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RESUMEN

Se han reportado diferentes indices para
biomonitorear los efectos de fitotoxicidad de
metales en plantas y uno de esos indicadores
esta basado en la germinacion y desarrollo
de las plantulas; asi mismo, la promocion de
las raices es uno de los principales marcado-
res con los que se mide el efecto benéfico de
las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. El presente estudio analizo el efecto
de la bacterizacion sobre la germinacion y
elongacion radical de Axonopus affinis (Cha-
se) y Festuca rubra L., como mecanismos
de proteccion y promocion del crecimiento
ante la exposicion a un metal pesado.

La bacterizacion de las semillas con la rizo-
bacteria Pseudomonas sp. Sp7D en ambas

especies reflejo tanto su potencial promotor
del crecimiento en la germinacion y el creci-
miento de las plantulas, donde éstos fueron
mayores para Festuca rubra; como su po-
tencial protector ante la presencia de cadmio
(Cd) para ambas especies; no obstante que
Axonopus affinis (Chase) mostré también
una respuesta hormética ante la presencia
del metal y la tolerancia a éste.

Palabras clave: germinacion, rizobacte-
rias promotoras del crecimiento vegetal,
cadmio.

ABSTRACT

There has been reported different index
to biomonitoring the phytotoxic effects of
metals in plants; one of them is based on
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the germination and plant lets growth, even
though the root promotion is a major mar-
ker which measures the beneficial effect of
plant growth promoting rhizobacteria. The
present study analyzed the bacterization
effect on germination and root elongation
of Axonopus affinis (Chase) and Festu-
carubra L., as protection and promoting
plant growth mechanisms at the exposition
to a heavy metal. The seeds bacterization
with the rhizobacteria Pseudomonas sp.
Sp7D of both species, showed its promo-
ting potential in the germination and the
plantlets grown as its protecting potential
in cadmium presence for both species;
even that A. affinis (Chase) showed too a
hormetic response with cadmium and the
tolerance to it.

Key words: germination, plant growth
promoting rhizobacteria, cadmium.

INTRODUCCION

Las semillas contienen al embrién que es
una nueva planta en miniatura y éstas poseen
dos funciones principales: la reproduccion
y la dispersion; la formacion de las semillas
completa el proceso de la reproduccion de
las plantas y con su germinacion, comienza
la siguiente generacion de plantas.

La cubierta seminal o testa provee de cierta
proteccion contra el estrés por metales antes
de la germinacion; la literatura sugiere que la
germinacion de las semillas se afecta por los
metales de dos maneras: por su toxicidad ge-
neral y por su inhibicion en la absorcion de
agua. La mayoria de los trabajos reportados
muestran que los tratamientos con metales
ocasionan una reduccion de la germinacion
dependiente de la concentracion de éstos en
muchas especies de plantas. Estudios deri-
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vados de la exposicion de semillas a metales
pesados y su relacion con la germinacion y
el desarrollo de las plantulas, muestran que
se presenta una variacion inter e intraespeci-
fica tanto en la germinacion de las semillas,
como en la respuesta de las plantulas al
estrés por metales (Li et al., 2005; Kranner
y Colville, 2011).

Todas aquellas bacterias que influyen sobre
el crecimiento de las plantas de manera po-
sitiva indirecta o directamente por cualquier
mecanismo se denominan rizobacterias pro-
motoras del crecimiento vegetal (PGPR por
sus siglas en inglés: Plant Growth Promo-
ting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989;
Frankenberger y Arshad, 1995; Arshad y
Frankenberger, 1998; Ahmad et al., 2008).
La aplicacion del bioensayo de la medicion
de la promocion de la elongacion radical co-
nocido como PREP (Plant Root Elongation
Promotion), basado en la evaluacion de la
actividad promotora del crecimiento radical
de las plantulas como indicador del efecto de
la accion sinergistica entre la rizobacteria y
la plantula (Dell” Amico et al., 2008), se ha
empleado para evaluar el analisis del efecto
de las PGPR’s tolerantes a metales sobre el
crecimiento de plantulas en presencia de
metales pesados.

La fitoremediacion asistida o rizoremedia-
cion es una disciplina prometedora para
mejorar la remediacion al emplear micro-
organismos asociados con plantas para po-
tenciar su crecimiento y con ello, favorecer
su tolerancia al estrés (Zhuang et al., 2007;
Dowling y Doty, 2009; Epelde et al., 2010;
Koo et al., 2010).

