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RESUMEN

La fitorremediaci6n es una estrategia para eliminar 0 disminuir los efectos

indeseables de los contaminantes en el ambiente. Esta tecnologia puede

potenciarse si se conocen los mecanismos por la que ocurre. Previamente en

nuestro laboratorio, hemos encontrado que la planta Ocimum basilicum L. tiene un

efecto fitorremediador de endosulfim, un plaguicida toxico persistente en el

ambiente. Para optimizar la fitorremediacion de endosulfan 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

involucradacomopartedeladefensadelasplantashaciacompuestosexogenos.

De esta manera, estudiamos la posible variaci6n de la actividad de la GST en las

partes de la planta: rizosfera, raiz, tallo y hoja. Para evaluar 10 anterior, se

expusieron experimentalmente plantulas 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 la planta y probablemente en el mecanisme fitorremediador de O.

basilicumhaciaendosulfan. Estarespuestadependedelorganoestudiadoydela

concentracion del endosulfan.



1. Inuoduccl6n

Aaquelloscompuestosoagentesquealteranlahomeostasisdelambiente,

y que ponen en riesgo la salud 0 bienestar del ecosistema, se les denomina

contaminantes (Williams, 2001). Algunos desequilibrios de los ecosistemas como

laquemade bosquesy pastizales, pueden serresueltosde manera natural. Sin

embargo,cuandoeldeterioroesextenso, como por ejemplo cuando ocurren los

derrames de petr61eo 0 intenso como el rapido incremento de plaguicidas

moderadamentepersistenteso recalcitrantes, estosdeteriorosambientales no son

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

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

efeclos de los contaminantes. Entre estas tecnologias se encuentra la

fitorremediaci6n,queutilizaplantaspararemediarelambiente. Las plantas utilizan

diversos mecanismos para hacerlo, entre ellos, se encuentran sus respuestas

bioquimicas, fisiol6gicas 0 ecol6gicas. Entre estas se puede mencionar, el

incremento de enzimas de biotransformaci6n que contienden con los

contaminantesoelconfinamientode los mismos en las vacuolas de lashojasola

estimulaci6n de los organismos del suelo por los nutrientes contenidos en los

exudadosdelaraizdelaplanta. En nuestrolaboratorio, hemosencontradoquela

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

organoclorado endosulfan. EI mecanisme fitorremediador falta por elucidarse.

Durante el desarrollo del presente trabajo se investigaron dos posibles

mecanismosbiorremediadores:porun lado,Iaposibieinducci6ndeiaenzimade

biotransformaci6n denominada Glutati6n S-Transferasa en la planta y, por otro, la

posiblefitoestimulaci6n de la plantasobrelos microorganismosdeIsuelo.

2. Marcote6rico

2.1 Lafltorremediaci6n

Lafitorremediaci6nes unaestrategiade remediaci6n ambientalen donde

se utilizan plantas para disminuir 0 eliminar los efectos indeseados de los
1



contaminantes en el ambiente (Velazquez-Fernandez y col., 2012). Se considera

como una tecnologia sustentable ya que es econ6micamente viable, eficaz en el

rangoderneses y compatible con el ambiente,lo cualle ha otorgado mayores

ventajascon respecto a otras tecnicas de Ingenieria de remediaci6n (Frick y col.,

1999, EPA, 2012). La fitorremediaci6n inici6 su desarrollo como tecnologia en los

70's, cuando se utiliz6 para la purificaci6n de los suelos y agua contaminados,

principalmente en la recuperaci6n de suelos de yacimientos mineros

abandonados. En la decada de los 90's, surgeel conceptode fitorremediaci6n y

es entonces reconocido como nueva tecnologla (Barcel6 y Poschenrieder, 2003;

WiliiamsonyJohnson, 1981). Ya se han observado varios ejemplos delusodela

fitorremediaci6n. por 10 que la Agencia de Protecci6n Ambiental de los Estados

Unidos de America (EPA) la ha recomendado como una tecnologia adecuada para

la remediaci6n ambiental (EPA, 2012). Se ha mostrado la capacidad de las plantas

para biorremediar contaminantes como plaguicidas (Germaine y col., 2006) y

metales (Loneycol., 2008). Debidoa esta versatilidady a las caracteristicas de

las plantas. la fitorremediaci6n presenta ventajas y desventajas. Una de las

principalesdesventajasesquepuedenponerenriesgolacadenaalimenliciasise

utilizan plantaque sean de usocomercial. Sin embargo, ycomo se ha sugerido

(Yadavycol..2010),sepodrianutilizarplantasmodificadasgeneticamenteloque

podria subsanar algunas desventajas y aprovechar los beneficios. De esta

manera, la fitorremediaci6n presenta mas ventajas que otras tecnologias de

remediaci6n como lasfisicoqulmicas (tabla 1).

