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RESUMEN

La fitorremediacién es una estrategia para eliminar o disminuir los efectos
indeseables de los contaminantes en ef ambiente Esta tecnologia puede
pofenciarse si se conocen los mecanismos por la que ocurre. Previamente en
nuestro laboratorio, hemos encontrado que la planta Ocimum basificum L. tiene un
efecto fitomemediador de endosulfan, un plaguicida toxico persistente en el
ambiente. Para optimizar la fitorremediacion de endosuifan por O. basilicum L. nos
proponemos estudiar uno de los posibles mecanismos involucrados, la actividad
de la enzima Glutation S-Transferasa (GST). Se ha descrito que GST esta
involucrada como parte de la defensa de las plantas hacia compuestos exogenos
De esta manera, estudiamos la posible variacion de la actividad de la GST en las
partes de la planta: rizésfera, raiz, tallo y hoja. Para evaluar fo anterior, se
expusieron  experimentalmente plantuias de O. basilicum a diferentes
concentraciones de endosulfan (0, 10, 100 6 1,000 mg/Kg de suelo). Los
resultados nos sugieren que la actividad de GST se encuentra involucrada en la
respuesta de Ia planta y en el de O,

basilicum hacia endosulfan. Esta respuesta depende del 6rgano estudiado y de la
concentracion del endosulfén



1. Introduccién

A aquellos compuestos o agentes que alteran la homeostasis del ambiente,
Y que ponen en riesgo fa salud o bienestar del ecosistema, se les denomina
contaminantes (Williams, 2001). Algunos deseaquilibrios de los ecosistemas como
1a quema de bosques y pastizales, pueden ser resueltos de manera natural. Sin
embargo, cuando el deterioro es extenso, como por ejemplo cuando ocurren los
derrames de petréleo o intenso como el rapido incremento de plaguicidas

o estos deterioros ambientales no son

naturalmente superados en los tiempos de vida del humano (Alexander, 1999). En

estos casos, es posible utilizar ciertas tecnologias que ayuden a disminuir los

efectos de los Entre estas jas se encuentra la
fitorremediacion, que utiliza plantas para remediar el ambiente. Las plantas utilizan
diversos mecanismos para hacerlo, entre ellos, se encuentran sus respuestas
bioquimicas, fisiolégicas o ecolégicas. Entre éstas se puede mencionar, el
incremento de enzimas de biotransformacion que contienden con los
contaminantes o el confinamiento de los mismos en las vacuolas de las hojas o la
estimulacion de los organismos del suelo por los nutrientes contenidos en los
exudados de la raiz de la planta. En nuestro laboratorio, hemos encontrado que la

albahaca (Ocimum basilicum L) tiene la capacidad de biorremediar al plaguicida

El falta por elucidarse.
Durante el desarrolio del presente trabajo se investigaron dos posibles
mecanismos biorremediadores: por un lado, la posible induccion de la enzima de
biotransformacion denominada Glutation S-Transferasa en la planta y, por otro, la
posible fitoestimulacion de la planta sobre los microorganismos del suelo.

2. Marco teérico
2.1 La fitorreme

La fitorremediacion es una estrategia de remediacion ambiental en donde

se utilizan plantas para disminuir o efiminar los efectos indeseados de los
1




contaminantes en el ambiente (Velazquez-Fernandez y col., 2012). Se considera
como una tecnologia sustentable ya que es economicamente viable, eficaz en el
rango de meses y compatible con el ambiente, lo cual le ha otorgado mayores
ventajas con respecto a otras técnicas de Ingenieria de remediacion (Frick y col..
1999, EPA, 2012). La fitorremediacion inici6 su desarrollo como tecnologia en los
70's, cuando se utilizo para Ia purificacién de los suelos y agua contaminados,
principalmente en la recuperacion de suelos de yacimientos mineros
abandonados. £n la década de los 90°s, surge el concepto de fitorremediacion y
es entonces reconocido como nueva tecnologia (Barcel y Poschenrieder, 2003;
Williamson y Johnson, 1981). Ya se han observado varios ejemplos del uso de la
fitorremediacion, por lo que la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (EPA) la ha recomendado como una tecnologia adecuada para
Ia remediacion ambientat (EPA, 2012). Se ha mostrado la capacidad de las plantas
para como (Germaine 'y col., 2006) y
metales (Lone y col., 2008). Debido a esta versatilidad y a las caracteristicas de
las plantas, la fitorremediacion presenta ventajas y desventajas. Una de las

principales desventajas es que pueden poner en riesgo la cadena alimenticia si se
uilizan planta que sean de uso comercial. Sin embargo, y como se ha sugerido
(Yadav y col., 2010), se podrian utilizar plantas modificadas genéticamente lo que
podria subsanar algunas desventajas y aprovechar los beneficios. De esta
manera, Ia fitorremediacion presenta mas ventajas que otras tecnologias de

remediacion como las fisicoguimicas (tabla 1)

