLR de los germinados incluyeron
a T1L T10 T6L y T60O. En prospectiva cada tipo de linea rizogénica de raices/adventicias
aisladas dinamicas de Typha representa una via de proliferacion para diferentes/procesos
tecnoldgicos de rizofiltracion de agua aplicados a la depuracion de nutrientes, metales y
metaloides, xenobidticos y contaminantes emergentes. También pueden sustituir @ ser
complementarios en los procesos de potabilizacion del agua como la electrodialisis,

destilacion, intercambio i6nico, dsmosis inversa y la biodesnitrificacion, dado sus costos
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elevados (Henry et al. 2013; Bhatia & Goyal 2014; Mohsenipour et al. 2014), ser Utiles en
los precesos de oxidacion avanzada aplicados a microcontaminantes emergentes (Rodriguez-
Narvaez€t al® 2017) y aplicarse a bioprocesos industriales innovadores ya que las herbaceas
acuaticas san-eandidatas para producir bioproductos basados en plantas de alto valor que se
usan en las'técnologias de biorefinacion (Rodriguez-Dominguez et al. 2022). En
investigacion basica’las lineas aisladas de Typha pueden retroalimentar el desarrollo de
modelos de especiesgmergentes y el interés particular en profundizar sobre la plasticidad
dinamica de la raiz adventicia frente al estrés ambiental (Silva-Navas 2015; Shi et al. 2018;
Ge et al. 2019).

Conclusion

Las RA de T. domingensis generadas de-germinados y de raices aisladas con bases caulinares
mostraron mayor dinamica de enraizamiento bajo la influencia de luz. Particularmente en las
raices aisladas unidas a la base caulinar, se\activaron los procesos dinamicos que demostraron
beneficios en la velocidad y densidad de ramificacion con la contribucion de la CIN,
indistintamente al efecto de luz y oscuridad. NO se descarta que el efecto del BAP y otras
citocininas en concentraciones mas reducidas “mejoren las respuestas dinamicas de
enraizamiento. De las seis lineas seleccionadas las quespresentan raices aisladas con bases
caulinares, tienen un gran potencial para escalar a biorreaCtares por su menor complejidad
metabdlica y arquitectonica. Esta técnica es ideal para minimizar el estrés, ahorrar energia 'y
mantener la entrada de agua y nutrientes durante la depuracion del exceso de nutrientes y
otros contaminantes en las aguas residuales. La proxima generacion de tecnologias asociadas
al tratamiento de aguas residuales tienen el reto de reducir las emisiones de carbono y
disminuir el uso de procesos fisicos y quimicos de remocion de nitrégene. Por lo que las RA
como complemento en los procesos unitarios de tipo secundario o terciarfio de las aguas
residuales contribuye a alcanzar el reto al intensificar el proceso y recuperacioh de los
recursos para una mayor calidad del efluente. El siguiente paso es establecer un-Cultivo de
RA y evaluar la eficiencia de remocion que permita comparar su poder depurativo versus el

cultivo de plantas convencionales versus cultivo de hairy roots.
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Suplemento 1. Tablas resumen de pruebas estadisticas y promedios

Tabla SIA. Tiempos de maxima respuesta en AIA-CIN y AIA-BAP.

dependiente SEMANA etadittico
Nr v 1 2 3 2 H P
AIA-CIN N=384
TE 001 0 (387+0.13° 183+009° 166+0.12* 1694015 12336  0.00%
TRAM 001 0  041:002¢ 025:001° 020:001° 019+0.01° 12174  0.00%*
TCR 001 0  0.8+0.0# 0.00° 0.03:0.01° 0.02+0.01* 20617  0.00%*
DLR 001 0  0.47+002b 051003 070005 094+008° 3303  0.00%
DRAM 001 0  0.05+0.00%007+0003 OO8*0004 41040006 4371 0.00%
AIA-BAP N=384
TE 001 0  306:0.14° 163009 118+0.08° 1.024010° 21092  0.00%
TRAM 001 0  040:008) 022+001°, 0.15:0.01° 0.12+0.01° 20717  0.00%*
TCR 001 0  0.47+0.01° ~/0.004+0.01% L0.005+0.01® 0.005+0.01® 17537  0.00%*
DLR 001 0 0424002 '045¢002 ‘,0749+004 0574005 12944 073
DRAM 001 0  005+0.00 006%0.00 @06£0.00 007+001 11518 076

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (significativo); p<0.1: (marginalmente significativo).

TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, TCR=Tasa de crecimiento relativo,
DRAM= Densidad de ramificaciéon, DLTR= Densidad de"laslongitud total de la raiz.

AlA=Acido indolacético, CIN=Cinetina, BAP= Bencilaminopurina.
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TablaS1B. Resumen estadistico de las variables de Velocidad y Superficie de contacto en el
EXP17AlA-CIN.

Variable Fuente de

. L Parametros estadisticos
dependiente  Variacion

gl SC CM H F P
TE AlA 3 5.8405 0.119
CINETINA 3 12.0459 0.007**
AlA *CIN 9 11.597 1.289 1.0554 0.405
Tratamiento 15  50.390 3.359 2.7516 0.001**
TRAM AlA 3 13.363 0.004**
CINETINA 3 10.9984 0.011**
AlA *CIN 9 0.10693 0.01188 0.5410 0.840
Tratamiento 15 0.75168 0.05011 2.2816 0.009**
TCR AlA 3 0.018025  0.006008 2.576 0.059
CINETINA 3 0.034452 0.011484 4,923 0.003*
AIA *CIN 9 0.011261 0.001329 0.570 0.817
Tratamiento 15 70.064975 0.004332 1.857 0.041*
NR AlA 3 14.5155 0.002
CINETINA 3 31.1117 0.001
Tratamiento 15 55.1376 0.001
DRAM AlA 3 0.087907, 0.029302 9.6974 0.001**
CINETINA 3 0:148579 » 0.049526 17.0048 0.001**
AlA *CIN 9 0.065904._~0,007323 2.5142 0.013*
Tratamiento 15 70.308096 ¢0.020540 7.0523 0.001**
LTR AlA 3 8.4378 0.037*
CINETINA 3 36.7283 0.001**
Tratamiento 15 54.2748 0.001**
DLTR AlA 3 8.4378 0.037*
CINETINA 3 36.7283 0.001**
Tratamiento 15 54.2748 0.001**

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (significativo); p<0.1" (marginalmente significativo).
TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, TCR=Tasade crecimiento relativo,
NR=NUmero de raices, DRAM=Densidad de ramificacion, LTR=Longitud total de la raiz,
DLTR=Densidad de la longitud total de la raiz, AIA=Acido Indolacético, CIN=Cinetina.

92



TablarsS1C. Promedios de velocidad y superficie de contacto del sistema radicular de

germinados in vitro de Typha domingensis del EXP 1 AIA-CIN.