El cadmio no obstante que no es un elemento
esencial para las plantas, se absorbe y se
distribuye rapidamente a través del sistema
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vascular ocasionando en forma general una
depresion del crecimiento de éstas e incluso
su muerte. La toxicidad del cadmio en las
plantas, presenta varios sintomas; con fre-
cuencia altera los procesos fotosintéticos, la
respiracion y el metabolismo del nitrégeno;
asi como también reducen la absorcion de
agua y nutrientes esenciales (Clijtsters y
Van Assche, 1985; Barcel6 y Poschenrieder,
1990; Hart et al., 1998; Ruiz et al., 2009) y
dentro de los efectos observados, se tienen
entre ellos también la inhibicion de la germi-
nacion de semillas y el desarrollo de raices
(Kiran y Sahin, 2006). En varios tratamien-
tos realizados a semillas con Cd se redujo
la germinacion total (Smiri et al., 2010)
y el crecimiento de las plantulas con una
correlacion negativa entre la concentracion
del metal y la germinacion total. Las afec-
taciones de la semilla que se han observado
en estos tratamientos son mayormente en el
crecimiento radical, seguida del crecimien-
to de brotes y la germinacion, siendo esta
ultima afectada significativamente solo a
concentraciones altas de Cd, causando altos
niveles de estrés oxidativo (Schiitzendiibel y
Polle, 2002; Kranner y Colville, 2011).

Sin embargo, con concentraciones bajas de
Cd se puede observar una ligera estimula-
cion de la germinacion que puede atribuirse
aun exceso de produccion de especies reac-
tivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas
del nitrogeno (RNS), lo que estimula la
germinacion (Smiri et al., 2010; Kranner y
Colville, 2011).

Los mecanismos de las formas reactivas de
oxigeno por metales pesados tales como plo-
mo, cadmio y zinc es poco clara; una posible
funcion de las peroxidasas en el tratamiento
de metales pesados es su contribucion en
plantas acumuladoras de metales, tal es el

caso de la especie acuatica Nymphaea que
emplea peroxidasas para producir polimeros
fenodlicos que atrapan cadmio y lo aislan en
forma de cristales de Ca-Cd en sus glandulas
situadas sobre el lado acuatico de las hojas
(hidropotos) (Lavid etal., 2001). No obstan-
te que las peroxidasas claramente se inducen
bajo la presencia de metales pesados y otros
quimicos toxicos; se presenta dificultad para
asignarles un papel preciso en la fitoreme-
diacion; sin embargo, éstas se han utilizado
como enzimas para fitomonitorear areas in-
dustriales y densamente urbanizadas por su
sensibilidad a la contaminacion atmosférica,
lo que puede clasificarlas como otro de los
biomarcadores clasicos; esto se ha observa-
do también con metales pesados presentes
en el suelo (Cho y Park, 2000; Geebelen
et al., 2002). Las peroxidasas pertenecen
a una gran familia mutigénica por su gran
nimero de isoformas; asi como también por
la regulacion heterogénea de su expresion y
estan involucradas en un amplio nimero de
procesos fisioldgicos a lo largo del ciclo de
vida de las plantas al modular su actividad
y expresion seguido de un estimulo interno
o externo; en particular durante las prime-
ras fases de su crecimiento, lo que incluye
cuando se encuentran en una condicion de
estrés, que bien puede ser la presencia de
contaminacion quimica por metales pesados
(Passardi et al., 2005).

La expresion de las peroxidasas da como
resultado una defensa en las plantas; ya
sea de forma pasiva, con la construccion
de paredes celulares fuertes, o activa con la
produccion de formas reactivas de oxigeno
contra el ataque de agentes bioticos (Passar-
di et al., 2005).