La conduce a fa
o del (Vetazquez Fernandez y col., 2012). Esto puede

ocurrir por la accién de la planta misma o de los microorganismos que se
encuentran adheridos a sus raices. Al microecosistema asociado a las raices de

las plantas se le llama rizésfera (Walker y col., 2003). Tanto eésta como Ia planta

pueden intervenir en la es decir, la 6n ocurre por la
accion de la planta, su rizésfera o la combinacion de ellas. Se considera que los
mecanismos de la fitorremediacion son aquéllos que ocurren a lravés de los

procesos fisiologicos o bioquimicos realizados por las plantas y su rizésfera. EI
2



confinamiento en  vacuolas, la  rizoestimulacién o fitoestimulacién, la

fa la ony la (Fig. 1) son
algunos de los procesos fisiologicos que pueden llevar a un efecto fitoremediatorio
sobre contaminantes

Tabla 1. C de ventajas y de algunas técnicas de
remediacion ambiental

Remediacién
fwcoquimica | el | emedtncion

Ventajas/Desventaas T
Costo o 8o 330
Relacion beneficioicosto | Bajo — o
Amigable con el arrbiente 7»4“ s s
Estétco [No LT —
, Sostendle [No- Si st
energético [ S1 Bie [ Bao
ende del upuae oganismo T
bortamedatety S0t corsconaicns | NA |si
Uso clmtaboisme ca vtios rganiamos. [ No Aveces 5]
Puode sor usado para blorremediar
uelo si si
Agua st I
Aite si S0
|
T
Requerimientos
Infraesinuctura especifica | S1 Aveses | No
Se requieren lratamientos posteiares a los
resiowos [ S| No | o
Se cequisre cantrol biaiogico o disposicion
e s miroarganisos o
mpos [ Corlos Lage
S equiers inuesigacin g o5 crgovamos i
biomemediadares
e pusde apicar insitu [ A veces, Aveces | 8i
Puntos clave |
Dt No st st
Se desevotor apica o o debe cutar T
posteriores producciones de contaminantes | SI Aveces
e requcte snadt suatato [NA Aveces
Se debe cudar i3 cxigenacion | A veces Aveces
S0 debo it segin oo oe -
minantes | Aveces st si
(EPAZ000; Agudelo y col. 2005; Nnez y col . 2004, Saier y Trévars, 2003, Delgadiio Lbpez y cal., 2011

Velazquez Forméndez y col. 2012)




La accion de enzimas de biotransformacién sobre los contaminantes son los

principales  agentes de los en T
fitorremediacion. Esta biotransformacion puede provenir del metabolismo vegetal o
el microbiano. Asi, a fitoacumulacion y la fitodegradacin se basan en la accion de
una o varias enzimas de la planta, por otra parte la rizodegradacion es llevada a
cabo por fa rizésfera. La capacidad de biotransformacion o biodegradacion, varian
con la planta pues cada especie tiene su bioquimica y fisiologia caracteristica. St
bien hay ciertas generalidades que se comparten entre todas las plantas. las

de o son diferentes segin sea 1a
planta utilizada y el contaminante al que podrian hacer frente

Figura 1. Modelo de una planta fitorremediadora y sus posibles
mecanismos (tomado de Velazquez-Femandez y col, 2012)




2.2 La planta Ocimum basilicum como biorremediadora

En estudios previos en nuestro laboratorio. observamos que Ocimum
basilicum L. (albahaca). disminuye en un 37% la concentracion de endosulfan
cuando éste se expone al contaminante por espacio de 30 dias (Ramirez-
Sandoval y col., 2011). Se estudié la planta albahaca debido a que presenta
caracteristicas que se podria esperar de un agente biorremediador. Un buen
candidato para biorremediador seria aquél capaz de crecer en suelo contaminado
y que no altere la homeostasis ecologica. Esto es, que el agente no represente
una amenaza a otros organismos o provoque un deterioro al ambiente. Es por eso
que las plantas resultan candidatas adecuadas, sobre todo aguélias que se
encuentren presentes en el ecosistema, porque ello significa que el ecosistema ya
regula la poblacion y el impacto de la planta. Es decir, se debe evitar la
bioaumentacion, en otras palabras, se debe evitar agregar especies nuevas al
ecosistema puesto que dichas especies podrian resultar una amenaza al
ambiente. Ocimum basilicum cumple con estas caracteristicas, ya que se adapta
facimente al ambiente, no se reproduce agresivamente y tiene efectos repelentes.
para algunos insectos (Zheljazkov y col. 2008)

Ocimum basilicum L., mejor conocida como albahaca de hoja grande es
una hierba aromatica anual de Ia familia de las Lamiaceae, nativa de Iran, India y
otras regiones tropicales de Asia, donde es cultivada hace mas de 5.000 afos. La
albahaca fue introducida a México durante la época colonial, para después
extenderse de manera silvestre por casi toda la Repiblica (Melchor, 2009). Es
cultivada como especie perenne en climas tropicales y de crecimiento bajo (entre
30-130 cm). Las hojas se ubican de forma opuesta, con tonalidad de un verde
intenso al frente y verde grisaceo por el envés, son ovales. dentadas y de textura
sedosa; una planta puede medir entre 3y 11 cm de largo por 1 - 6 cm de ancho,
son plantas muy sensibles a las heladas. Emite espigas florales terminales, con
flores tubulares de color blanco o violaceo las cuales, a diferencia del resto de las
lami4ceas, tienen los cuatro estambres y el pistilo apoyados sobre el labio inferior
de la corola.




