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RESUMEN

Se propone el proceso de biotizacidn como una nueva técnica para el cultivo de tejidos
vegetales que permite la asociacion entre plantas y microorganismos en condiciones in
vitro. A la inoculacion de tejido calloso cultivado in vitro se le denomina bacterizacion,
proceso en que las bacterias estimulan el crecimiento de las plantulas e inducen cambios
en su desarrollo, lo que les permite potenciar sus mecanismos de respuesta ante el estrés.
Uno de los efectos mas notables en las plantas expuestas a cadmio es el incremento
o disminucion de las enzimas antioxidantes, con la posible participacion de las feno-
loxidasas. El presente trabajo evalué la respuesta de cultivos de callo de Epithelantha
micromeris (Engelm.) inoculados con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal,
a través de la actividad de guaiacol peroxidasas y hemoperoxidasas como respuesta al
estrés oxidativo producido por la exposicion a cadmio. De los resultados obtenidos, la
presencia de las rizobacterias per se ocasiond una condicion de estrés; no obstante, en
presencia de cadmio se indujo una respuesta antioxidante que incluyd el incremento
de fenoloxidasas, indicadoras de estrés oxidativo.

Key words: heavy metals, in vitro culture, peroxidases, hemoperoxidases, antioxidant response

ABSTRACT

A biotization process is proposed as a new technique in plant tissue culture that allows in
vitro the association between plants and microorganisms. Bacterization is the inoculation
of callus tissue cultivated in vitro. In this process, bacteria promote the plants growth,
induce changes in their development and increase the response mechanisms against stress
conditions. One of the most notable effects of plants exposed to cadmium is the increment
or inhibition of antioxidant enzymes, with the possible participation of phenoloxidases.
The present study evaluated the response of callus tissue of Epithelantha micromeris
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(Engelm.) inoculated with plant growth promoting rhizobacteria through guaiacol peroxi-
dases and hemoperoxidases activity as oxidative stress responses produced by cadmium
exposition. From the results obtained, rhizobacteria occurrence per se generated a stress
condition; however, in the presence of cadmium an antioxidant response was induced
that includes the increment of phenoloxidases, which are oxidative stress indicators.

INTRODUCCION

El cadmio (Cd), uno de los elementos mas toxicos
que se encuentran en el aire, el agua y el suelo. Es
considerado como un metal no esencial sin ninguna
funcioén fisiologica conocida; sin embargo, induce
cambios complejos en las plantas a nivel genético,
bioquimico y fisiolégico que conducen a la fito-
toxicidad, debido a que se absorbe y se distribuye
rapidamente a través del sistema vascular (del Cas-
tillo 2012). Algunos de los efectos mas notables en
las plantas expuestas a cadmio son aumento en los
niveles de la peroxidacion lipidica, estrés oxidativo
y cambios en el incremento o disminucién de las
enzimas antioxidantes, ademas de reduccion de la
absorcion de nutrientes esenciales, con la posible
participacion de las fenoloxidasas en el tratamiento
de metales pesados. Estas enzimas se han empleado
para fitomonitorear areas industriales y densamente
urbanizadas por su sensibilidad a la contaminacion
atmosférica, lo que las clasifica como otro de los
biomarcadores clasicos. Dentro de este grupo de
enzimas se encuentran las guaiacol peroxidasas y
hemoperoxidasas, que pertenecen a una gran familia
multigénica por su gran niumero de isoformas, asi
como por la regulacion heterogénea de su expre-
sidn; estan involucradas en un amplio numero de
procesos fisioldgicos de las plantas, en particular
durante las primeras fases de su crecimiento, lo que
incluye condiciones de estrés (Escalante et al. 2012).
Las rizobacterias conocidas en la literatura con el
acronimo PGPR (del inglés plant growth promoting
rhizobacteria) son bacterias benéficas que se presen-
tan como una alternativa a los fertilizantes quimicos
y plaguicidas (Kloepper y Beauchamp 1992). Estas
poblaciones microbianas rizosféricas son capaces
de ejercer efectos especificos sobre el crecimiento
vegetal, tales como produccion de fitohormonas,
disolucion y mineralizacion de fosfatos, fijacion
asimbidtica del nitrogeno atmosférico y produccion
de siderdforos y antibidticos (van Loon et al. 1998,
Vessey 2003). La inoculacion de plantas con este
tipo de microorganismos ha emergido recientemente
como una estrategia rizorremediadora para potenciar