Como un indicador de la fitotoxicidad de
metales, varios autores han reportado di-
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ferentes indices para biomonitorear estos
efectos, uno de ellos esta basado en la ger-
minacion y desarrollo de las plantulas (Baki
y Anderson, 1973; Mhatre y Chaphekar,
1982). La promocion de las raices es uno
de los principales marcadores con los que
se mide el efecto benéfico de las PGPR’s
(Glick et al., 1995), las fitohormonas es-
timuladoras del crecimiento de plantas,
producidas por este tipo de rizobacterias
dentro de la zona radical, incrementan la
densidad y longitud de los pelos radicales.
El rapido establecimiento de las raices; ya
sea por elongacion de las raices primarias o
por la proliferacion de las raices laterales y
adventicias, resulta ventajoso para las plan-
tulas conforme incrementan su habilidad de
anclaje al suelo y con ello, esto también les
permite la absorcién de agua y nutrientes
(Volkman y Bremer, 1998).

El presente estudio analiz6 el efecto de la
bacterizacion sobre la germinacion y elon-
gacion radical de Axonopus affnis (Chase)
y Festuca rubra L., como mecanismos de
proteccion y promocion del crecimiento ante
la exposicion a un metal pesado.

MATERIAL Y METODOS

Mantenimiento de la rizobacteria producto-
ra de sideroforos Pseudomonas sp. Sp7D.

La rizobacteria Pseudomonas sp Sp7D
(productora de fitohormonas y sider6foros)
que se emple6 como inoculante, proviene
de la rizosfera de Viguiera dentata (Cav.)
Spreng, crecida en un sitio contaminado
con metales pesados localizado en Villa de
la Paz en San Luis Potosi (23°41’Ny 100°
42’ 0), en esta localidad los metales pesados
mas abundantes en la zona son As, Cu, Pb
y Zn (Vasquez-Murrieta et al., 2006). Esta
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rizobacteria se mantuvo con resiembras en
placas con medio solido LB (Luria-Bertani),
para la preparacion del indculo bacteriano.
Bacterizacion de las semillas de Axonopus
affinis (Chase) y Festuca rubra L. (Poaceae)
y establecimiento de los bioensayos con la
presencia del metal pesado.

Los bioensayos realizados para evaluar el
efecto de la presencia del metal pesado sobre
la germinacion y desarrollo de las plantulas
de Axonopus affinis (Chase) (Poaceae) y
Festuca rubra L. (Poaceae) se establecieron
siguiendo el método modificado por Sheng
y Xia (2006) al bioensayo de la medicion de
la promocion de la elongacion radical co-
nocido como PREP (Plant Root Elongation
Promotion) de Dell” Amico et al. (2008).
Para la preparacion del indculo bacteriano,
se tomo con una asa estéril una colonia de
la rizobacteria que se resuspendid en agua
destilada estéril para obtener un indculo
de 4.6 x 10° UFC/mL. De esta suspension
bacteriana se tomo una alicuota de 3mL o
de agua estéril (considerando ésta como
control sin inocular) y se depositd en una
caja de Petri con papel filtro estéril. Las
semillas de A. affnis (Chase) y F. rubra L.
se desinfestaron previamente con 10 mL de
hipoclorito de sodio al 10 % por 15 minutos,
se enjuagaron cinco veces con agua destilada
estéril y después se depositaron sobre el
papel filtro. Se consider6 también la adicion
de 3 mL de una solucion del metal pesado
seleccionado: Cd (3CdSO, * 8H,0) a la
concentracion de 1 mM, con experimentos
con y sin la adicion del metal pesado y con
la adicion de la rizobacteria.

Los bioensayos se realizaron con tres ré-
plicas (20 semillas/caja) para cada experi-
mento y al término de la incubacion de las
placas a 37°C durante 10 dias, se obtuvo el
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material vegetal y se realizaron mediciones
de la longitud radical y del coleoptilo y la
biomasa radical se empleo para la determi-
nacion enzimatica de dos fenoloxidasas.
Asi mismo, se determinoé el indice de vigor
(IV) de las especies seleccionadas, no sola-
mente para evaluar el efecto de la presencia
de los metales pesados, sino la promocion
del crecimiento de las plantulas inoculadas
con esta rizobacteria. La determinacion del
indice de vigor (Cokkizgin y Cokkizgin,
2010) se calculo a partir de la formula: IV=
(promedio de la longitud radical + promedio
de la longitud foliar) (% germinacion).