La fitorremediaci6nconduce a latranstormaci6n, degradaci6n, volatilizaci6n

oinmovilizaci6ndelcontaminante(Velazquez-Fernandezycol.,2012). Estopuede

ocurrir por la acci6n de la planta misma 0 de los microorganismos que se

encuentran adheridos a sus ralces. AI microecosistema asociado a las raices de

las plantas se Ie llama riz6stera (Walker y col., 2003). Tanto esta como la planta

puedenintervenireniafitorremediaci6n,esdecir,Iafitorremediaci6nocurreporla

acci6n dela planta, su riz6stera 0 la combinaci6n de elias. Se considera que los

mecanismos de la fitorremediaci6n son aquellos que ocurren a traves de los

procesos fisiol6gicos 0 bioquimicos realizados por las plantas y su riz6stera. EI
2



confinamiento en vacuolas. la rizoestimulaci6n 0 fitoestimulaci6n, la

fitovolatilizaci6n, la fitoestabilizaci6n, la rizofiltraci6n y la fitoextracci6n (Fig. 1) son

algunos de los procesos fisiol6gicos que pueden lIevar a un efecto fitoremediatorio

sobrecontaminantes.

Tabla 1. Comparaci6n de ventajas y desventajas de algunas tecnicas de
remediaci6nambiental

Relaci6n beneficio~::~ I-';~=:oo---+-""'~~""-: ----+-"'~~=toO--

Amigable con e~:~~~{~ 1-7~;."--~_---+-""~:v=ece=s -----1~i:c----
Depende dei ti~~~~~~;:~~l: I-"S,,---I_---+-=Ba""-·o_--t-""Ba='o__

Usa elb~;:~o~~~o~: :~~o':~~::~!:~";,": 1-7~;'='--~----+-7-~iv=ece-=-=-s -----1~--

Puedeoeruoado para blorremedlar Suelo SI

Al~: I-;:~O;-~----+~-~'----

SI No
Mediano Lara
SI SI

Aveces No
Aveces No
Aveces No

Punta. clive

Se debe~~:~~~:~ ~i~:~~~~t:~~~ I-'-'N:=....O---+=------t-""-­

posteriores Prod~~~~~~e: ~~~~r~::~;~~ H':~e.--~---+~=----~~-
Sedebeeuidarlaoxigenaci6n Aveces

SedebeajustarS:~~~i~~~t~: I-A-vece-s--+------+---

SereqUierentratal~~:n~~~ru~~;:ri~;:~~:1--":"---:----+==----~~-
Serequiereconlrolbiol6gicoodisposici6n

de los miCrOorg~i~i~~~: I-';;~":':;~rto=-s--t-T.':=-----1~,-------

5e requiere investigaci6n d~~~~~:i~i~~~: NA

Sepuedeaplicarins~u I-;A=ve=ces,-------+,;-,~-----1~--

(EPA,2000,Agudeloycol.,2005,Nunezycol.,2004,SaleryTrevors,2008,Delgadlllo-L6pezycol.. 2011;

Velazquez-FemAndezycol,,2012)



La acci6n de enzimas de biotransformacion sobre los contaminantes son los

principales agentes encargados de los mecanismos bioquimicos en la

fitorremediacion. Esta biotransformacion puede provenir del metabolismo vegetal 0

elmicrobiano.Asi,lafitoacumulacionylafilodegradacionsebasanenlaaccionde

unaovariasenzimasdelaplanta, porotrapartelarizodegradacionesllevadaa

cabo poria riz6sfera. La capacidad de biotransformacion 0 biodegradacion, varian

con laplanta puescada especietienesu bioquimicayfisiologia caracteristica. Si

bien hay ciertas generalidades que se comparten entre todas las plantas, las

capacidadesde biotransformacion o biorremediacion sondiferentessegun sea la

plantautilizadayelcontaminantealquepodrianhacerfrente

Flgura1.Modelodeunaplantafitorremediadoraysusposibles
mecanismoS(tomadodeVelazquez-Fernandezycol.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 concentraci6n de endosulfan

cuando este se expone al contaminante por espacio de 30 dias (Ramirez­

Sandoval y col" 2011). Se estudi6 la planta albahaca debido a que presenta

caracterislicas que se podria esperar de un agente biorremediador. Un buen

candidatoparabiorremediadorseriaaquelcapazdecrecerensuelocontaminado

y que no altere la homeostasis ecol6gica. Esto es, que el agente no represente

una amenaza a otros organismos 0 provoque un deterioroal ambiente. Esporeso

quelasplantasresultancandidatasadecuadas,sobretodoaquelias que se

encuentrenpresentesenelecosistema, porqueello significa que elecosistemaya

regula la poblaci6n y el impacto de la planta. Es decir, se debe evitar la

bioaumentaci6n, 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

facilmentealambiente, nosereproduceagresivamenteytieneefectosrepelentes

para algunosinsectos (Zheljazkov y col. 2008)

Ocimum basilicum L., mejor conocida como albahaca de hoja grande es

una hierba aromatica anual de la familia de las Lamiaceae, nativadelran, Indiay

otras regiones tropicales de Asia, dondees cultivada hace mas de 5.000arios. La

albahaca fue introducida a Mexico durante la epoca colonial, para despues

extenderse de manera silvestre por casi toda la Republica (Melchor, 2009). Es

cultivadacomoespecieperenneenclimastropicalesydecrecimientobajo(entre

30-130 em). Las hojas se ubican de forma opuesta, con tonalidad de un verde

intensoalfrenteyverdegrisaceoporelenves, sonovales, dentadasydetextura

sedosa;unaplantapuedemedirentre3y11 cmdelargopor1-6cmdeancho,

son plantas muy sensibles a las heladas. Emite espigasflorales terminales, con

florestubulares de color blanco oviolaceo las cuales, a diferencia del resto de las

lamiaceas,tienenloscuatroestambresyelpistiloapoyadossobreellabioinferior

de lacorola.