Como se mencioné anteriormente, se sabe que O. basilicum L. puede
repeler a algunas especies de insectos, por lo que se estima que podria tener
alguna propiedad plaguicida, esto resulta interesante ya que plantas que crecen a
su alrededor son por sus . 10 que al proceso
de biorremediacion. La albahaca es muy facil de cultivar, ademés de ser
econémica y reproducible; en invernadero crece todo el aio y las condiciones
climaticas del estado de Nayarit benefician considerablemente su desarrolio. Lo
anterior convierte a la Ocimum basilicum L. en una excelente candidata para

biorremediar al plaguicida fan, que es
utilizado en el estado.

2.3 El plaguicida organoclorado endosulfan

El endosulfan es un plaguicida organociorado, que pertenece ai grupo de los
ciclodienos. Su fomula empirica es CHsClsO3S y el peso molecular de 406.95
g/mol. E1 producto técnico final es mezcia de dos isomeros, alfa y beta, en relacion
aproximada 70:30 (ATSDR, 2004) (Fig. 2). EI endosulfan se utiiza ampliamente
para fines agricolas sobre una gran variedad de cultivos como café, t¢, cereales,
algoden, oleaginosas, hortalizas, citricos, frutas, ornamentales y tabaco, para el
control de afidos, escarabajos. gorgojos, mosca tse-sé, saltahojas, pulgas,
perforadores y 4caros, entre otros (Harikrishnan y Usha, 2004).

Fig. 2. Estructura quimica del endosulfan.




En abril del 2011, el endosulfan fue incluido oficialmente en la Convencion

de Estocoimo dentro de los contaminantes organicos persistentes, porgue es

toxico, persistente, ¥ se mueve grandes distancias
(POPS, 2012). E} endosulfan se ha encontrado en suero humano, en muestras
ambientales de agua, en organismos y areas agricolas de diversos paises durante
a ultima década (Carrefio y col, 2007: Chopra y col., 2010; Liu y col., 2010)

Particularmente en el caso del estado de Nayarit, se ha utiizado para control de
plagas en cullivos de arroz y su venta al pablico es libre (SAGARPA, 2004). EI
endosulfén puede permanecer por afos en el ambiente y presenta movilidad
ambiental. Se ha observado en los grandes lagos de Canadé, muy lejos de
cualquier sitio de contaminacion industrial o urbana. De esta manera. no resulta
exiraio que se le haya encontrado en distintas muestras ambientales de Nayarit
tanto en agua de esteros y rios, como en organismos acuaticos (Robledo y col

2011).

El endosulfan provoca efectos dariinos en insectos que son sus organismos
diana pero también en otros animales (POPS, 2011). En mamiferos, afecta el
sistema nervioso central, higado, rifion y sistema inmune (Silva y Beauvais, 2010;
Harikrishnan y cof., 2004 ATSOR. 2004). En el humano, causa desordenes fisicos
congénitos, retraso mental y muerte (POPS, 2011).

Se conoce poco sobre la biodegradabilidad del endosulfan y aun menos,

sobre las enzimas con su y de los

organoclorados en general. En buena parte, I recalcitrancia del endosulfan y de
105 plaguicidas organohalogenados se debe a la presencia misma de los tomos
de halégenos en la molécula. Cuando éstos atomos son separados de la molécula
generan radicales libres, acidos halogenado que resultan dahinos para fas
enzimas que los puedan degradar. Entre las enzimas que tienen la capacidad de

conducir a la on de se encuentra la

Glutation (GST). cuya on en la respuesta a ha
sido reportada para muchos organismos (Hatton y col.. 1999; Labrou y col., 2004;
Scarponi y col.. 2006; Schroder y col.. 2007: Velazquez-Ferandez y col. 2012).




2.4 La enzima de bi 6n glutatién S

Las enzimas de biotransformacion juegan un papel central en los
enla (Dixon y cols, 2002

Frova C, 2003). T las fases de la se han
dividido en tres (tabla 2) de acuerdo al proceso bioquimico que se lleva a cabo y

en los que participan diferentes enzimas. La Glutation S-Transferasa es uno de los
pocos ejemplos de enzimas que pueden verse involucradas en las tres fases. Lo
cual resulta muy interesante. en especial porque esta enzima se encuentra

evolutivamente conservada (Frova, 2003; Sawicki y col., 2003).

Tabla 2. Fases de biotransformacion de contaminantes.