su crecimiento y con ello favorecer su tolerancia al
estrés producido por metales pesados (Epelde et al.
2010, Koo et al. 2010, Ma et al. 2011, Rajkumar et
al. 2012, 2013). Las técnicas de cultivo de células y
tejidos vegetales que consideran el crecimiento de
células, tejidos u 6rganos vegetales in vitro, en con-
diciones asépticas, controladas y libres de microor-
ganismos (Street 1977, Ferl y Paul 2000), permiten
la diseccion de los sistemas complejos de las plantas;
en particular, el cultivo de callo constituye un siste-
ma adecuado para evaluar la actividad bioldgica de
agroquimicos, toxinas microbianas y aleloquimicos,
asi como la tolerancia a metales pesados y los pro-
cesos de detoxificacion en plantas que han reportado
autores como Mumma y Davidonis (1983), Hogan y
Manners (1990), Harms (1992), Song et al. (1994),
Zacchini et al. (2003), Golan-Goldhirsh et al. (2004),
Azevedo et al. (2005a), Bittsansky et al. (2005), Gu-
llner et al. (2005), Nehnevajova et al. (2007), Herrera
et al. (2008) y Shekhawat et al. (2010).

El efecto benéfico de la asociacion entre plantas y
microorganismos en condiciones in vitro se propone
como una nueva técnica para el cultivo de tejidos
vegetales, que corresponde al proceso de biotizacion
(Sharma et al. 2015). A la inoculacion de explantes
o tejido calloso cultivados in vitro se le denomina
bacterizacion, proceso en que las bacterias estimulan
el crecimiento de las plantulas e inducen cambios en
su desarrollo, lo que les permite potenciar sus meca-
nismos de respuesta ante el estrés. Los beneficios de
la bacterizacion tanto in vitro como ex vitro dependen
de la especie vegetal, la forma de cultivo y las con-
diciones de crecimiento (Lazarovits y Nowak 1997,
Pillay y Nowak 1997, Nowak 1998). Epithelantha
micromeris (Engelm.) F.A.C. Weber ex Britt. & Rose
es una cactacea apreciada por coleccionistas nacio-
nales y extranjeros por su morfologia como planta
de ornato. Se distribuye en el desierto de Chihuahua,
desde el oeste de Texas y Nuevo México en EUA
hasta el norte de México en los estados de Coahuila,
Chihuahua, Nuevo Ledn y San Luis Potosi, donde
estan presentes variantes endémicas (Villavicencio-
Gutiérrez et al. 2012). También se ha empleado
como modelo de cultivo in vitro para estudio de la
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interaccion con PGPR y en la tolerancia y remocion
de metales pesados (Golan-Goldhirsh et al. 2004,
Corona-Alvarez et al. 2017).

El presente trabajo evalu6 la respuesta del
crecimiento de cultivos de callo de Epithelantha
micromeris (Engelm.) inoculados con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal y la actividad
de guaiacol peroxidasas y hemoperoxidasas como
respuesta al estrés oxidativo producido por la expo-
sicion a cadmio.

MATERIAL Y METODOS

Origen de las rizobacterias empleadas como
inoculantes

Las rizobacterias empleadas como inoculantes
son cepas productoras de sider6foros y fitohormonas,
aisladas por Avilés-Narvaez (2016): Serratia sp. A
(Rz A), de la rizosfera de Sphaeralcea angustifolia
(Cav.) G. Don; Serratia sp. L (Rz L), y Serratia sp.
F (Rz F), de la rizosfera de Tithonia diversitifolia
(Hemsl.) A. Gray. Todas estas especies crecen en un
sitio contaminado con metales pesados (As, Cu, Pb
y Zn) localizado en Villa de la Paz, San Luis Potosi,
México (23°41° N, 100° 42” O), regiéon que ha sido
objeto de explotacidon minera intensa durante varias
décadas (Vasquez et al. 2006).

Mantenimiento y propagacion del tejido calloso
de E. micromeris

El tejido calloso empleado de E. micromeris, se
obtuvo a partir del material fresco del cultivo in vitro
de plantas de la coleccion biologica del Laboratorio
de Fisiologia Vegetal de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas, IPN. Su propagacion se realizo
a partir de tejido calloso fresco no diferenciado que
se mantuvo en medio solido 37 (Murashige-Skoog
[MS] 7 sales) (Murashige y Skoog 1962) con la
adicion de 0.5 mg/L de acido indolacético (AIA) y
Img/L de bencil amino purina (BAP).