Superficie de contacto Velocidad

NR LR DRAM DLR TE TRAM TCR
AIA-CIN #raiz plantar®, mm planta® #raiz cm® mm cm? mm dia #raizdia mm mm-dia *
0.0-00 11.67+0.95° 150.02+9.94*  0.23+0.02° 3.000.20° 5.57+0.83" 0.62+0.08° 0.26 £0.02*
0.0-01 5.00+1.10* 30.38+2.85® 0.10+0.02¢f 0.61+0.06® 3.19+0.35¢ 0.43+0.06>¢ 0.18+0.02¢
0.0-10 3.33+0.56 27:80+3.73% 0.07+0.01° 0.550.07% 3.36x0.26° 0.36+0.05" 0.19+0.01%
0.0 -10.0 3.00+0.37* 2277£2.20° 0.06+0.01¢ 0.46+0.04° 3.23+0.38¢ 0.40+0.04>¢ 0.18+0.02%
0.1-00 7.50+1.28%¢ 90.97£21.65®  0.15+0.03* 1.82+0.43% 4.74+0.59® 0.52+0.06® 0.24+0.02%
01-01 7.33£1.02%¢ 66.10+15.612" , 0.14+0.02 1.3240.31® 3.67+0.43% 0.45z 0.0 0.20+0.02%¢
0.1-10 7.67+0.67%° 49.98+3.47% 0.15+0.01% 1.00£0.07% 3.29+0.58° 0.38+ 0.06™ 0.18+0.03°
0.1-10.0 3.17+0.40* 21.67+2.33° 0.06+0.01¢ 0.43+0.05° 2.86+0.27¢ 0.40+0.04>¢ 0.17+0.02¢
1.0-00 8.500.56® 66.86+8.07% 0.1740.01® 1.34+0.16® 3.36x0.51° 0.52+0.10% 0.18+0.03*
10-01 6.80+0.95** 55.17+16.13®  0.14#0.02% 1.10+0.32® 2.74+0.23¢ 0.50+0.10%° 0.16+0.01¢
10-10 5.33+1.23%° 26.33+4.21% 0.11+0.06°% 0.53+0.08% 2.83+0.33° 0.33+0.03% 0.17+0.02¢
1.0-10.0 3.00+0.45* 26.452.31° 0.06+0.01¢f 0.41+0.05° 2.74+0.41° 0.43+0.06™ 0.16+0.02¢
10.0-0.0 5.000.86%* 54.62+16.62% ©70.10£0.02%f 1409+0.33% 3.47+0.38% 0.33+0.03% 0.200.02%
10.0-0.1 4.00+0.93%* 32.8146.13° 0.08+0,05 0466+0.21° 2.90+0.44° 0.31+0.02% 0.17+0.02°
10.0-1.0 2.05+0.22% 23.78+2.16" 0.05+0.00° 0.48+0,04° 3.25+0.31° 0.29+0.00¢ 0.19+0.02%
10.0 - 10.0 2.33+0.21° 20.33+2.98° 0.05+0.01° 0.40+0.06b 2.84 +0.43° 0.31+0.02+ 0.16+0.02¢

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (signifieativo); p<0.13 (marginalmente significativo).

TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, TCR=Tasa de crecimiento relativo,

NR=NUmero de raices, DRAM=Densidad de ramificacion, LFR=Longitud total de la raiz,
DLTR=Densidad de la longitud total de la raiz, AlA=Acido indolacético, CIN=Cinetina.
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TablaS1D. Resumen estadistico de las variables de velocidad y vuperficie de contacto en el
EXP-27AlA-BAP.

Variable Fuente de

. L Parametros estadisticos
dependiente  Variacion

gl SC CM HorU F P
TE AlA 3 13.426 0.003**
BAP 3 8.757 0.032*
Tratamiento 15 33.812 0.003
TRAM AlA 3 6.541 0.088
BAP 3 19.371 0.001**
AUX*BAP 9 0.31831 0.03537 2.677 0.009
Tratamiento 15 0.98310 0.06554 4.962 0.001**
TCR AlA 3 0.031321  0.010440 5.630 0.001
BAP 3 8.781 0.035*
Tratamiento 15 33.809 0.032
NR AlA 3 9.297 0.025*
BAP 3 38.243 0.001**
Tratamiento 15 64.016 0.001**
DRAM AlA 3 9.297 0.025*
BAP 3 38.243 0.001**
Tratamiento 15 64.016 0.001**
LTR AlA 3 11.591 0.008**
BAP 3 24.906 0.001**
Tratamiento 15 52.690 0.001**
DLTR AlA 3 11.572 0.009**
BAP 3 24.909 0.001**
Tratamiento 15 52.713 0.001**

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (significativo); p<0.L" (marginalmente significativo).
TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, T€R=Tasa de crecimiento relativo,
NR=NUmero de raices, DRAM=Densidad de ramificacion, LTR=Longitud total de la raiz,
DLTR=Densidad de la longitud total de la raiz, ATA=Acido indolacético,

BAP=Bencilaminopurina.
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Tabla S1E~Promedios de velocidad y superficie de contacto del sistema radicular de germinados

in vitro dé T..domingensis del Experimento 2 AIA-BAP.