Fase Proceso bioguimico involucrado

Fase | | Conversion de grupos funcionales: (deshalogenacion, oxidacion.
reduccion, hidrolisis)

Fase Il | Conjugacion con grupos (por ejemplo, glutalion, azucares.
aminoacidos)

Fase lll | Cq de

Las Glutation S-Transferasas 6 GSTs, desemperian un papel clave en la
fase Il de desintoxicacion enzimatica (Habig y Jakoby, 1981). Las GSTs son
proteinas diméricas que catalizan la de glutation

(GSH) a compuestos electrofilicos. Esto puede generar un producto que sea un
conjugado (denominado GSX) de GSH con el compuesto, o una porcion de ¢l
(Dixon y col, 2002). De esta manera, la accion enzimatica de la GST puede
conducir a una reaccion de alquilacion, deshalogenacion (Fig. 3) e incluso
actividad de peroxidasa (Velazquez-Fernandez y col.. 2012)




G ERX — RSG + X

Flg. 3. Modelos de reacciones catalizadas por GST. Se muestran las reacciones
de deshalogenacion (A) y O-dealquilacion (B). (Tomado de Velazauez-Fernandez y col.
2012).

Las GSTs son proteinas que se encuentran conservadas en los diferentes
reinos: animal, vegetal y fungi. Se han descrito varias clases de GSTs. a (alfa), &
(delta), 1 (mu), x (kappa). & (teta), £ (zeta), = (pi), < (tau), w (omega) y microsomal
Las clases zeta, teta y omega es posible encontrarlas en animales y plantas,
mientras que las clases pi y tau son exclusivas de las plantas (Labrou y col.,
2004). La clase pi presenta actividad enzimatica de desintoxicacion de herbicidas.
mientras que tau puede ser inducida por ataque de patogenos, metales pesados,
dafio oxidativo y estrés témico (Frova, 2003)

En los animales, donde ha sido mas estudiada la GST. se considera que su
funcien principai es desintoxicar compuestos exogenos. Sin embargo, en plantas
su funcién estd principalmente relacionada a la regulacion hormonal y al

de . aunque también participa en la

desintoxicacién de herbicidas (Marrs. 1996; Dixon y col., 2002). De esta manera,




en plantas, la GST es parte del mecanismo de respuesta a varios estimulos como
el estrés oxidativo, el ataque de patogenos y la toxicidad de metales pesados y
plaguicidas (Dixon y cols., 2002). Por ejemplo, en maiz y trigo. se determiné un
incremento en la actividad de GST después del tratamiento con ios herbicidas
butacloro y terbutilazina (Scarponi y col., 2006). Ademas, se ha demostrado que
algunos GSX son transportados a las vacuolas para confinamiento de xenobitticos
(Dietz y Schnoor, 2001). Tomando en cuenta todo lo anterior, GST parece jugar un

enla

papel en los




3. Planteamiento del problema

El endosulfan es un plaguicida persistente en el ambiente y puede provocar
darios fisicos, mentales e incluso la muerte. Esto, aunado a que el plaguicida
puede movilizarse en el ambiente, convierte al plaguicida en un peligro a la salud y
al ambiente (POPS, 2011)

En Nayarit, como en el resto del pais, actualmente no existe restricoion
sobre el uso de endosulfan a pesar de su loxicidad y persistencia ambiental. Es
preocupante el hecho que dentro del grupo de los pesticidas organoclorados, el
endosulfan ocupa el primer lugar de ventas en el estado de Nayarit (Gonzalez,
2008), lo cual ocasiona una disponibilidad elevada en el ambiente y como
resultado se genera una alta exposicion de la poblacion al mismo. Por su
toxicidad, su presencia en el ambiente y Ia falta de restriccion para su uso, se
deben establecer estrategias para su remediacion. En este trabajo, nosotros
proponemos el proceso de fitorremediacion como una probable estrategia de

destoxificacion de suelos contaminados con endosulfan



4. Justificacion

La 6n posee un papel dentro de los
de desintoxicacion de contaminantes en el ambiente. A nive! internacional se ha
hecho un llamado para trat viables y que

o eliminen de uso cotidiano, tales como

el endosulfan

En un estudio previo, nosotros determinamos la capacidad de Ocimum
basilicum L. para disminuir la concentracion de endosulfan en suelo en periodos
de tiempos cortos; sin embargo. no fue posible determinar el mecanismo
ftorremediador. EI conocer dichos mecanismos permitiria, posteriormente,
potenciar el efecto fitorremediador o bien. reducir el tismpo de descontaminacion
ulilizado por Ia planta.

la biodegradacion enzimatica mediada por plantas constituye una

il para la on sobre Se sabe que tanto las
plantas como los organismos de la rizosfera poseen actividad de GST y es
probable que la capacidad fitorremediadora de O. basificum L. se deba a la accion
de éstas enzimas. Debido  lo anterior, nos interesa estudiar en O. basilicur L. la
actividad de GST de Ia planta y su rizosfera, para elucidar los mecanismos de

fitorremediacion contra el endosulfan.