Como se mencion6 anteriormente, se sabe que 0. basilicum L. puede

repeler a algunas especies de insectos, par 10 que se estima que podria tener

alguna propiedad plaguicida, esto resulta interesante ya que plantas que crecen a

su alrededor son beneficiadas por sus propiedades, 10 que contribuiria al proceso

de biorremediaci6n. La albahaca es muy facH de cultivar, ademas de ser

econ6mica y reproducible; en invernadero crece todo el ana y las condiciones

climalicas del estado de Nayarit benefician considerablemente su desarrollo. Lo

anterior convierte a la Ocimum basilicum L. en una excelente candidata para

biorremediar al plaguicida organoclorado, endosulfan, que es ampliamente

utilizadoenelestado.

2.3 EI plaguicida organoclorado endosulfan

EI endosulfan es unplaguicida organoclorado, que perteneceal grupode los

ciclodienos. Su f6rmula empirica es CgHsCIs03S Y el peso molecular de 406.95

g/mol. Elproductotecnicofinalesmezcladedosis6meros,alfaybeta,enrelacion

aproximada 70:30 (ATSDR, 2004) (Fig. 2). EI endosulfan se utiliza ampliamente

para fines agricolas sobre una gran variedad de cultivos como cafe, te, cereales,

algod6n, oleaginosas, hortalizas, citricos, frutas, ornamentales ytabaco, para el

control de afidos, escarabajos, gorgojos, mosca tse-tse, saltahojas, pulgas,

perforadoresyacaros, entre otros (Harikrishnan y Usha, 2004).

Fig. 2. Estructura quimica del endosulfan.



En abril del 2011, el endosulfan fue incluido oficialmente en la Convenci6n

de Estocolmo dentro de los contaminantes org{micos persistentes, porque es

t6xico, persistente, bioacumulativo y se mueve ambientalmente grandes distancias

(POPS, 2012). EI endosulfan se ha encontrado en suero humano, en muestras

ambientalesdeagua, en organismosyareasagricolasdediversos paisesdurante

la ultima decada (Carreno y col., 2007; Chopra y col., 2010; Liu y col., 2010).

Particularmente en el caso del estado de Nayarit, se ha utilizado para control de

plagas en cultivos de arroz y su venta al publico es libre (SAGARPA, 2004). EI

endosulfan puede permanecer por anos en el ambiente y presenta movilidad

ambiental. Se ha observado en los grandes lagos de Canada, muy lejos de

cualquiersitiode contaminaci6n industrial 0 urbana. De esta manera, no resulta

extralloquese Ie hayaencontrado en distintas muestras ambientales de Nayarit,

tanto en agua de esterosyrios, como en organismos acuaticos (Robledoy col.,

2011).

Elendosulfanprovocaefectosdaninosen insectosquesonsusorganismos

diana perc tambien en otros animales (POPS, 2011). En mamiferos, afecta el

sistema nervioso central, higado, riMn y sistema inmune (Silva y Beauvais, 2010;

Harikrishnan y col., 2004; ATSDR, 2004). En el humano, causa des6rdenes fisicos

congenitos, retraso mental y muerte (POPS, 2011).

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

sobre las enzimas relacionadas con su biotransformaci6n y de los plaguicidas

organoclorados en general. En buena parte, la recalcitrancia del endosulfan y de

los plaguicidas organohalogenados se debe a la presencia mismade losatomos

dehal6genosenlamolecula.Cuandoestosatomossonseparadosdelamolecula

generan radicales Iibres, acidos halogenadoque resultandaninos para las

enzimasquelospuedandegradar. Entre las enzimas que tienen lacapacidad de

conducir ala deshalogenaci6n de compuestos organoclorados se encuentra la

Glutati6n S-transferasa (GST), cuya participaci6n en la respuesta a plaguicidas ha

sidoreportadaparamuchosorganismos(Hatlonycol., 1999; Labrouycol.,2004;

Scarponiycol.,2006; SchrOder y col., 2007; Velazquez-Fernandez y col. 2012).



2.4 La enzima de biotransfonnaci6n glutati6n S-transferasa

Las enzimas de biotransformaci6n juegan un papel central en

mecanismos bioquimicos involucrados en la fitorremediaci6n (Dixon y cols, 2002;

Frova C, 2003). Tradicionalmente, las fases de la biotransformaci6n se han

divididoentres(tabla2)deacuerdoalprocesobioquimicoquesellevaacaboy

enlosqueparticipandiferentesenzimas. LaGlutati6nS-Transferasaesunodelos

pocosejemplosdeenzimasque pueden verse involucradasen lastresfases. Lo

cual resulta muy interesante, en especial porque esta enzima se encuentra

evolutivamenteconservada(Frova,2003:Sawickiycol.,2003).