Determinacién del indice de tolerancia
(IT) de Axonopus affinis y Festuca rubra
a cadmio

A partir de la medicion realizada de las lon-
gitudes radicales y del coleoptilo, tanto de
las plantas inoculadas como de las plantas
testigo, se realizo la determinacion del in-
dice de tolerancia (IT) (Wilkins 1978; Burd
et al., 1998), por la expresion: IT = LRm /
LRc, donde: LRm: es la longitud radical de
las plantulas que crecieron en presencia del
metal especifico adicionado y LRc: es la
longitud radical de las plantulas crecidas en
ausencia del metal, lo mismo con la longitud
del coleoptilo. Se consideraron también los
experimentos de ambas especies con y sin
el indculo bacteriano.

Anélisis de la actividad de enzimas indica-
doras de estrés en el sistema radical de Axo-
nopus affinis (Chase) y Festuca rubra L.

Determinacion de la actividad enzimaética
de guaiacol peroxidasas

La determinacion de la actividad de guaiacol
peroxidasas, se realizo empleando el méto-

do espectrofotométrico de la oxidacion de
guaiacol. Se colocaron directamente tres
puntas de raices en un tubo eppendorfcon 1.5
mL de regulador de fosfato de potasio 0.1M,
pH 6.0 + 32 mL de guaiacol 0.2M + 32 mL
de perdxido de hidrégeno 0.03M, la reaccion
se realiz6 a temperatura ambiente con la
evidencia de la actividad de las enzimas a
través del desarrollo de la coloracion café-
rojiza caracteristica propia de la oxidacion
y polimerizacion del guaiacol y se leyd la
absorbancia a 436 nm, a los 30 minutos. La
actividad enzimatica especifica se calculo
empleando la ecuacion de Hendry y Grime

(1993):
C= As436nm x R x 1
6400 S t

Donde: R = volumen total del ensayo: 1.5
mL de regulador de fosfato de potasio +
0.032 mL guaiacol + 0.032 mL de perdxido
de hidrogeno + volumen de la muestra 3 cm?
(1 cm? por cada raiz por ensayo), S = volumen
de la muestra: 3 cm? (1 cm? por cada raiz por
ensayo) = 3, t = tiempo de incubacion de la
reaccion enzimatica: 30 minutos. Se transfor-
maron las lecturas de As 436nm, utilizando
el coeficiente de extincion molar del guaiacol
(85 = 6.4 x 10° M cm), la actividad enzi-
matica especifica de las guaiacol peroxidasas
de la superficie radical se expresd como la
cantidad de guaiacol oxidado (nM guaiacol
oxidado/min/cm?). Para ajustar el espectro-
fotémetro se utilizé como testigo una celda
con 1.5 mL de regulador de fosfato de potasio
0.1 M + 32 mL de guaiacol 0.2M + 32mL de
perdxido de hidrogeno 0.03M.

Determinacion de la actividad enzimaética
de hemoperoxidasas

La determinacion de la actividad de he-
moperoxidasas, se realizdo empleando el
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método espectrofotométrico de la oxidacion
de tetrametilbencidina (TMBZ). Se colo-
caron directamente tres puntas de raices
en tubos eppendorf con 1.5mL de regula-
dor de acetato de sodio 0.20M pH= 5.3 +
100uL de TMBZ (preparada en 2 mg/L de
metanol, diluida en regulador de acetato de
sodio 0.20M pH= 5.3, a la concentracion
de 660pg/mL) + 50uL de peroxido de
hidrogeno 0.03M. Los tubos se incubaron
por 30 minutos a temperatura ambiente;
se evidencio la actividad de las enzimas a
través del desarrollo de la coloracion azul
turquesa caracteristica de la oxidacion y
polimerizacion de la TMBZ.

La actividad enzimatica especifica se calculo
empleando la ecuacion de Hendry y Grime
(1993):

As652nm x R x

C= 39000 S

1
t

Donde: R = volumen total del ensayo: 1.5
mL de regulador de acetatos + 0.1 mL de
TMBZ + 0.050 mL de peroxido de hidro-
geno + volumen de la muestra 3 cm? (1 cm?
por cada raiz por ensayo), S = volumen
de la muestra: 3 cm? (1 cm? por cada raiz
por ensayo) = 3, t = tiempo de incubacion
de la reaccion enzimatica: 30 minutos.
Las lecturas de absorbancia a 652 nm, se
transformaron utilizando el coeficiente de
extincion molar de la TMBZ (g, = 3.9
x 10* M!' cm™), la actividad enzimatica
especifica de las hemoperoxidasas de la
superficie radical se expres6 como la can-
tidad de nM de TMBZ oxidada/min/cm?’.
Para ajustar el espectrofotometro se utilizo
como testigo una celda con 1.5 mL de regu-
lador de acetato de sodio 0.20M pH = 5.3
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+ 100uL de TMBZ + 50 pL de perdxido de
hidrogeno 0.03M.