5. Hipbtesis
La actividad de la enzima Glut

n 8 Transferasa en Ocimum basilicum L. y
en su rizésfera cuando se expone a suelo contaminado con endosulfan es
del via del plaguicida




6. Objetivos

6.1 Objetivo general
Estudiar la actividad de la enzima Giutation S-Transferasa en Ia planta Ocimum

basiticum L. y su rizésfera en suelo contaminado con endosulfan

6.2 Objetivo especifico

1. Determinar la actividad de la Glutation S-Transferasa en hojas, tallo y
raiz y consorcios microbianos de la rizésfera de la planta Ocimum basilicum L

con



7. Matarial y Métodos

7.1 Reactivos

Todos los reaclivos ulilizados fueron grado analitico, el endosulfdn se
obtuvo en una casa comercial bajo el registro de Thiodan ®BAYER (de libre venta
en  Nayarit).1-cloro-2 4-dinitrobenceno (CONB) (#Cat. 136630) y L-glutation
reducido (GSH, #Cat. G4251) fueron adquindos de Sigma-Aldrich. El eslandar de
proteinas Albamina sérica bovina (BSA, fraccién V, Conn modificado, pH 5.2, #Cat

12660) fue adquirido de Calbiochem

7.2 Exposicién de O. basilicum al plaguicida

Con base en el principio activo (35%) de endosulfan (Thiodan® Bayer), se
calculs el volumen para obtener concentraciones de 10, 100 y 1000 mg. Las
concentraciones de endosulfan se emplearon para pre-tratar fa lierra y prepararla
para su uso experimental. La tierra en la que se cutive O. basiticur L. se pretrato
a diferentes concentraciones de endosulfan: 0. 10, 100 y 1000 mg de
endosulfanikg de tierra, Cabe mencionar que de éstas. la de 10 mgrkg de lierra es
semejante a las concentraciones que se alcanzan en el usc agricola del
insecticida, La de 100 mgikg se utiliza para ensayos de biorremediacion en
plaguicidas, y ulilizamos la de 1000 mgrkg para lograr un efecto de sobrecarga o
saturacion del plaguica sobre el microecosistema en el sueto. Posterior a ta
adicion del endosulfan, se homogeneizé y se procedié a plantar los ejemplares
con 5 dias de crecimiento y menores a 2 cm de altura. Los cultivos se mantuvieron
en invernadero a temperatura ambiente (con malla sombra) por 15 dias. EI tiempo
de exposicion de las plantas al suelo con endosulfan fue de 15 dias. Al término de

esta temporada se colectaron las muestras para los ensayos de GST.

7.3 Extracto enzimatico
7.3 Extracto de la planta



La extracci6n de la GST se realizo mediante una modificacion de la técnica
de Scarponi y col., (2008). Bravemente, se pesaron 6gr de O. basilicum L. (se
ullizé de manera independiente tallo, raiz. hoja), se pulverizaron en un mortero
con nitrogeno liquido, el poivo se suspendio con 30 mL de buffer intermediario de
Ia extraccion, para generar un homogenizado (1:5 wiv; Tris 100 mM pH 7.5, EDTA
2mM, DTT 1 mMy PVP 15 g/L). Posteriormente se filtro dos veces con dos capas
de muselina, el homogenizado se centrifugé a 7.000 rpm por 50 min. A partir de
aqui, a este sobrenadante se le llamara extracto enzimatico. Este extracto se
mantuvo en refrigeracion hasta la determinacion de la actividad enzimatica de
GST.

7.3.2 Muestra del consorcio microbiano de ia rizosfera

Después dei crecimiento de la planta, ésta se separé del suelo, se tomaron
5 g de sueto adherido a la raiz y se inocularon en 10 mL de caldo Luria Bertani, el
cultivo se incubé a 37" C por 24 horas. De este medio de cultivo se tomé
directamente la muestra para Ia determinacion de la actividad de la Glutation S-

Transferasa. Los experimentos se realizaron por triplicado,

7.4 Actividad de la GST

La determinacion de la actividad de GST se realizo segin el procedimiento
de Scarponi y col.. (2006); se tom6 como sustrato estandar al CDNB (1-cloro-2.4-

ta fue por nuestro
grupo de trabajo (Cota, 2010). Este ensayo mide el cambio de absorbancia del
producto CONB al ser conjugado con GSH por la enzima GST para la formacion
del tioéster, en donde el pico maximo de absorbancia se presenta a 340 nm. Para
la reaccion se agregaron: 25 uL de CDNB 40 mM, 900 L del amortiguador
KH;POJKHPO, 0.1 M (pH 6.5). 50 pl GSH 0.1 M (pH 7.0). Se midié la
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absorbancia (basal) cada minuto durante 3 min. Posteriormente, se anadieron 40
4L del extracto enzimético o el cultivo bacteriano y se midi6 el cambio de
absorbancia cada minuto durante tres minutos a 340 nm. De dichos datos se
calcula ef promedio del cambio de absorbancia por minuto con y sin la enzima. Al
cambio de absorbancia con la muestra enzimatica se le resto el cambio de
absorbancia basal. A partir de dicho dato se calouo la actividad enzimética
utilizando el coeficiente de extincién molecular del producto (9,600 M cm'')
(Habig y Jakeby, 1981). La actividad enzimatica esta expresada en nmoles de
productof(min'mg de proteina total del extracto)