Establecimiento de los bioensayos

Se fraccionaron callos de E. micromeris de 1 cm?
y se depositaron cuatro fracciones de 0.25 cm? en
frascos de cultivo tipo Gerber con tapas Magenta,
que contenian 30 mL de medio sélido 37 (MS Y
sales) con 0.5 mg/L de AIA 'y 1 mg/L de BAP, a los
que se les adiciond cadmio (3 CdSO4 ¢ 8 H20) en
tres concentraciones: 0.1, 0.5 y 1.0 mM, inoculados
por separado con las tres rizobacterias seleccionadas.
La preparacion de los inoculos bacterianos se realizo
segun lo establecido por Ramirez-Melo et al. (2013)

a partir de un cultivo masivo en placa con medio
solido LB (Luria-Bertani) cultivado por 48 h, del
que se tomd una asada y se ajustd una suspension
bacteriana en agua destilada estéril a una densidad de
5% 107 células/mL. De esta suspension bacteriana se
tomaron 0.25 mL para inocular las masas celulares,
de acuerdo con lo reportado por Corona-Alvarez et al.
(2017). Los tratamientos experimentales fueron los
siguientes: testigo (s6lo con medio MS 37), MS + Cd
0.1 mM, MS + Cd 0.5 mM y MS + Cd 1.0 mM; con
rizobacterias: MS+ Rz A, MS + RzLy MS+Rz F; y
el inoculante y las tres concentraciones de cadmio:
MS+RzA+Cd0.1 mM, MS +RzA+Cd 0.5 mM,
MS +RzA+Cd 1.0 mM, MS + Rz L + Cd 0.1mM.
MS+RzL+Cd0.5mM, MS+RzL+Cd 1.0 mM,
MS +RzF+ Cd 0.1 mM, MS + Rz F + Cd 0.5 mM
y MS + Rz F + Cd 1.0 mM. Los tratamientos se
instalaron por triplicado y los frascos se dejaron en
una cdmara de cultivo en condiciones de iluminacion
continua con una ldmpara de luz fria de 4500 lux
(67.5 pmol/m?/s) a temperatura ambiente (28 °C) y
con fotoperiodo de 16:8 por ocho dias.

Evaluacion del crecimiento y viabilidad del tejido
calloso de E. micromeris

Después del tiempo de incubacion, las fraccio-
nes de callo se analizaron visualmente para evaluar
algun dano debido a las condiciones experimentales
o por el efecto de la inoculacion. De acuerdo con el
criterio de Souissi y Kremer (1998), se tomaron en
cuenta el color y la reduccion del crecimiento o la
desintegracion del tejido calloso. Estos elementos se
calificaron en una escala de 0 a 4: 0: sin decoloracion,
cambios visibles ni reduccién en el crecimiento; 1:
con ligera decoloracion y sin reduccion visible del
crecimiento; 2: con cambios en el color del tejido y
ligera reduccion del crecimiento; 3: con cambios en
el color del tejido, reduccion obvia del crecimiento y
contracciones del tejido frecuentes, y 4: cambios en el
color del tejido, desintegracion del callo y reduccion
severa del crecimiento.

Se obtuvo el peso fresco de las masas celulares y
se evalud la viabilidad celular de éstas, con el empleo
del colorante azul de Evans, que no es permeable y
produce baja toxicidad. El empleo de este colorante
esta descrito por varios autores (Gaff y Okong’o-
Ogola 1971, Turner y Novacky 1974, Souissi y
Kremer 1994, 1998, Song et al. 1999, Iriti et al. 2006,
Kollarova et al. 2017) para determinar el nimero
relativo de células muertas en cultivos de células en
suspension y de callo, mediante la cuenta de células
muertas que se tifien con el azul y el numero de célu-
las vivas que no presentan esta coloracion. La tincion



728 A. Toledo Salas et al.

se realizd de acuerdo con el método modificado
por Toledo (2012) y consistié en colocar las masas
celulares en tubos de ensaye, adicionando 1 mL de
solucion de azul de Evans al 0.5 % durante 10 min.
Transcurrido ese tiempo se decant6 el liquido de cada
muestra y se enjuagd con agua destilada hasta que la
solucion decantada fuera incolora. Se homogenizaron
los fragmentos de callo con un homogeneizador de
tejidos Potter-Elvehjem (PTFE, Sigma-Aldrich) y
se les adiciono 1 mL de agua destilada. Las mues-
tras se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min a
temperatura ambiente, se recuperd el sobrenadante
en tubos de ensaye de 5 mL para, finalmente, leer su
absorbancia a una longitud de onda de 630 nm. La
concentracion final de azul de Evans se determino
con el empleo de una curva tipo de este colorante.