Analisis estadistico de los resultados

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, V2.03 (Aceves, 1993).

RESULTADOS

Efecto de la inoculacion de semillas con
una rizobacteria promotora del creci-
miento vegetal sobre la germinacion y
desarrollo de las plantulas de Axonopus
affinis (Chase) y Festuca rubra L.

La primera respuesta de las especies bajo
estudio se refiere a la germinacion de las
semillas inoculadas con la rizobacteria
Pseudomonas sp. Sp7D; en términos ge-
nerales se promovi6 la germinacion en las
semillas de F. rubra L., en comparacion con
las semillas de esta especie sin inocular. En
cuanto al efecto de la presencia de cadmio
sobre la germinacion, ésta se inhibid en las
semillas de F. rubra L.; lo que no sucedi6
con las semillas de A. affinis (Chase) con un
porcentaje mayor de germinacion. La ino-
culacion de las semillas expuestas al metal
mostro en los resultados que la rizobacteria
podria ejercer un efecto protector sobre la
semilla ante el metal; ya que el porcentaje
de germinacion en las semillas bacterizadas
fue mayor que en las semillas solamente
expuestas a cadmio. Para A. affinis, la res-
puesta del porcentaje de germinacion fue
menor que las semillas germinadas en agua
y con la rizobacteria (Figs. 1 y 2).
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Fig.1. Porcentaje de germinacién de Axonopus affinis (Chase) y Festuca rubra L. bajo
las diferentes condiciones experimentales, las diferentes letras muestran las diferencias
estadisticamente significativas.

Fig. 2. Germinacion de Festuca rubra L. bajo las diferentes condiciones experimentales:
1) Testigo (agua destilada), 2) semillas bacterizadas con Pseudomonas sp. Sp7D, 3) Cd
ImM y 4) semillas bacterizadas con Pseudomonas sp. Sp7D + Cd 1mM.
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Evaluacion del crecimiento y determina-
cién del indice de tolerancia (IT) acadmio
de las plantulas de A. affinis (Chase) y F.
rubra L. inoculadas con la rizobacteria

La promocion del crecimiento radical fue
mucho mayor en las dos especies de pastos
que el crecimiento del coleoptilo (Figs. 3a
y 3b).

El indice de tolerancia de A. affinis (Chase)
tanto a nivel radical como foliar, mostrd
que las plantulas de esta especie toleraron
la concentracion de este metal pero también
presentaron un incremento significativo
comparadas con el testigo (el valor del indi-
ce de tolerancia = 1 implica que las plantulas
expuestas al metal crecieron del mismo
tamafio que las testigo, un valor < 1 que

4 5
35 - a
E 3
=
g 25
b=t
g -
E
B 97
)
5 1 |
05 - a
0 | .
. Axonopus affinis Festucarabra
8 " Testigo
7 1 T Rizobacteria
E 6 - b P ccaimm
= i 0Cd 1mM + Rb
= a
l
T 3
|
1
u -
3b Axonopus affinis Festucarubra

Fig. 3. a) Longitud radical y b) Longitud foliar de las plantulas de Axonopus affinis (Chase)
y Festuca rubra L., bajo las diferentes condiciones experimentales, las diferentes letras
muestran las diferencias estadisticamente significativas.
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las plantulas expuestas al metal crecieron
menos que las plantulas testigo y un valor
> 1, que las plantulas crecieron mas que las
plantulas testigo). Para esta especie, la ino-
culacion de las semillas con la rizobacteria
también promovié la tolerancia al metal;
no mayor que la intrinseca de esta especie a
cadmio. La tolerancia de F. rubra L. al metal
fue mayor en el sistema radical cuando las
semillas de esta especie se inocularon con
la rizobactera (tabla 1).