7.5 Determinacion de proteinas totales

Para esta determinacion se utlizan tres soluciones: solucion A (NaCH 2 g,
Na,CO3 10 g, tartrato de sodio y potasio 0.134 g, aforado a 500 mL con agua),
solucion B (Sulfato ciprico al 0.5%) y solucion de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich).

La determinacion de a proteina total, se realiz6 mediante el método de Folin-
Ciocalteu. La concentracion de proteina se calcula a partir de una curva estandar
con BSA a diferentes concentraciones conocidas que van desde 0.001 a 15
mg/mL. La concentracién de proteina en la muestra se calcula a partir de la
interpolacién de la absorbancia observada a 750 nm de la muestra en la curva
estandar. En microplacas de 98 pocilios se hicieron reaccionar 40 uL de muestra
(0 estandar) con 200 L del reactivo de Lowry (preparado de partes iguales de la
sol. Ay la sol. B) y se agito. Después de incubar por 10 min a temperatura
ambiente, se agregaron 20 . del reactivo Folin-Ciocalteu. Se incubd por 30 min a
temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 750 nm en el lector para
microplacas pQuant Biotek. Cada determinacion se realizo por duplicado para

cada muestra de cada tratamiento.

7.6 Analisis estadistico



Los resultados se expresan como la media £ desviacion estandar (DS) Los
ensayos se hicieron por triplicado. Se realizé el analisis por ANOVA de una via
seguido de un analisis por Bonferroni. Para comparacion entre grupos, se utilizé la

prueba U de Mann-Whitney. Se considers un vaior de p < 0.05 como significativo.



8. Resultados
8.1 Actividad de GST en O. basilicum [

La actividad de la GST de las hojas de los ejemplares de O. basticum L

mostré una de acuerdo a la on de an (Fig. 4). Se

determing una mayor actividad enzimatica a la concentracion de exposicion de 10
mg/Kg. Por arriba de esta concentracion, la actividad de GST en hojas es inversa
a la concentracion de endosulfan en suelo, esto es, a mayor concentracion de
endosulfan en suelo, menor actividad de GST.
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Fig. 4. Actividad de GST en hojas de O. basilicum L. expuesta a endosulfan
El pico maximo de actividad de GST en hojas se observa a la concentracion de 10 mglkg
de endosulfan en suelo. ANOVA. *P1" 0.05 respecto al contral (0 mgikg). (n=3)

Cuando la determinacion de la actividad de GST se determino en la raiz de
a planta, observamos que de manera similar a la actividad encontrada en hojas: el
pico maximo se presenta cuando la exposicién se da a la concentracion de 10
mgikg de endosulfan en tierra (fig. 5) A mayores concentraciones no se
observaron diferencias en la actividad de GST en raiz con respecto al control. sin

exposicion a endosulfan
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Fig 5 Actvidad de GST en riz do O.basilicum L expuesta a endosulin,
0 méxima de la enzima se observé a la concentracion de 10 mgikg de
eademuianan seeto. ANOVA Bl 5,05 respecto al control (0 mgikg). (n=3)

La actividad de la GST determinada en el tallo, no muestra diferencia
significativas con respecto a la actividad en el control (figura 6)

Con el fin de analizar el comportamiento de GST en cada uno de los
componentes de la planta, realizamos un comparativo general de los componentes
de la planta y las concentraciones empleadas. En la figura 7 se observa que la
mayor actividad de GST se registr6 en la raiz a una concentracion de 10 mg/kg,
mientras que a mayor concentracion no se observa induccion de la actividad de
las GST, en ninguna de las partes analizadas de los ejemplares.
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Fig. 6. Actividad de GST en tallo de O. basilicum L. expuesta a endosulfan.
No se observan diferencias estadisitica en la actividad de GST en tallo de plantas
expuestas a una concentracion de 10,100 y 1000 mg/Kg de endosulfan. (n=3)
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Fig. 7. Actividad de GST en la planta O. basilicum L. expuesta al endosulfan
ANOVA, *P> 005 respecto al control (0 mg/kg). n = 3



8.3 Actividad de GST en la rizésfera de O. basilicum L.

La rizosfera de Ocimum basiicum L. expuesta a fas diferentes
concentraciones de endosulfan trabajadas no reflejo cambios  significativos
(p=0.05) respecto a su control en la actividad de la GST
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Fig. 8. Actividad de GST en rizésfera de O. basilicum L. expuesta a endosulfan.
No se observaron diferencias en la actividad de las GST presentes en Ia rizésfera de
0. basilicum L. expuestas a las diferentes concentraciones de endosulfan. ANOVA
*P>0.05 respecto al control (0 mg/kg). (n=3)



9. Discusion

En un trabajo previo, nuestro grupo evalué la capacidad de biorremediacion
de dos especies de Ocimurm: minimum L. and basiticum L. Se analizé |a capacidad
de las plantas de crecer en suelo contaminado con concentraciones crecientes de
dicho compuesto y subsecuentemente con la capacidad de las plantas de
disminuir a del del suelo (Ramil doval y col.