Para todas las masas celulares obtenidas, se de-
termind el contenido total de proteina por la técnica
convencional de Bradford (1976), tomando 100 mg
de callo que se homogenizaron con el Potter-Elvehjem
(PTFE, Sigma-Aldrich) con la adicidon de un regu-
lador de fosfatos (50 mM, pH = 6.0, en frio). Una
vez obtenidos los extractos celulares se tom6 1 mL
de éstos y se le adicionaron 3 mL del reactivo azul
de Coomassie G-250. Se dejé incubar por 10 min a
temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia del
complejo colorido formado a 595 nm. Se empled una
curva tipo de albimina bovina para la determinacion
de la concentracion de proteina. La concentracion
de proteina total celular se expres6 como mg/mL de
proteina celular total/g de peso fresco.

Evaluacion de la actividad de fenoloxidasas como
respuesta al estrés oxidativo del tejido calloso de
E. micromeris expuesto a cadmio

La actividad de las guaiacol peroxidasas (GPX)
de cada extracto celular se determind por el método
espectrofotométrico de la oxidacion de guaiacol de
Guerrero-Zuiiiga y Rodriguez-Dorantes (2009), de-
positando lo siguiente en tubos Eppendorfde 1.5 mL:
100 pL del extracto celular obtenido + 1 mL de re-
gulador de fosfato de potasio (100 mM, pH = 6.0)
+ 32 pL de guaiacol 0.2 M + 32 pL de perdxido de
hidrégeno 0.03 M. Los tubos se incubaron por 30 min
a temperatura ambiente hasta obtener evidencia de
la actividad de guaiacol peroxidasas a través del de-
sarrollo de una coloracion café-rojiza, caracteristica
de la oxidacion y polimerizacion del guaiacol; final-
mente, se ley6 la absorbancia a 436 nm. La actividad
de hemoperoxidasas (HPX) de los extractos celulares
se determino con el método espectrofotométrico de la
oxidacion de tetrametilbencidina (TMBZ), de acuer-
do con Herrera et al. (2008), mediante el deposito

de los siguientes componentes en tubos Eppendorf
de 1.5 mL: 100 pL de muestra + 1mL de regulador
de acetato de sodio (0.20 M, pH = 5.3) + 100 uL de
TMBZ + 50 pL de peroxido de hidrogeno al 0.17 %.
Los tubos se incubaron por 30 min a temperatura
ambiente y se evidenci6 la actividad de hemopero-
xidasas a través del desarrollo de la coloracion azul
caracteristica de la oxidacion de tetrametilbencidina.
Finalmente se leyd la absorbancia a 652 nm. La
actividad enzimatica especifica de ambas enzimas
se calculé empleando la ecuacion modificada por
Escalante et al. (2012):
As R 1

C F X S x . (1)
donde As es la absorbancia obtenida de las lecturas
a 436 y 652nm; ¢ el coeficiente de extincion molar
del guaiacol (€436 = 6400 M/cm) y de la TMBZ (€652
=39 000 M/cm); R el volumen total del ensayo; S el
volumen de la muestra, y t el tiempo de incubacion
de la reaccion enzimatica. La actividad de ambas
enzimas se expresé como nM de guaiacol oxidado/
min/g de peso fresco y nM de TMBZ oxidada/min/g
de peso fresco.