Fase Proceso bioquimico involucrado

Fasel Conversi6ndegruposfuncionales: (deshalogenaci6n, oxidaci6n,

reducci6n,hidr6Iisis)

Fasell Conjugaci6n con grupos (porejemplo, glutati6n, azucares,

aminoacidos)

Faselll Compartamentalizaci6n(usualmentedeconjugados)

Las Glutation S-Transferasas 6 GSTs, desemperian un papel clave en la

fase II de desintoxicaci6n enzimatica (Habig y Jakoby, 1981). Las GSTs son

proteinas dimericas multifuncionales que catalizan la transferencia de glutati6n

(GSH) a compuestos electrofilicos. Esto puede generar un producto que sea un

conjugado (denominado GSX) de GSH con el compuesto, 0 una porci6n de el

(Dixon y col, 2002). De esta manera, la acci6n enzimatica de la GST puede

conducira una reacci6ndealquilaci6n, deshalogenaci6n (Fig. 3)eincluso

actividaddeperoxidasa(Velazquez-Fernandezycol.,2012).



.,---()-x R~SG
GSH+ ~,-'~, +HX

Fig.3.ModelosdereacclonescatalizadasporGST.Semuestranlasreacciones
dedeshalogenaci6n(A)yO-dealquilaci6n(B).(TomadodeVehlzquez-Fernandez y eo!..

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). Ii

(delta), ~ (mu), K (kappa), 8 (teta), 1; (zeta), It (pi), t (tau), (j) (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 clasepi presenta actividad enzimatica de desintoxicacion de herbicidas,

mientrasquetaupuedeserinducidaporataquedepatogenos, metalespesados,

dallooxidativoyestrestermico(Frova, 2003).

En los animates, donde ha side mas estudiada la GST, se considera que su

funci6n principal esdesintoxicarcompuestosexogenos. Sin embargo, en plantas

su funci6n esta principalmente relacionada a la regulaci6n hormonal y al

metabolismo secundario de antocianinas, aunque tambiem participa en la

desintoxicaci6n de herbicidas (Marrs, 1996; Dixon ycol., 2002). Deesta manera.



en plantas, la GST es parte del mecanisme de respuesta a varios estimulos como

elestresoxidativo,el ataquedepat6genosylatoxicidadde metalespesadosy

plaguicidas (Dixon y cols., 2002). Por ejemplo, en maiz y trigo, se determin6 un

incremento en la actividad de GST despues del tratamiento con los herbicidas

butacloroytemutilazina (Scarponiycol.,2006). Ademas, se ha demostradoque

algunosGSXsontransportadosalasvacuolasparaconfinamientodexenobi6ticos

(Dietz y Schnoor, 2001). Tomando en cuenta todo 10 anterior, GST parece jugar un

papelenlosmecanismosbioquimicosinvolucradosenlabiorremediaci6n.



3. Planteamiento del problema

Elendosulfanes un plaguicida persistente en elambienteypuede provocar

dal'los fisicos, mentales e incluso la muerte. Esto, aunado a que el plaguicida

puedemovilizarseenelambiente,conviertealplaguicidaen un peligro alasaludy

al ambiente (POPS, 2011).

En Nayarit, como en el resto del pais, actualmente no existe restricci6n

sobre el uso de endosulfan a pesar de su toxicidad y persistencia ambiental. Es

preocupanteel hecho que dentro del grupo de los pesticidasorganoclorados,el

endosulfan ocupa el primer lugarde ventas en el estado de Nayarit (Gonzalez,

2008),10 cual ocasiona una disponibilidad elevada en el ambiente y como

resultado se genera una alta exposici6n de la poblaci6n al mismo. Por su

toxicidad, su presencia en el ambiente y la falta de restricci6n para su usc, se

deben establecer estrategias para su remediaci6n. En este trabajo, nosotros

proponemos el proceso de fitorremediaci6n como una probable estrategia de

destoxificaci6ndesueloscontaminadosconendosulfan.



4. Justificaci6n

La fitorremediaci6n posee un papel significativo dentro de los mecanismos

dedesintoxicaci6n de contaminantes en el ambiente.A nivel internacional se ha

hecho un "amado para implementar estrategias viables y sustentables que

contrarresten, disminuyanoeliminencontaminantesde usocotidiano, tales como

elendosulfan.

En un estudio previo, nosotros determinamos la capacidad de Ocimum

basilicumL. paradisminuirlaconcentraci6ndeendosulfanensueloen periodos

de tiempos cortos: sin embargo, no fue posible determinar el mecanisme

fitorremediador. EI conocer dichos mecanismos permitiria, posteriormente,

potenciarel efecto fitorremediador 0 bien, reducireltiempodedescontaminaci6n

utilizadoporlaplanta.

La biodegradaci6n enzimatica mediada por plantas constituye una

herramientalililparalainvestigaci6nsobrefitorremediaci6n.Sesabequetantolas

plantas como los organismos de la riz6sfera poseen actividad de GST y es

probablequelacapacidadfitorremediadoradeO. basilicumL.sedebaalaacci6n

de estasenzimas. Debidoaloanterior,nosinteresaestudiaren O. basilicumL.la

actividad de GST de la planta y su riz6sfera, para elucidar los mecanismos de

fitorremediaci6ncontraelendosulfan.