Superficie de contacto Velocidad

NR LTR DRAM DLTR TE ™ TRAM TCR™

AIA-BAP
#raizplanta* mm planta’* #raiz cm® mm cm® mm dia* #raiz dia * mm mm* dia
0.0-00 11.33+084% | 84.18£16.62°  0.23+0.02° 1.68+0.12% 5.43+1.04 0.60+0.10° 0.25+0.03
00-01 3.04+0.40%% _»2287+083%  0.06x0.02°  046+0.02®  3.27#0.12 0.55+0.06%  0.19+0.01
00-10 2.33+0.21% 19.25+1.46®  0.05:0.01% 0.39+0.03 2.80%0.20 0.33£003  0.17+0.01
0.0-100 250£0.22%  2320£203®  0.05+0.01%  046:0.04®  3.31+0.29 0.36£0.05%  0.02+0.01
0.1-00 6.33:067°  40.78:826®  013t0.03°  082+0.17"  3.16+036 0.480.05™  0.18+0.01
01-01 3.00£0.37% 20203809, 0.06+0.02%  040:0.07®  2.85:0.46 0.40£0.04%  0.16+0.03
01-10 2.00+0.00° 17.05+1.96°\_#0.04+0.00° 0.34+0.0% 2.44+0.28 0.29+0.00" 0.14£0.02
0.1-10.0 267+021%  1623+142° (0105+0.01%  0.32+0.03° 2.32+0.20 0.38£003  0.14+0.01
1.0-0.0 6.00£0.58°  8392+17.37*  042+003®  1.68+0.35° 4.85+1.08 057+005°  0.23+0.02
1.0-01 2.17+0.17* 17.12+1.94° 0.04£0.01% 0.34+0.04° 2.52+0.14 0.31+0.02¢f 0.15+0.01
1.0-10 250£0.22%  1078+165®  0.05:0.01%=> 040+0.03®  2.83+0.24 0.43£0.04%  0.17+0.01
1.0-100 2.23+0.21% 18.93+0.99% » 0.05:0.00®  0.38+0.02®  2.67+0.16 0.33£005%  0.16+0.01
10.0-0.0 2.5040.34%  17.40:083° 0.05+0.02%  \0{35+0.02° 2.49+0.12 0.38+0.05%  0.15:0.01
10.0-0.1 2.83+031%  2118+258° 006000  042+004®  3.01+0.36 0.38+0.03%  0.17+0.02
10.0-1.0 2.17+0.17% 17.93+2.30%  0.04+0.01% 0.360:05% 2.56+0.33 0.31+0.05¢ 0.15+0.02
10.0 - 10.0 25040.34abc  17.82¢311°  0.050.0idbc  0.36+0.060 2.55+0.44 0.330.06% 0.15+0.02

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (signifieativo); p<0.1’ (marginalmente significativo). TE=
Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, TCR=Tasa de crecimiento relativo,
NR=NUmero de raices, DRAM=Densidad de ramificacion, kR=Longitud total de la raiz,
DLR=Densidad de la longitud total de la raiz, AIA=Acido indolac&tico, CIN=Cinetina
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Suplemento 2. Tablas resumen de pruebas estadisticas y promedios

Tabla S2A. Resumen estadistico de las variables de Velocidad y Superficie de contacto en
el EXP 3 Luz.y EXP 4 Oscuridad.

Variable Fuente de

. . Parametros estadisticos
dependiente’_sVariacion

SC gl CM F P
Luz
TRAM AlA 0.091213 2 0.045607 4.17408 0.022976
CIN 0.036111 2 0.018056 1.65251 0.205038
EXP 0.914512 2  0.457256 41.84981 0.000000
TE AlA 0.269163 2 0.134582 10.39851 0.000250
CIN 0.078260 2 0.039130 3.02340 0.060466
EXP 0:637612 2 0.318806 24.63269 0.000000
DRAM AlA 01028604 2 0.014302 4.17408 0.022976
CIN 0:011324 2 0.005662 1.65251 0.205038
EXP 0.286791 2 0.143396 41.84981 0.000000
DLTR AlA 0.084410 2 0.042205 10.39851 0.000250
CIN 0.024542 2 0.012271 3.02340 0.060466
EXP 0.199955 2, 0.099978 24.63269 0.000000
Oscuridad
TRAM AlA 0.055159 2_0.027579 1.84759 0.171497
CIN 0.00%757 2 0.000879 0.05886 0.942920
EXP 0.826077 2 "0:413039 27.67020 0.000000
TE AlA 0.064737 2 0:032368 1.90507 0.162757
CIN 0.036004 2  0.018002 1.05952 0.356640
EXP 0.719694 2 0.359847 21.17901 0.000001
DRAM AlA 0.017298 2 0.008649 1.84759 0.171497
CIN 0.000551 2 0.000276 0.05886 0.942920
EXP 0.259058 2 0.129529 21.67020 0.000000
DLTR AlA 0.020302 2 0.010151 1.90507 0.162757
CIN 0.011291 2 0.005645 1.05952 0.356640
EXP 0.225696 2 0.112848 21.17904 0.000001