A todos los resultados obtenidos se les aplico un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey-
Kramer de comparacion multiple, empleando el
paquete estadistico GraphPad InStat, v. 3.10 (2009).
Se realiz6 un andlisis numérico comparativo entre
las diferentes condiciones experimentales con los
datos de viabilidad celular (porcentaje de azul de
Evans), proteina total y actividad enzimatica (GPX
y HPX), empleando el programa NTSyS-PC (nume-
rical taxonomy and multivariate analysis system) v.
2.11X (2005), para la aplicacion del indice de dis-
tancia euclidiana. Una vez obtenidos estos valores,
se construy6 el fenograma respectivo utilizando el
método de agrupamiento UPGMA (unweighted pair
group method of arithmetic averages) y se establecio
la veracidad y confianza del fenograma obtenido a
través de la obtencion del coeficiente de correlacion
producto-momento de Pearson.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la viabilidad celular y el crecimien-
to del tejido calloso de E. micromeris

El crecimiento de las masas celulares, relaciona-
do con el contenido de proteina total cuantificado,
mostré que en general los tratamientos inoculados
no lo promovieron. Los valores de dicho crecimiento
fueron de 1 a 12 mg/mL de proteina celular total/g



EFECTO DEL CADMIO SOBRE FENOLOXIDASAS DE TEJIDO CALLOSO DE Epithelantha micromeris 729

peso fresco (Fig. 1a), en comparacion con los trata-
mientos en presencia de Cd (12 a 45 mg/mL proteina
celular total/g peso fresco), en los que no se observé
un efecto dafiino sobre el tejido calloso de E. micro-
meris en las tres concentraciones de este metal. Por
el contrario, se observo un efecto promotor del creci-
miento (Fig. 1b). Se sugiere que esta respuesta puede
relacionarse con un efecto hormético producido por
el Cd (induccion de crecimiento ante un gradiente de
concentraciones del metal), pues se ha determinado
que como primera barrera a la toxicidad de este metal,
la mayoria de las especies acumulan Cd, con el fin de
limitar su transporte (Vasquez et al. 2006).
Considerando que en la viabilidad celular deter-
minada (Fig. 2) un mayor porcentaje cuantificado del
colorante corresponde a una elevada muerte celular
en el tejido calloso, éste correspondio a los tratamien-
tos del tejido calloso de E. micromeris inoculados con
5y 8% de azul de Evans, seguidos por el tratamiento
con el medio de cultivo con 3 %. Los tratamientos
que presentaron un menor indicio de muerte celular

Cd 1.0mM
Cd 0.5mM

Cd 0.1mM

Experimentos

Testigo *

fueron los que tenian la presencia del inoculante y
Cd con alrededor del 2 %. Souissi y Kremer (1998)
mencionan que la presencia de rizobacterias produce
un efecto promotor o inhibidor del crecimiento de los
callos. En este estudio, la inoculacion del tejido callo-
so de E. micromeris ocasiond un efecto fitotéxico no
solamente en la disminucion del tamafio de los callos
(MS+RzA=0.11g,MS+RzL=0.07gy MS +Rz
F =0.087 g), en comparacion con los tratamientos
con el medio (0.18 g), sino también en su apariencia
(Fig. 3), ya que las masas celulares presentaron una
coloracion obscura, caracteristica de un proceso de
necrosis en el callo. Segun el criterio de Souissi y
Kremer (1998), esto se considera un dafio de nivel 3
(cambios en la coloracion, reduccion obvia en el cre-
cimiento y contraccion de los callos). Estos autores
y Goodman et al. (1986) sugieren que la variacion
en los sintomas ocasionados por las rizobacterias
proviene de diferencias en el modo de accion y la
bioquimica de la interaccioén planta-rizobacteria en
el tejido calloso.

o 4
=
o
N
o

mg/mL Prot/g peso fresco

Cd 1.0mM +Rz F
Cd 1.0mM +Rz L
Cd 1.0mM +Rz A
Cd 0.5mM +Rz F
Cd 0.5mM +Rz L
Cd 0.5mM +Rz A *
Cd 0.1mM +Rz F
Cd 0.1mM +Rz L
Cd 0.1mM +Rz A
Rz F
Rz L
Rz A

Experimentos

10 15 20 25
mg/mL Prot/ g peso fresco

o 4
oA

Fig. 1. Cuantificacion de proteina total celular del tejido calloso de E. micromeris:

(a) exposicion a cadmio; (b) exposicion a cadmio e inoculacion con rizo-
bacterias. Sélo las condiciones con marcadas con un asterisco (*) resultaron
estadisticamente significativas (n = 12, p <0.001)
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18-
164
144
12

10 ab,c
a,b

a,c
a,b,c a,c a.c a,c c : c ¢

Azul de Evans (%/g peso fresco)

Testigo Rz A Rz L Rz F Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd Cd
01mM 0.1mM+ 01mM+ 0.1mM+ 05mM 05mM+ 05mM+ 0.5mM+ 1.0mM 1.0mM+ 1.0mM+ 1.0mM +
Rz A Rz L Rz F Rz A Rz L Rz F Rz A Rz L Rz F