5.HIp6tesis

La actividad de la enzima Glutati6n S Transferasa en Ocimum basilicum L. y

en su riz6sfera cuando se expone a suelo contaminado con endosulfan es

responsable del mecanismo fitorremediador via confinamiento del plaguicida.



6.0bjetivos

6.10bjetivogeneral

Estudiar la actividad de la enzima Glutation S-Transferasa en la planta Ocimum

basilicumL.ysurizosferaensuelocontaminadoconendosulfan.

6.2 Objetivo especifico

1. Delerminar la actividad de la Glutation S-Transferasa en hojas, lalla y

raiz y consorcios microbianos de la rizosfera de la planta Ocimum basilicum L.

experimenlalmentecontaminada con endosulfan.



7. Material yM6todos

7.1 React/vas

TOOos los reaclivos utilizados fueron grado analitico, el endosulfan se

obtuvo en una casa comercial bajo el registro de Thiodan ®BAYER (de libre venta

en Nayarit).1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (#Cat. 136630) y L-glutati6n

reducido (GSH, #Cat. G4251) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. EI estandar de

protelnas Albumina serica bovina (BSA, fracci6n V, Cohn mOOificado, pH 5.2, #Cat

12660)fueadquiridodeCalbiochem

7.2 Exposicl6n de O. basilicum al plaguicida

Con base en el principio activo (35%) de endosulfan (Thiodan® Bayer), se

calcul6 el volumen para obtener concentraciones de 10,100 Y 1000 mg. Las

concentracionesdeendosulfanseemplearon para pre-tratarla tierrayprepararla

parasuusoexperimental. Latierraenlaquesecultiv60. basilicumL.sepretrat6

a diferentes concentraciones de endosulfan: 0, 10, 100 Y 1000 mg de

endosulfan/kgdetierra.Cabemencionarquedeestas, lade 10mg/kg de tierra es

semejante a las concentraciones que se alcanzan en el usa agricola del

insecticida. La de 100 mg/kg se utiliza para ensayos de biorremediaci6n en

plaguicidas,yutilizamoslade 1000mg/kg para lograrun efecto de sobrecarga 0

saturaci6n del plaguica sobre el microecosistema en el suelo. Posterior a la

adici6n del endosulfan, se homogeneiz6 y se procedi6 a plantar los ejemplares

con 5 dlas de crecimiento ymenores a2 em de altura. Loscultivossemantuvieron

en invernadero a temperatura ambiente (con malla sombra) por 15 dias. EI tiempo

deexposici6n de las plantas al suelo con endosulfan fuede 15dlas.Alterminode

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

7.3 Extractoenzim6tlco

7.3.1 Extractodelaplanta



La extracci6n de la GST se realize mediante una modificacion de la tecnica

de Scarponi y col., (2006). Brevemente, se pesaron 6gr de O. basilicum L. (se

utiliz6 de manera independiente tallo, raiz, hoja), se pulverizaron en un mortero

con nitr6genoliquido, el po/yO se suspendiocon 30 mLde bufferintermediario de

la extracci6n, para generar un homogenizado (1:5 w/v; Tris 100 mM pH 7.5, EOTA

2 mM, OTT 1 mM y PVP 15 giL). Posteriormente se filtro dos veces con dos capas

de muselina, el homogenizado se centrifugo a 7,000 rpm por 50 min. A partir de

aqui, a este sobrenadante se Ie lIamara extracto enzimatico. Este extracto se

mantuvo en refrigeraci6n hasta la determinaci6n de la actividad enzimatica de

GST.

7.3.2 Muestra del consorcio microbiano de la riz6sfera

Oespuesdelcrecimientode/aplanta,estaseseparodelsuelo,setomaron

5gdesueloadheridoalaraizyseinocularonen 10mLdecaido Luria Bertani, el

cultivo se incub6 a 37" C por 24 horas. Oe este medio de cultivo se tome

directamente la muestra para la determinaci6n de la actividad de /a Glutation S­

Transferasa. Losexperimentosserealizaronportriplicado.

7.4 Actividadde laGST

La determinaci6n de la actividad de GST se realizo segun el procedimiento

de Scarponi y col., (2006); se tom6 como sustrato estandar al CONB (1-c1oro-2,4­

dinitrobenceno). La determinaci6n fue previamente estandarizada 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 tioester, en donde el pico maximo de absorbancia se presenta a 340 nm. Para

la reacci6n se agregaron: 25 f1L de CONB 40 mM, 900 ~L del amortiguador

KH2POJK2HPO. 0.1 M (pH 6.5), 50 ~L GSH 0.1 M (pH 7.0). Se midio la



absorbancia (basal) cada minuto durante 3 min. Posteriormente, se aiiadieron 40

III del extracto enzimalico 0 el cullivo bacteriano y se midi6 el cambio de

absorbancia cada minuto durante tres minutos a 340 nm. De dichos datos se

calcula el promedio del cambio de absorbancia por minuto con y sin la enzima. AI

cambio de absorbancia con la muestra enzimatica se Ie rest6 el cambio de

absorbancia basal. A partir de dicho dato se calcul6 la actividad enzimatica

utilizando el coeficiente de extinci6n molecular del producto (9,600 M-' cm-')

(Habig y Jakoby, 1981). La actividad enzimatica esta expresada en nmoles de

producto/(min·mgde proteina total del extracto).