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (significativo); p<0.1* (marginalmente significativo).
TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, DRAM=Densidad.de ramificacion,
DLTR=Densidad de la longitud total de la raiz. AlA=Acido indolacético, CIN=Cinetina y
EXP= Explante.
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Tabla”S2B. Efecto en la velocidad y superficie de contacto del sistema radicular de

germinados, raiz y base caulinar de T. domingensis en los EXP 3 LUZ y EXP 4

OSCURIDAD.
TRA AIA
Oscuridad
T1 0.0
T2 0.0
T3 0.0
T4 0.1
TS 0.1
T6 0.1
T7 1.0
T8 1.0
T9 1.0
Luz
T1 0.0
T2 0.0
T3 0.0
T4 0.1
TS 0.1
T6 0.1
T7 1.0
T8 1.0
T9 1.0

CIN

0.0
0.1
1.0
0.0
0.1
1.0
0.0
0.1
1.0

0.0
0.1
1.0
0.0
0.1
1.0
0.0
0.1
1.0

EXP

Germinado
Raiz

BC

Raiz

BC
Germinado
BC
Germinado

Raiz

Germinado
Raiz

BC

Raiz

BC
Germinado
BC
Germinado

Raiz

NR

11.00+1.10
1.00+0.00
5.80+2.44
1.00+0.00
9.20+1.53
11.4+0.68
5.20£2.27
8.20+2:35
1.00+0.00

9.60+2.87
1.00%0.00
10/60£1.69
1.00%0.00
11.40%0.68
11.40+0.68
6.60+1.57
7.20+1.11
1.00+0.00

LTR

12.20+1.64
0.00
5.30+3.35
0.00
5.44+0.90
8.38+0.71
4.38+2.17
5.32+1.79
0.00

11.60+3.58
0.00
9:76%1.48
0.00
6.38+0.79
8.38+0.71
2:34+0.60
3.180.71
0:00

TRAM

0.39+0.39
0.04+0.00
0.21+0.09
0.04+0.00
0.33+0.05
0.41+0.02
0.19+0.08
0.29+0.08
0.04+0.00

0.34+0.10
0.04+0.00
0.38+0.06
0.04+0.00
0.41+0.02
0.41+0.02
0:24+0.06
0.26+£0.04
0.04%0.00

TE

0.44+0.06
0.00
0.19+0.12
0.00
0.19+0.03
0.30+0.03
0.16+0.08
0.19+0.06
0.00

0.41+0.13
0.00
0.35+0.05
0.00
0.23+0.03
0.30+0.03
0.08+0.02
0.11+0.03
0.00

DRAM

0.22+0.02
0.02+0.00
0.12+0.05
0.02+0.00
0.18+0.03
0.23+0.01
0.10+0.05
0.16+0.05
0.02

0.19+0.06
0.02+0.00
0.21+0.03
0.02+0.00
0.23+0.01
0.23+0.01
0.13+0.03
0.14+0.02
0.02+0.00

DLTR

0.24+0.03
0.00
0.11+0.07
0.00
0.11+0.02
0.17+0.01
0.09+0.04
0.11+0.04
0.00

0.23+0.07
0.00
0.20+0.03
0.00
0.13+0.02
0.17+0.01
0.05+0.01
0.06+0.01
0.00

p<0.01** (muy significativo); p<0.05* (significativo); p<0.1* (marginalmente significativo).