Experimentos

Fig. 2. Evaluacion de la viabilidad del tejido calloso de E. micromeris en todas las condiciones experimentales probadas. Las diferentes
letras muestran diferencias estadisticamente significativas (n =12, p <0.001)

actividad de estas enzimas. La actividad obtenida
de las HPX contrastd con la de las GPX, ya que
en las primeras ésta fue menor en las masas celu-
lares con el tratamiento MS y la presencia de Cd
(Fig. 4¢) (de 2 a 8 x 10°nM TMBZ/min/g peso fres-
co) y mayor en los tratamientos inoculados (Fig. 4d)
(de 24 a 39 x 10°nM TMBZ/min/g peso fresco).
La respuesta de la Rz L y Rz F se repiti6 en pre-
sencia de las diferentes concentraciones de Cd. La
actividad de HPX, que fue mayor en los cultivos de
callo inoculados con la Rz A, disminuy6 con la adi-
cion del metal pesado de 38 a 24 x 10° nM TMBZ/
min/g peso fresco. Uno de los parametros bioquimi-
cos reportados como biomarcadores de respuesta a
la exposicion a metales pesados en las plantas es el

Fig. 3. Desarrollo de los cultivos de tejido calloso de E. micro- incremento o inhibicién de la actividad de enzimas
meris inoculados con Rz L: (a) tratamiento con Rz L, - . ;
(b) tratamiento con Cd 0.1 mM + Rz L, (c) tratamiento antioxidantes, Pernia et al. (20(.)8) y ROdrl.gueZ etal,
con Cd 0.5 mM + Rz Ly Cd 1.0 mM + Rz L (2008) reportan que la presencia de cadmio produce

un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que se asocia con incremento en la actividad de este
tipo de fenoloxidasas. En este trabajo se obtuvo un

Evaluacion de la actividad de GPX y HPX ante incremento en la actividad de HPX, la cual podria
la presencia de Cd en el tejido calloso de E. mi- vincularse con este tipo de respuestas, donde las con-
cromeris diciones de estrés generaron una reaccion protectora

La actividad obtenida de las GPX fue mayor ante las condiciones de toxicidad. En términos de la
en los tratamientos con Cd (0.1, 0.5 y 1.0 mM) actividad de fenoloxidasas, ¢sta disminuyo en todos
comparada con el tratamiento MS (Fig. 4a), entre los tratamientos probados al aumentar la concentra-
los 80 y 110 x 10° nM de guaiacol oxidado/g peso cion de Cd, lo cual coincidi6 con lo reportado por
fresco. En los tratamientos de los callos inoculados Szollosi et al. (2009). Esto sugiere la presencia de
(Fig. 4b), la actividad de GPX obtenida fue me- un evento asociado a la dosis-respuesta en los trata-
nor (entre 6 y 46 x 10°nM de guaiacol oxidado/g mientos inoculados, lo que no se observo en presencia
peso fresco); en particular la presencia de Cd y las del metal solo con un incremento en la respuesta

rizobacterias Rz L y Rz F, indujeron una mayor oxidativa a sus altas concentraciones.
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Fig. 4. Evaluacion de la actividad enzimatica del tejido calloso de E. micromeris: (a) actividad de GPX de callos expuestos a cadmio,
(b) actividad de GPX de callos expuestos a cadmio ¢ inoculados con rizobacterias, (c) actividad de HPX de callos expuestos
a cadmio y (d) actividad de HPX de callos expuestos a cadmio e inoculados con las tres rizobacterias. Las cifras con diferente
letra resultaron estadisticamente significativas (n =12, p < 0.001)