7.5 Determinacion de proteinas totales

Para esta determinaci6n se utilizan tres soluciones: soluci6n A (NaOH 2 g,

Na2C0310 g, tartrato de sodio y potasio 0.134 g, aforado a 500 mL con agua),

soluci6n B (Sulfato cuprico al 0.5%) y soluci6n de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich).

La determinaci6n de la proteina total, se realiz6 mediante el metodo de Folin­

Ciocalteu. La concentraci6nde proteina se calcula a partir de una curva estandar

con BSA a diferentes concentraciones conocidas que van desde 0.001 a 1.5

mg/mL. La concentraci6n de proteina en la muestra se calcula a partir de la

interpolaci6n de la absorbancia observada a 750 nm de la muestra en la curva

estandar. En microplacasde98 pocillosse hicieron reaccionar40 ~Lde muestra

(oestandar) con 200 ~L del reactivode Lowry (preparado de partes iguales de la

sol. A y la sol. B) y se agit6. Despues de incubar por 10 min a temperatura

ambiente, se agregaron 20 ~L del reactivo Folin-Ciocalteu. Se incub6 por 30 min a

temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 750 nm en ellector para

microplacas ~Quant Biotek. Cada determinaci6n se realiz6 por duplicado para

cadamuestradecadatratamiento.

7.6 An611slsestadistico



los resultados se expresan como la media ± desviaci6n estandar (OS). Los

ensayos se hicieron por triplicado. Se realiz6 el analisis por ANOVA de una via.

seguidode un analisis por BonferronL Paracomparaci6nentregrupos,seutiliz61a

prueba U de Mann-Whitney. Se consider6 un valor de p < 0.05 como significativo.



8. Resultados

8.1 Actividad de GST en O. basilicum L.

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

mostr6 una variabilidad de acuerdo a la concentraci6nde endosulfan (Fig. 4). Se

determin6 una mayoractividad enzimatica a laconcenlraci6ndeexposici6nde 10

mg/Kg. Por arriba de esta concentraci6n, la actividad de GST en hojas es inversa

ala concentraei6n de endosulfan en suelo, esto es, a mayor coneentraei6n de

endosulfan en suelo, menoractividadde GST.

Fig. 4. Actlvldad de GST en hojas de O. basilicum L. expuesta a end05ulflin.
EI pico mliximo de aclividad de GST en hojasseobserva ala concentraci6nde10mg/kg
de endosulfan en suelo. ANOVA, ·PO 0.05 respecto al control (0 mg/kg). (n=3)

Cuando la determinaci6n de la actividad de GST se determin6 en la raiz de

laplanta, observamos que de manera similar a la aetividad eneontradaenhojas:el

pico maximo se presenta cuando la exposici6n se da ala eoncentraci6n de 10

mg/kg de endosulfan en tierra (fig. 5). A mayores eoneentraeiones no se

observaron difereneias en la aetividad de GSTen raizeon respeeto al control, sin

exposiei6na endosulfan.



Cooceotracloo de eodosulfao
(mg/kg tierra)

Fig. 5. Actlvidad de GST en ralz de O. basilicum L. expuesta a endosulfan.
La actividad maxima de la enzima se observ6 a la concentraci6n de 10 mg/kg de
endosulfan en suelo. ANOVA. 'Po 0.05 respecto al control (0 mg/kg). (n=3)

La actividad de la GST determinada en el tallo. no muestra diferencia

significativascon respectoa la actividad en el control (figura6).

Con el fin de analizar el comportamiento de GST en cada uno de los

componentesdelaplanta, realizamos un comparativogeneral de loscomponentes

de la planta y las concentraciones empleadas. En la figura 7 se observa que la

mayor actividad de GST se registrO en la raiz a una concentraciOn de 10 mg/kg.

mientrasque a mayor concentraci6n no seobserva inducci6nde la actividad de

las GST. en ninguna de las partes analizadas de los ejemplares
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Fig. 6. Actlvldad de GST en lallo de O. basilicum L. expuesta a endosulfan.
Noseobservandiferenciasestadlsiticaen laactividad de GSTen tallo de plantas
expuestasa una concentraci6n de 10,100y 1000 mg/Kg deendosulfan. (n=3)
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Fig. 7. Actividad de GST en la planta O. basilicum L. expuesta al endosulfan.
ANOVA, 'P> 0.05 respecto al control (0 mglkg). n = 3



8.3 Actlvidad de GST en la riz6stera de O. basilicum L.

La riz6stera de Ocimum basilicum L. expuesla a las diferenles

concenlraciones de endosulfan lrabajadas no reflej6 cambios significalivos

(p=O.05) respeclo a su control en la aclividad de la GST.