TE= Tasa de elongacion, TRAM=Tasa de ramificacion, DRAM=Densidad de ramificacion,
DLTR=Densidad de la longitud total de la raiz, OSC= Oscuridad. AlA=Acido indolacético,

CIN=Cinetina y EXP= Explante. TRA= Tratamiento.
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Suplemento 3. Dendrogramas de lineas rizogénicas, experimentos 3 y 4
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Figura S3A. Dendrograma de seis lineas rizogénicas en luz de Typha domingensis basada en

cuatro variables de calidad del sistema radicular adventicio.
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Figura S3B. Dendrograma de seis lineas rizogénicas en oscuridad de Typha domingensis

basada en cuatro variables de calidad del sistema radicular adventicio.
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Abstract: A protocol for the induction iry roof o somatic embryos of rhizoclones from
Typha domingensis seedlings grown in hy ic rhizo ystems was established for the first
time. Rhizogenesis was induced through the a @ ansfo of somatic embryos in oblong and
scutellar states of development using the K599, LBA9402, an strains of Agrobacterium rhizogenes.
The transfection to the embryos was performed by cocultivatio izoclones on a Murashige and
Skoog mineral medium at 50% strength (MS0.5), in the dark, a 2 °C for 72 h. In contrast to
nontransformed embryos that did not exhibit any root tissue, trans embryos presented hairy
roots that varied in number, length, and density depending on the bactgrial strain, and K599 was the
most effective strain. After analysis via optical microscopy, the transfo ryos were collected
and transferred to fresh culture media supplemented with 400 mg mL™! ime and 10 mg L~!
ascorbic acid. The efficiency of transformation and survival of the oblon scutellar embryos
were similar among the three bacterial strains. The results show that agrotransformdtion of somatic
embryos of rhizoclones from T. domingensis is a novel and viable strategy for the gefieration of genetic
transformants of Typha that have potential applications in bioremediation technolo,
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Conclusiones y recomendaciones generales

Se identificaron dos modelos hiperrizogénico en la especie Typha domingensis: raices
transformadas-y raices no transformadas. Se establecio por primera vez un protocolo para la
induccion de ‘raices aéreas transformadas a partir de embriones somaticos de rizoclones de
plantulas de Typha)domingensis cultivadas en sistemas hidropdnicos de rizotron. La
rizogénesis se indujormediante la agro-transformacion de embriones somaticos. La agro
transformacion de embrienes somaticos de T. domingensis en estados de desarrollo oblongos
y escutelares utilizando las'cepas K599, LBA9402 y A4 de Agrobacterium rhizogenes es una

estrategia novedosa y viable.

Se seleccionaron seis lineas rizogenicas.adventicias (LRA) que se caracterizaron por mostrar
méaxima dindmica radicular adventicia.)Las LRA provenientes de bases caulinares y
germinados completos con bajas. concentraciones de auxina/cinetina mostraron ser

prometedoras al tener las mayorestasas de ramificacion y densidad de ramificacion.

Sin embargo, preguntas como ¢Cual es la-eficiencia de remocién de nutrientes? ;Las LRA
pueden establecerse bajo condiciones de eutrofizacion‘de-origen durante tiempo indefinido?
¢Cudl es la tolerancia méxima de las LRA ante’el estrés per eutrofizacion? aln deben ser
contestadas para poder validar esta ecotecnologia con miras.a’su implementacion en campo

para evaluar su eficiencia de remocion real.

En conclusion, se validaron las hip6tesis planteadas y se contribuye al.enfoque actual en el
tratamiento de las aguas residuales, el cual se centra en la intensificacion de procesos,
recuperacion de recursos y eficientar los sistemas de ingenieria para mejorar la calidad del
efluente. Es decir, la potencializacion de tecnologias vigentes empleando estrategias basadas
en raices transformadas y raices adventicias; dos técnicas de rizorremediacion con un
objetivo comun: mejorar las eficiencias de remocion de contaminantes que se alcanzan,con
raices convencionales. Sumado a lo anterior, estd la posibilidad de aumentar el yalor
agregado del proceso si la biomasa radicular generada se pudiera usar como fuente ‘de

bioenergia en un sistema de economia circular.
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Tabla#l Composicién quimica general de aguas

Oficial'Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996.