2012, Meichor, 2009). La especie que mejor respondio a las condiciones
experimentales fue O. basilicum L. ademas disminuyé la concentracion de
endosulfan en suelo hasta en un 37% (Ramirez-Sandoval y col., 2011). Debido a
o anterior, en el presente lrabajo se decidi6 estudiar Ia respuesta de GST de O
basilcum L. al contaminante Para ello. se evaluo la actividad de la GST en
diferentes componentes de la planta (hoja, tallo y raiz). una vez que esta enzima
es parte de la respuesta a xenobioticos y a agentes oxidantes (Dixon y col., 2002)
Como primer paso, se estandarizé la técnica de determinacion de la actividad de
GST en plantas (Cota, 2010). Esta determinacion se basé en el método descrito
por Scarponi y col. (2006). Nuestros resuitados muestran que debido a que las
actividad de la GST de planta es pequena, las desviaciones estandar descriven un
error de alrededor del 30% derivado del método. Desafortunadamente, hasta
cande tenemos conocimiento, no hay ninguna técnica mas precisa para la
determinacion de la actividad de GST en la actualidad

Nuestros datos de daio oxidativo guardan relacion con la actividad de GST
que registramos en las plantas. La actividad de GST en hojas de la planta O
basilcum L., se incrementa significativamente cuando se expone a una

concentracion de endosufin a 10 mgkg de suelo y se mantiene

igual a la de 100 mg/kg. Esto sugiere que la
actividad de GST esta en el de

endosulfan, tal vez mediante su participacion en la absorcion y almacenamiento
del insecticida en hojas, como se ha reportado previamente para otros plaguicidas
(Dietz y Schnoor, 2001).



En la fitoremediacion. no sdlo las plantas participan en los procesos de

de los asociados a ellas también

en la de organicos a productos

inofensivos, o bien, en mineralizarlos hasta CO; y H:0 (Velazquez-Fermandez.
2012). La evaluacion sistematica de |a actividad de ta GST cuando esta expuesta

a un toxico 6n sobre la dinamica de la

respuesta de defensa de la planta y la movilizacion del compuesto contaminante
desde el suelo hasta el sifio de degradacion final o de confinamiento. En nuestros
estudios, [a actividad de GST de la rizésfera no se vio modificada. Ello no descarta
que otras enzimas o actividades de biodegradacion de la rizésfera podrian estar
implicadas, pero sugiere que la GST de la rizosfera no participa en el proceso de

fitorremediacion de endosulfan,

Diferentes estudios han demostrado que. ante una exposicion a plaguicidas,
las raices de las plantas utilizan GST y que son capaces de conjugar xenobidticos
con GSH 6 (Hatton y col.. 1999: Dietz y

Schnoor, 2001; Dixon, 2002, Scarponi y col., 2006). Ademas, un estrés abiotico en
la rizésfera induce un mayor nimero de proteinas de estrés en el apice de la raiz
incluyendo GST (Schroder y col, 2007). Nuestros resultados estan en
concordancia con los trabajos previos mencionados, debido a que observamos
una elevada actividad de GST en la raiz de O. basilicum a una concentracion de
10 mg/kg de endosulfan en suelo (tabla 3). De la misma manera, la actividad de
GST de hojas presenta un comportamiento semejante, esto es. también se
incrementa su actividad a 10 mg/Kg. Sin embargo, al incrementar la concentracion
del contaminante en suelo no hay una mayor induccion de la actividad enzimatica
por el contrario Ia actividad de la GST desciende hasta casi los niveles registrados
en ias raices de plantas no expuestas al endosulfan; Es probable que
concentraciones superiores saturen los transportadores de la raiz y por ello no se

observen cambios con respecto al control. Harvey y cols. (2002), explican que fos

son absorbidos a superiores de 10 mg/kg de

2



por

suelo, debido a que inferiores son

tos microorganismos presentes en el suelo

Tabla 3. Actividad de GST en 0. basilicum L. y su rizbsfera.
Actividad de GST (amoles min® mg proteina)

Parte dela | a diferemes concentraciones de endosulfin én suelo (mg endosulfan Ke de sucio) (n=3)

ra el incremento en porcentaje relaivo a la concentracion 0)

plana e paréntesis se s
0 0 T T
Ko | 1890303 [ 178004257 | 16540412 1,600 (0:315)
Rl 100% % E e
R 1.750 (0 583) 4.098 (0.679)" 1.558(0.412) 1760 (0.641)
aie e e
| e, .
Mo | 10600397 | 19090548 0529 (0.089) "
| oo | s e