10 100 1000
Concentraclon deendosulfan

(mg/kgtlerra)

Fig. 8. Activldad de GST en riz6sfera de O. basilicum L. expuesta a endosulfan.
No seobservaron diferenciasen laactividad de las GST presentes en la riz6sfera de
O. basificum L. expuestas a las diferentes concentraciones de endosulfan ANOVA
·P>O.OS respectoal control (Omg/kg). (n=3).
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9.Discusi6n

En untrabajoprevio,nuestrogrupoevalu61acapacidadde biorremediaci6n

de dos especies de Ocimum: minimum L. and basilicum L. Se analiz6 la 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 la concentraci6n del contaminante del suelo (Ramirez-Sandoval y col.,

2012, Melchor, 2009). La especie que mejor respondi6 a las condiciones

experimentales fue O. basilicum L., ademas disminuy6 la concentraci6n de

endosulfan en suelo hasta en un 37% (Ramirez-Sandoval y col., 2011). Debido a

10 anterior, en el presente trabajo se decidi6 estudiar la respuesta de GST de 0

basilicum L. al contaminante. Para ello, se evalu6 la actividad de la GST en

diferentescomponentesdelaplanta(hoja,talloyraiz), una vezque estaenzima

es parte de la respuestaaxenobi6ticosyaagentesoxidantes(Dixonycol., 2002)

Como primer paso, seestandariz61atecnicadedeterminaci6n de la actividad de

GST en plantas (Cota, 2010). Esta determinaci6n se bas6 en el metoda descrito

por Scarponi y col. (2006). Nuestros resultados muestran que debido a que las

actividaddelaGSTdeplantaespequena, las desviaciones estandardescriben un

error de alrededor del 30% derivado del metodo. Desafortunadamente, hasta

donde tenemos conocimiento, no hay ninguna tecnica mas precisa para la

determinaci6n de la actividad de GST en la actualidad.

Nuestrosdatosdedanooxidativoguardan relaci6n con laactividad de GST

que registramos en las plantas. La actividad de GST en hojas de la planta O.

basilicum L., se incrementa significativamente cuando se expone a una

concentraci6n de endosulfan a 10 mg/kg de suelo y se mantiene

aproximadamente igual ala concentraci6n de 100 mg/kg. Esto sugiere que la

actividad de GST esta involucrada en el mecanismo fitorremediador de

endosulfan, talvezmediante su participaci6n en la absorci6n yalmacenamiento

del insecticidaen hojas, comose ha reportadopreviamente para otrosplaguicidas

(DietzySchnoor,2001).



En la fitorremediaci6n, no s610 las plantas participan en los procesos de

eliminaci6n de contaminantes, los microorganismos asociados a elias tambieln

contribuyen en la degradaci6n de contaminantes orgilOicos a productos

inofensivos, 0 bien, en mineralizartos hasta C02 y H20 (Velazquez-Fernandez,

2012). Laevaluaci6nsistematicadelaactividaddeiaGSTcuandoestaexpuesta

a un contaminante t6xico proporciona informaci6n sobre la dinamica de la

respuestadedefensadelaplantaylamovilizaci6ndelcompuestocontaminante

desdeelsuelohastaelsitiodedegradaci6nfinalodeconfinamiento. En nuestros

estudios, la actividad de GST de la riz6sfera no se vic modificada. Ello no descarta

que otras enzimas 0 actividades debiodegradaci6n de la riz6sfera podrian estar

implicadas, perc sugiere que la GST de la riz6sfera no participa en el proceso de

fitorremediaci6ndeendosulfan.

Diferentesestudioshandemostradoque,anteunaexposici6naplaguicidas,

las raicesde las plantas utilizan GST yque son capacesde conjugarxenobi6ticos

electrofilicos con GSH xenobi6ticos electrofilicos (Hatton y col., 1999: Dietz y

Schnoor, 2001: Dixon, 2002, Scarponi y col., 2006). Ademas, un estres abi6tico en

lariz6sferainduceunmayornumerodeproteinasdeestresenelapicedelaraiz

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 concentraci6n 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, tambien se

incrementa su actividad a 10 mg/Kg. Sin embargo, al incrementar la concentraci6n

del contaminante en suelono hay una mayorinducci6nde laactividadenzimatica,

porelcontrariolaactividaddelaGSTdesciendehastacasi losniveles registrados

en las raices de plantas no expuestas al endosulfan: Es probable que

concentracionessuperioressaturenlostransportadoresdelaraizyporellonose

observencambioscon respectoal control. Harvey y cols. (2002),explicanquelos

pentaclorofenoles son absorbidos a concentraciones superioresde 10 mg/kg de



suelo, debido a que concentraciones inferiores son rapidamente degradadas por

los microorganismos presentes en el suelo.

Aetividad de GST (nmoles/min'mg proleina)
Partedela a diferentes concentraciones de endosulfiln en suelo (mgendosulfanlKgdesuelo) (n~3)

planta entre arentesLssemuestraelincrementoenporcenta'erelativoalaconcentracion 0)

o 10 100 1,000

1.859(0.303\00% 1.780(0.425) -4% 1.654(0.412~;1% 1.600(0.315)

1.750 (0.583\00"10 4.098 (0.6~~;~~. 1.558 (0.412~11 %

1.598(0.505\00"10 2.125(0.623)+33% 2.618(0.62~:%.