Respuesta integral del tejido calloso de E. micro-
meris ante la presencia de Cd y los inoculantes
La figura 5 muestra la asociacion de la respues-
ta integral del tejido calloso ante la presencia de
Cd y las tres rizobacterias. El fenograma muestra
la asociacion inicial del Grupo I, conformado por
dos conjuntos bien definidos: uno que asocia las
respuestas particulares del tejido calloso ante la
presencia de cadmio, donde los resultados que con-
tribuyen a esta agrupacion son la proteina total y la
actividad de GPX; y otro conformado por el resto de
las condiciones experimentales, que a su vez cons-
tituyen el Grupo II. En éste se muestra la respuesta
particular del tejido calloso crecido en condiciones
normales, relacionado con el Grupo Ila, en el cual
se incluyen todas las condiciones experimentales
con la inoculacién del tejido calloso. En este grupo
se incluyen conjuntos de condiciones muy especifi-
cas: las rizobacterias Serratia sp. L'y Serratia sp. F,
cuyas respuestas son comunes aun en agrupaciones
separadas. En este sentido, destacan las respuestas
obtenidas en las condiciones experimentales con la
adicion de 0.1 mM de Cd y la presencia de las rizo-
bacterias mencionadas. De todas las agrupaciones, la
respuesta particular de Serratia sp. A fue similar con
la exposicidon de los callos a 0.5 y 1.0 mM de Cd. lori

etal. (2012) reportan que los cultivos de callo de dos
clones parentales de Populus nigra L. (Poliy 58-861)
expuestos a sulfato de cadmio a las concentraciones
de 0.15 y 0.25 mM, tuvieron respuestas de crecimien-
to y actividad de GPX diferentes. En el clon Poli, la
actividad disminuy¢ a la concentracién de 0.15 mM,
y en ambos clones esto ocurrié con 0.25 mM de Cd.
Los autores reportan que esto pudo deberse al efecto
producido por la union del Cd a los grupos funciona-
les enzimaticos, ya que segun Prasad (1995) y Joshi y
Mohanty (2004), éste interfiere con el doblamiento y
las propiedades cataliticas enzimaticas. Azevedo et
al. (2005a, b) evaluaron el efecto del cadmio sobre
los sistemas enzimaticos de defensa en tejido calloso
de Helianthus annuus L., en particular aquellos que
estan involucrados en prevenir el estrés oxidativo.
El tejido calloso crecio en presencia de Cd a las
concentraciones de 0, 0.005, 0.050 y 0.50 mM, y se
observo una reduccion significativa del contenido de
proteina total del tejido calloso a las concentraciones
de 0.050 y 0.50 mM. Por su parte, la actividad de
peroxidasas se increment6 en los callos expuestos
a 0.005 mM y decrecié en aquellos expuestos a la
concentracion de 0.50 mM. Los autores mencionan
que este decremento pudo deberse al hecho de que
se presenta una alteracion en la integracion de la
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Fig. 5. Fenograma del agrupamiento de las condiciones experimentales de los cultivos de callo de E. micromeris (r = 0.90);
A: testigo; B: Cd 0.1 mM; C: Cd 0.5 mM; D: Cd 1.0 mM; E: RzA; F: RzL; G: RzF; H: Cd 0.1 mM + Rz A; I: Cd 0.1
mM+RzL;J:Cd0.l mM+RzF;K:Cd0.5mM+RzA;L:Cd0.5mM +RzL; M:Cd0.5mM +RzF;N:Cd 1.0
mM+RzA;0:Cd1.0mM+RzL,yP:Cd1.0mM +RzF

membrana plasmatica, lo cual sugiere que los siste-
mas del callo desarrollan mecanismos antioxidantes
que les permiten responder al estrés provocado por
el Cd.

Los resultados aqui reportados y los que se citan
de la literatura, concluyen que este tipo de respuestas
en tejido calloso estan relacionadas con la sensibi-
lidad al cadmio y sobre todo con la posibilidad de
potenciar mecanismos antioxidantes que impliquen
sistemas de defensa relacionados con las actividades
enzimaticas. Esto sugiere la presencia de mecanismos
celulares que proporcionan tolerancia al metal y, con
ello, permiten la adaptacion. Dichos mecanismos
celulares también pueden vincularse con la induccion
de sistemas enzimaticos como respuesta al estrés
oxidativo. Fornazier et al. (2002), Shiitzendiibel y
Polle (2002) y Benavides et al. (2005) reportan que
la modulacion de la actividad enzimatica por Cd
depende fuertemente de las concentraciones de cad-
mio, el tiempo de exposicion a éste y de la especie
u organo vegetal.

CONCLUSIONES

Las actividades inducibles de guaiacol peroxi-
dasas y hemoperoxidasas son indicadores de estrés

oxidativo generado por la presencia de cadmio, el
cual se incremento en los tratamientos inoculados con
las tres rizobacterias empleadas y que, en conjunto
con la respuesta antioxidante, confirieron un efecto
protector al tejido calloso de E. micromeris.
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