El tallo tiene una funcion vital como transporte por o que el flujo de agua y
nutrientes es constante. La naturaleza capilar del xiema, las propiedades de
cohesion de las moléculas de agua entre i, la adhesion del agua a las paredes
celulares y la tension desarrollada por diferencias en el potencial hidrico
originadas en la transpiracion, permiten en conjunto, el movimiento de Ia columna
de agua desde la raiz hasta las hojas (Bidwell, 2002). El lallo constituye la
segunda parte por la que un contaminante atraviesa. Resuita interesante que.
aunque la actividad de GST de tallo es mas baja que en la raiz en tres de las
concentraciones probadas en este trabajo, en el caso de la concentracion de 100
mg de endosulfan/Kg, Ia actividad de tallo es la mayor de las actividades de GST
(del tallo) y mayor que la observada en la raiz. Desde un punto de vista
teleoiogico, pareceria no tener sentido que fa GST de tallo también respondiera a

bajas concentraciones, pues fa primera defensa de la planta -la raiz- ya esta

disefiada para detener de y el tallo a
conceniraciones superiores. En lodas las concentraciones de endosuffan

probadas, a actividad de GST de tallo fue mayor que la de las hojas. Ambas
5



partes de la planta responden como un mecanismo de defensa “escalonado” que

parece saturarse a diferentes concentraciones. Sin embargo. ambos pueden
proteger al 6rgano de fa planta que genera su alimento -la hoja-

Los resultados del presente trabajo sugieren que la GST es parte del

de pero como parte de un mecanismo

protector de la planta contra el contaminante. EI primer mecanismo de defensa

seria la raiz. En este, la actividad de GST se incrementa a concentraciones del

orden de 10 mglkg pero que parece saturable y que se disminuye a mayores

ala El segundo es el tallo cuya
actividad de GST se incrementa a concentraciones de 100 mg/kg y que también
disminuye a concentraciones superiores. A concentraciones de 1,000 mglkg

ambas actividades se saturan y la actividad de GST en la hoja disminuye
significativamente.

La actividad de GST se encuentra comprometida como un mecanismo de
respuesta. La hoja es un 6rgano con alta actividad metabolica y no resulta extrano
que se encuentre involucrada en los procesos de respuesta de la planta al estrés
La GST juega un papel relevante en los mecanismos por los que la planta hace
frente a los xenobiéticos (Dixon y col., 2002). Hatton y cols. (1999) han mostrado
la funcion de la GST foliar de Setaria faberi contra diferentes grupos de herbicidas.
Nuestros resultados también sugieren el papel principal de la GST foliar como
parte de un mecanismo de respuesta a endosulfan. De hecho, la GST foliar
muestra las mayores variaciones de su actividad segin sea la concentracion de
endosulfan respecto al resto de las partes de la planta (tabla 3)

Tomando en cuenta todo lo anterior, podemos concluir que GST es parte
del mecanismo de respuesta de la planta que parece estar bien orquestrado en
dos barreras- la raiz y el tallo- para proteger la parte mas sensible de la planta, la
hoja. Dado que el endosuifén tiene como organismo diana los insectos y no las.
plantas, resulta interesante que la planta varie la actividad de GST al plaguicida en
una manera érgano-dependiente. No obstante, es clara la respuesta de la planta al
plaguicida mediante las alteraciones de la actividad de GST. Nuestros resultados
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senalan que la planta responde al tratamiento con endosulfin y que esta

respuesta depende del érgano y de la concentracién del insecticida.



10. Conclusiones

a. Laactividad de la GST de Ia planta varia segun la parte de la planta
- se increments en hojas y raiz de O. basilicum expuesta a 10 mg
(endosulfan)/Kg (tierra); en tallo, se incrementa a 100 mg/Kg
—~ disminuye en hojas expuestas a 1.000 mg endosuifan/Kg;
~ en rizosfera no se ve modificada por a exposicion a endosulfan
b. La actividad de GST se encuentra involucrada en la respuesta de la planta
y en el de O. basilicum hacia

endosulfan. Esta respuesta depende del organo estudiado y de la

concentracion del endosuifan



11. Prospectivas

La capacidad de las plantas para extraer contaminantes procedentes de
suelos contaminados por plaguicidas es bien conocida. La fitoextraccion mediada
por enzimas propias de la planta (tales como GST) ofrece una respuesta al posidle
mecanismo fitorremediador de Ocimum basilicum L. Dicha estrategia resulta
econémica y estéticamente agradable, aparte de representar poco riesgo para la

salud o el medio ambiente

Para dar continuacion a este trabajo de investigacion se sugiere estudiar la
capacidad fitoacumuladora de la planta Ocimum basilicum L en vacuolas y raiz
expuestas a endosuifan
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