Hoj. 1006 (0.039\:00/. 1.909 (0.54~;~~.. 1.536 (0.30~;~:'. 0.529 (0089)~~~:',

~~g;:::: ~1::f:~osul(anlK8suelo Se mucstrarl valores promedlo(Desvlaclon estAndar) en toda la tabla

:::g~ ~:::::::::~

Eltallotieneunafunci6nvital comotransporteporloqueelflujodeaguay

nutrientes es constante. La naturaleza capilar del xilema, las propiedades de

cohesi6ndelasmoleculasde aguaentresi, la adhesi6n del agua a las paredes

celulares y la tensi6n desarrollada por diferencias en el potencial hidrico

originadasen latranspiraci6n, permitenenconjunto,elmovimientodelacolumna

de agua desde la raiz hasta las hojas (Bidwell, 2002). EI tallo constituye la

segunda parte por la que un contaminante atraviesa. Resulta interesante que,

aunque la actividad de GST de tallo es mas baja que en la raiz en tres de las

concentracionesprobadasenestetrabajo, en elcasode laconcentraci6nde100

mg de endosulfanlKg, la actividad de tallo es la mayor de las actividades de GST

(del tallo) y mayor que la observada en la raiz. Desde un punta de vista

teleol6gico, pareceria notener sentido que la GST de tallo tambien respondiera a

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

diseflada para detener determinada concentraci6n de contaminante y eltallo a

concentraciones superiores. En todas las concentraciones de endosulfan

probadas, la actividad de GST de tallo fue mayor que la de las hojas. Ambas
25
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partes de la planta responden como un mecanisme de defensa "escalonado' que

parece saturarse a diferentes concentraciones. Sin embargo, ambos pueden

protegeraI6rganodelaplantaquegenerasualimento-lahoja-.

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

mecanismo fitorremediador de endosulfan, pero como parte de un mecanisme

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

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

orden de 10 mg/kg perc que parece saturable y que se disminuye a mayores

concentraciones a la mencionada. EI segundo mecanisme es el tallo cuya

actividad de GST se incrementa a concentraciones de 100 mg/kg y que tambien

disminuye a concentraciones superiores. A concentraciones de 1,000 mg/kg

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

significativamente.

La actividad de GST se encuentra comprometida como un mecanisme de

respuesta.Lahojaesun6rganoconaltaactividadmetab6licaynoresultaextraiio

queseencuentreinvolucradaenlosprocesosderespuestadelaplantaalestres

La GST juega un papel relevante en los mecanismos por los que la planta hace

frente a losxenobi6ticos (Dixonycol., 2002). Hattonycols. (1999) han mostrado

lafunci6nde la GSTfoliardeSefariafabericontradiferentesgruposdeherbicidas

Nuestros resultados tambiem sugieren el papel principal de la GST foliar como

parte de un mecanisme de respuesta a endosulfan. De hecho, la GST foliar

muestra las mayores variaciones de su actividad segun sea laconcentraci6n de

endosulfan respectoal restode las partes de la planta (tabla 3).

Tomando en cuenta todo 10 anterior, podemos concluir que GST es parte

del mecanismode respuestade la plantaque pareceestarbien orquestrado en

dosbarreras-Iaraizyeltallo-paraprotegerlapartemassensibledelaplanta,la

hoja. Dado que el endosulfan tienecomo organismo diana los insectos y no las

plantas, resultainteresantequelaplantavarielaactividaddeGSTalplaguicidaen

una manera 6rgano-dependiente. No obstante, esciarala respuesta delaplantaal

plaguicida mediante las alteraciones de la actividad de GST. Nuestros resultados
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senalan que la planta responde al tratamienlo con endosulfan y que esta

respuestadependedel6rganoyde la concenlraci6n del insecticida.
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10.Conclusiones

a. La actividad de la GSTde la plantavariasegiJn la parte de la planta:

_ se increment6 en hojas y raiz de O. basilicum expuesta a 10 mg

(endosulfan)/Kg(tierra);entallo,seincrementaa 100mg/Kg

- disminuyeenhojasexpuestasa 1,OOOmgendosulfan/Kg;

- enriz6sferanosevemodificadaporlaexposici6naendosulfan.

b. La actividad de GSTseencuentra invoJucrada en la respuesta de la planta

y probablemente en el mecanismo fitorremediador de O. basilicum hacia

endosulfan. Esta respuesta depende del 6rgano estudiado y de la

concentraci6n del endosulfan.
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11. Prospeetivas

La capaeidad de las plantas para extraer eontaminantes procedentes de

suelos contaminados porplaguieidas es bien eonoeida. La fitoextraeei6n mediada

porenzimaspropiasdelaplanta (tales eomo GST) ofreee una respuestaalposible

mecanismo fitorremediador de Ocimum basilieum L. Dieha estrategia resulta

econ6micayesteticamenteagradable, apartede representarpoeoriesgo para la

saludoelmedioambiente.

Paradarcontinuaei6n a este trabajo de investigaci6n se sugiere estudiarla

capaeidad fitoacumuladora de la planta Ocimum basilicum L en vacuolas y raiz

expuestasa endosulfan.
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