Determinacion del indice de vigor (1V) de
las plantulas de las especies seleccionadas,
respuesta global ante lainoculacion con la
rizobacteria y la exposicién a cadmio

El indice de vigor (IV) expresa la relacion
numérica obtenida del producto de la suma
de las longitudes radicales y foliares pro-
medio por el porcentaje de germinacion
obtenido bajo las diferentes condiciones ex-
perimentales. Este indice finalmente asocia
no solamente el éxito de la inoculacion de
las semillas con la rizobacteria; sino también

la promocion del crecimiento, ademas del
efecto de la exposicion ante el metal pesado
(tabla 2).

Los resultados obtenidos mostraron que las
plantulas de A. affinis (Chase) presentaron
un mayor indice de vigor ante la presencia
del contaminante comparadas con las plan-
tulas testigo promoviendo su crecimiento;
mientras que para el caso F. rubra L. el vigor
de las plantulas fue mayor en las semillas
inoculadas y las semillas inoculadas y ex-
puestas al metal comparadas con las plantu-
las testigo y las plantulas crecidas solamente
bajo la presencia del metal presentaron un
menor vigor.

Evaluacion de la actividad enzimatica de
fenoloxidasas de las raices de A. affinis
(Chase) y F. rubra L. y el efecto de la
presencia de cadmio

En términos generales, la presencia del metal
indujo una mayor actividad de las guaiacol
peroxidasas radicales superficiales compa-

Tabla 1. indice de tolerancia radical y foliar a cadmio de A. affinis (Chase) y F. rubra L.

Indice de tolerancia radical

Especie Expuestasa | Inoculadas con la rizobacteria
cadmio y expuestas a cadmio
Axonopus affinis (Chase) 1.40+ 0.15 1.28+0.74
Festuca rubra L. 0.15+0.15 1.13+0.94

indice de tolerancia foliar

Especie

Expuestas a

Inoculadas con la rizobacteria

cadmio y expuestas a cadmio
Axonopus affinis (Chase) 1.27+0.67 1.08+0.25
Festuca rubra L. 0.34+ 0.16a 0.80+ 0.23a
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Tabla 2. indice de vigor de A. affinis (Chase) y F. rubra L. bajo las diferentes condiciones
experimentales.

Experimentos

Especie Testigo Bacteria Cadmio Bact + Cadmio
Axonopus affinis 192.5+25.2 143.1+70.4 295.4+ 166.6 177.5+41.5
(Chase)
FestucarubraL. | 430.6+ 161.8a | 556.1+ 148.7b | 75.3+32.3a,b 323.3+53.7

rada con la actividad de las raices testigo en
ambas especies; asi mismo, la presencia de
la bacteria no solamente indujo también una
mayor actividad enzimatica (caso particular
en F. rubra L.), sino también ante la presen-
cia de cadmio las raices mostraron también
una mayor actividad de estas enzimas. Para
las hemoperoxidasas, la mayor actividad se
presento en las raices de A. affinis (Chase),
mientras que en las raices de F. rubra L., la
actividad de estas enzimas fue menor, detec-
tada desde las plantulas testigo. La respuesta
de la mayor actividad de hemoperoxidasas
en las raices de A. affinis (Chase) fue en las
raices expuestas a cadmio, disminuyendo
la actividad en las raices de las plantulas
inoculadas con la rizobacteria y finalmente
en las raices de las plantulas inoculadas y
expuestas a cadmio (Figs.4a y 4b).

DISCUSION

No obstante que el crecimiento tanto radical
y foliar se abatio con la presencia de cadmio
en las plantulas de F. rubra (Chase), para A.
affinis L. se present6 un efecto promontorio
tanto de la longitud del coleoptilo como de
la raiz, comparadas con el testigo. La ino-
culacion de las semillas con la rizobacteria
Pseudomonas sp. Sp7D con la adicion de
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cadmio, amortiguo el efecto de la presencia
del metal, favoreciendo su crecimiento del
coleoptilo y radical para las plantulas de F.
rubra L., lo que también sucedi6 para A.
affinis (Chase), pero con un crecimiento
menor que las plantulas testigo, que coincide
con lo reportado por Lefevre et al. (2009)
para cadmio, con una ligera estimulacion
de la germinacion y el crecimiento de las
plantulas a bajas concentraciones de este
metal; lo que sugiere la posible produccion
de especies reactivas de oxigeno (Gapper y
Dolan, 2006) como efecto contrario en las
plantas por el dafio provocado por los meta-
les, dando como resultado un ligero nivel de
estrés oxidativo que estimula la germinacion
(Lefevre et al., 2009).