Parametros
Temperatura
Grasay aceites
Materia flotante
solido sedimentable
35T

DEO

Nitrogeno Total
Fosforo Total

Ph

salmonellasp
Califormes Fecales
Huevos de Helminto
Arsénico

Cadmio

Cianure

Cobre

Crome

Mercurio

Niquel

Flomo

Zinc

residuales domésticas

segun las Norma

NOM-00; HOM-002 HOM-003 ] HOM-004
Tsor Tems Tsos  Usos
fins Embalse Natural v Artificial Aguss costeras Suelo urban wrban urban urban
. 05 con ossin oscon ossin fw:;;ls
Explotacién serviciosal o258 contac contac contac contar |- £
o . publicocon 4o g o go  MECTEMIEN
£ | usoenriegall Usopiblico Froteccionde| Usaenriegn  UsoPublica | Pesquers . et Usoenfiego Humedales | oo publico con tact | ¢ { o
: ecreacidn  Estuarios cantarillado contacts  abic pablic pdblic pablic
g5 agricold Urbano  vida acuatica|  agricala urbano | Navegacidny Agricala Haturales contacte R— P P P
otros usos directa ® ® ® ® aericolas
ocasional  girect direct direct direct
A B c c A 8 3 A 8 E B b c
PM._PD. PMulPD _P#1. PO PM. PD. PM _PD. PM_PD. PM. PD. PM. PD._PM _PD._ PM._PD__PM._PD PM. _PD. P.M. PD.
°C NA  NA 40 a0 40 40 40 40 40 40 40 20 40 40 40 40 NA NA 40 40 40
15 25 15 25 g@8W, 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 S0 75 100 15 15
A a4 A afa a4 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
mi 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 NA mNA 1 2 5 75 10
mgfl 150 200 75 125 4@ 60 75 125 40 &0 150 200 75 125 75 125 NA  MA 75 125 150 200 20 30
mgfl 150 200 75 150 50 n60 W75 150 30 &0 150 200 75 150 75 150 NA  MA 75 150 150 200 20 30
mg 40 e0 a0 so  as( 2§ Jan 50 15 25 MA  NA  NMA  NA 15 25 NA  MA NA  NA
mgd 20 30 20 30§ W00 20 50 5 10 NA  NA  NA NA S 10 NA NA  NA  NA
5510
<3 <3 <3m
NP 210 1000 <1000 <1000 <2000 000
(hyt) 2 5 <1 <10 <35
mg/l 02 04 01 02 01 02 Y02 04 01 @02 01 02 02 04 01 02 02 04 01 02 05 075 1 02 04 02 04 4175
mg/l 02 04 01 02 01 02 02 04 OoF 02 01 02 02 04 01 02 005 01 01 02 05 075 1 02 04 02 04 38 85
mg/l 10 30 10 20 10 20 20 @fsogflo 20 L0 L0 10 50 L0 20 20 30 10 20 115 2 20 30 20 30
mg/l 40 60 40 60 40 60 40 w60 4P 60 40 60 40 60 40 60 40 €0 40 60 10 15 20 40 60 40 60 1500 4300
mg/l 10 15 05 10 o5 10 10 150 05 10 05 10 10 15 05 10 05 10 05 10 05 075 110 15 10 15 1200 3000
mg/l 001 002 0.00S 001 0005 001 001 002 0005 801 001 002 001 002 001 002 0005 001 0005 001 001 0015 002 001 002 00 002 17 S7
mg/l 20 4D 20 40 20 40 20 40%.200 40 20 40 20 40 20 40 20 40 20 40 40 60 80 20 40 20 40 420 420
mg/l @5 10 0z 04 02 04 05 10 Coz_ d@N"®m 04 05 10 02 04 S50 100 02 04 10 15 20 05 10 05 10 300 840
mg/l 100 200 100 200 100 200 100 200 1080 200 400 200 100 200 100 200 100 200 100 200 60 80 120 100 200 100 200 2800 7500
mg/kg mz/Ke NMP/g NMPAZ HE/Z
1¥) Medidos de manera total E=Excelente
P.D.= Promedio Diario, P.M.= Promedio Mensual; NA= Na es aplicable B=Bueng

[A), (B)y (C): Tipo de Cuerpo Receptor seglin |a Ley Federal de Derechos

1= Instantaneo

a b, c: Clases
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Tabla-2 Niveles de remocion de contaminantes requerido en el tratamiento de agua residual

para‘ser reutilizada o vertida al ambiente.