Se tienen diversos resultados sobre ensayos
en plantas expuestas con cadmio sobre
la germinacion de semillas; Karahooagil
(2002) reporto la germinacion reducida
¢ inhibicion del crecimiento radical y las
plantulas de Sorghum bicolor L., expuestas
a diferentes concentraciones del metal. En
particular, los resultados comparativos de
Scherbatskoy et al. (1987), han reportado
también que el cadmio reduce la germina-
cion de las semillas de Lolium perenne y
los de Hsu y Chou (1992) que evaluaron el
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Fig. 4. a) Actividad enzimatica de a) guaiacolperoxidasas y b) hemoperoxidasas radicales
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efecto del cadmio empleando como fuente
el 3CdSO, « 8H,0 sobre la germinacion y
el crecimiento de plantulas de Miscanthus
floridulus, este metal fue el mas toxico para
la germinacién (60%) y el que presento
un efecto de menor tolerancia en sus con-
centraciones entre otros metales pesados
probados.

Dell’ Amico et al. (2008) evaluaron el efecto
de la presencia de cadmio (CdCl,) sobre se-
millas bacterizadas de Brassica napus, para
evaluar la elongacion radical; la adicion de
Cd*" a la concentracion de 0.4mM inhibio
ésta en un 24% comparada con el control,
donde el efecto de promocion de las PGPR’s
varia dependiendo de la cepa bacteriana.

Belimov et al. (2005) también analizaron
la respuesta de semillas de Brassica juncea
L. Czern, inoculadas con una rizobacteria
productora de AIA: Ralstonia sp. 2P-2 y ex-
puestas a cadmio (8 uM de CdCl,), en sus re-
sultados se presento un efecto de promocion
de la longitud radical en presencia del metal,
empleando el bioensayo de la determinacion
de la actividad promotora de la elongacion
radical (Plant Root Elongation Promoting
(PREP) activity) de Belimov et al. (2001).
Este resultado puede asociarse con el decre-
mento en la toxicidad de las plantas a través
de la produccién de algunos sustancias in-
movilizadoras de metales, producidas por la
bacteria. La habilidad que presentan algunas
cepas de PGPR’s para inmovilizar cadmio en
el medio de cultivo (Belimnov et al., 2005)
y en el suelo (Pishchik et al., 2002), se ha
descrito previamente.

Los resultados obtenidos en este ensayo con
la inoculacion de las semillas de A. affinis
(Chase) y F. rubra L. empleando la rizobac-
teria Pseudomonas sp. Sp7D, que ademas
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de producir sideroforos produce AIA, mos-
traron similitud con lo reportado por estos
autores; ya que en relacion con el porcentaje
de germinacion obtenido, este fue mayor en
las semillas de F. rubra L. con un 10% mas
que las semillas germinadas en presencia de
la concentracion de cadmio probada.

En cuanto a la elongacion radical, ésta
también fue mayor para esta especie, con
radiculas con mayor alargamiento. Cabe
mencionar también que no obstante que
esta especie presentd una respuesta de cre-
cimiento menor al testigo resultaron mas
tolerantes a esta concentracion de cadmio
que los resultados reportados.

También es importante hacer notar que los
resultados en términos de las longitudes
medidas para el coleoptilo y la radicula
en términos del efecto de los metales
pesados; éstos muestran que la respuesta
pudo deberse a la presencia de inhibidores
quimicos a altas concentraciones del metal
y con ello, su reduccién en el crecimiento
de las plantulas (Kumar y Singh, 1991;
Fargasova, 1994: Shukla et al., 2003). Asi
mismo, conjuntamente dependiendo de
las condiciones del crecimiento radical;
éste se estimuld por el AIA producido por
las PGPR’s unidas a las semillas 6 a las
raices (Patten y Glick, 2002; Cokkizgin y
Cokkizgin, 2010). Finalmente, también es
de tomarse en cuenta que los patrones de
germinacion pueden diferir entre especies
y también entre variedades (McWilliam y
Phillips, 1971); lo que se puso en evidencia
con el indice de vigor mucho mayor de las
semillas de F. rubra L. en tres de las cuatro
condiciones probadas, comparadas con A.
affinis (Chase); no obstante que ésta espe-
cie fue menos susceptible al cadmio que
F. rubra L.
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En este estudio, la presencia de cadmio a
esta concentracion en términos de la induc-
cion de la actividad de las dos fenoloxidasas
analizadas, evidenci6é una mayor actividad
de las guaiacol peroxidasas en las dos espe-
cies de pastos probadas; en particular, bajo la
presencia de cadmio, seguida de las semillas
inoculadas con la rizobacteria y expuestas
al metal; mientras que las hemoperoxidasas
presentaron una mayor actividad en las
raices de las plantas testigo de A. affinis
(Chase), seguida de las raices de las semillas
expuestas a cadmio.