Método

Operacion

Descripcion

TT

TRH

ER
DBO

ER
SST

TO

Operacione
s fisicas
unitarias

Tamizado

Grueso: Remoci6n de palos, trapos
y demés escombros (>15 mm).
Rejillas, mallas y platos
perforados.

Pr

Fino: Remocidn de particulas
pequefias (2.5 a 5 mm). Pueden ser
reemplazos de sedimentadores
primarios.

Parabélico fijo
Tambor rotatorio
Disco rotatorio (muy fino)

Pr
Pr
PR

5-20
25-50
35-55

5-30
25-45
35-55

Floculacion

Proceso comdn
Filtracion directa

30-60
min
2-10
min

Sedimentacion

Separacion por gravedad de
particulas (discretas, floculantes,
interferidas y compresion).

Remocién derarenas (Desarenador)

Pr

12-16
min

SST (Tanques circularés, Imhoff)

PR

1-25h

25-40

50-70

10-16
pies

Fléculo biol6gicos y quimicos

Flotacion

Separa sélidos o liquidos
contenidos en unafaseliquida.
Esto se consigue introduciendo

finas burbujas de gas.

Filtracion

Mezcla

Mezcla completa de aditivos
quimicos, fluidos y floculacion.
Turbulencia: Resalto hidraulico de
canales abiertos, dispositivos
Venturi, tuberia y bombeo.
Aporte de energia: Mezclador
estatico y mecénico.

10-30's

<ls

Transferencia de gases

Procesos
quimicos

Precipitacion

Adsorcién

Desinfeccion

Procesos
biolégicos

Aerobio

Cultivo en suspensién: Lodos
activados y lagunas aireadas.

4-10h

90

Cultivo fijo: Biodiscos y filtros
percoladores.

50-70

Anaerobio

Cultivo en suspensién: Digestion
anaerobia.

S

80-90

Cultivo fijo: Filtro anaerobio y
lecho expandido.

S

ER DBO-= Eficiencia de remocion de DBO; ER SST= Eficiencia de remocion de SST; TRH=Tiempo de retencién hidraulica;
TO=Tirante operativo; TT= Tipo de tratamiento, Pr= pretratamiento, PR= Primario, S= Secundario y Terciario.
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Tabla3 Alojamiento de la Tesis en el Repositorio Institucional

Alojamiento de la Tesis en el Repositorio Institucional

Titulo de
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Cultivo de rizoclones de Typha domingensis tolerantes a estrés
por eutrofizacion
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Resumen
de la Tesis:

Las aguas‘residuales generadas en todo el mundo por las
actividadesrhumanas causan un problema ambiental conocido
como eutrofizacion el cual afecta la biodiversidad y los
ecosistemas acuaticos a nivel mundial. La rizogénesis in vitro es
una estrategia biotecnolégica utilizada cada vez mas en
biorremediacién. Lawizogénesis con o sin variacion somaclonal
(raiz no transformada)-y raices pilosas mediante estrategias de
ingenieria genética con Agrobacterium rhizogenes (raiz
transformada)permite potencializar la capacidad natural de una
especie fitorremediadora’ En este sentido la especie Typha
domingensis Pers:. (espadafia).uina macrofita acuatica emergente
es ideal por la alta capacidad-de adaptacion de sus raices
adventicias en diferent€s sistemas: Para establecer el cultivo in
vitro de rizoclones a partirde sistemas radiculares de germinados
in vitro de T. domingensis-sé emplearon dos sistemas. Un sistema
de raices no transformadas utilizando un gradiente de
concentracion del balance de la auxina patural, 4cido indolacético
(AIA) con las citocininas, cinetina (CIN) o-hencilaminopurina
(BAP) en rizotron luz. En experimentos consecutivos evaluaron la
agrotransformacion sobre germinados y embriones somaticos de
la linea embriogénica LE-YCI para inducir raices_peludas con tres
cepas de A. rizhogenes. Ademas, se identificaron seis lineas
rizogenicas que se caracterizaron por mostrar maxima,dinamica
radicular adventicia. Se establecidé por primera vezn protocolo
para la induccion de raices peludas en embriones somaticos de
rizoclones de plantulas de Typha domingensis:
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