Holzapfel et al. (2010) analizaron la activi-
dad de fenoloxidasas en raices emergentes
de algunos pastos, en particular del género
Bromus conocido por su gran potencial inva-
sivo, que difiere de otros taxa de pastos. La
importancia de las enzimas radicales es que
destruyen compuestos fenolicos protegiendo
a las plantas contra la inhibicion alelopati-
ca; ya que es conocido que los compuestos
fenodlicos que exudan las raices, estan im-
plicados en las interacciones alelopaticas
entre las plantas.

La funcion de las fenoloxidasas en las raices
de Bromus, no se explico del todo; ya que en-
tre las hipotesis obvias sobre detoxificacion
(Grambow y Langenbeck-Schwich, 1983),
una enzima que funciona para defender a
las plantas contra compuestos toxicos en
el suelo, se espera que posea un amplio
espectro de especificidad por el sustrato;
asi mismo, si su actividad esta relacionada
con la transduccion de sefales; esto es que
la enzima forme parte de un mecanismo de
deteccion que alerte a la planta de la pre-
sencia de compuestos fendlicos especificos,
no requeriria de grandes cantidades de ésta
(Bais et al., 2004). Mas aun, para este pro-
posito la enzima probablemente se localice

en las puntas de las raices (Holzapfel et al.,
2010).

Cabe mencionar que la presencia del metal
generd como se tiene en lo reportado, una
induccidn en la actividad de estas enzimas,
que bien puede responder a esta condicion
de estrés que sea indicadora de una respuesta
protectora ante las condiciones de toxici-
dad, lo que presentdé como consecuencia
una mayor longitud radical en las plantulas
de A. affinis (Chase) en particular para las
hemoperoxidasas y un efecto inverso de
menor longitud radical y mayor actividad
de guaiacol peroxidasas; en ambos casos
enzimaticos, la distribucion de la evidencia
enzimatica no solamente se dio en la zona
de la cofia sino a lo largo de la longitud
radical de las raices medidas para las dos
especies, no en una zona determinada de
las raices (zona apical, de elongacion o de
diferenciacion).

CONCLUSIONES

Se han reportado diferentes indices para
biomonitorear los efectos de fitotoxicidad de
metales en plantas y uno de esos indicadores
esta basado en la germinacion y desarrollo de
las plantulas; asi mismo, la promocion de las
raices es uno de los principales marcadores
con los que se mide el efecto benéfico de
las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal.

La bacterizacion de las semillas con la
rizobacteria Pseudomonas sp. Sp7D en
Axonopus affinis (Chase) y Festuca rubra L.
reflejé tanto su potencial promotor del cre-
cimiento en la germinacion y el crecimiento
de las plantulas; donde éstos fueron mayo-
res para F. rubra L.; asi como su potencial
protector ante la presencia de cadmio para
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ambas especies; no obstante que A. affinis
(Chase) mostroé una respuesta sinergistica
con la rizobacteria, ésta especie presentd una
respuesta hormética (término que se emplea
para referirse a los efectos estimulantes a
concentraciones bajas de agentes toxicos)
ante la presencia del metal y la tolerancia a
éste, que a bajas concentraciones del metal
se puede inducir un crecimiento mayor
de las plantas comparadas con el testigo.
Asi mismo, la actividad enzimatica de las
guaiacol peroxidasas y las hemoperoxidasas
se increment6 cuando las plantulas de ambas
especies se encontraron en una condicion de
estrés; en este caso dada por el cadmio.
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