Respuestas fitotoxica y de tolerancia de Typha sp. a aguas residuales asistida por acido
citrico
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INTRODUCCION

El agua dulce es un recurso de vital importancia, que es clave para la salud humana, seguridad
alimentaria y muchos aspectos mas para el desarrollo sostenible (ONU, 2018). Por lo cual,
el hombre ha sabido beneficiarse de este recurso empleandolo principalmente en actividades
agricolas, abastecimiento publico, industrial y generacién de energia eléctrica (CONAGUA,
2018). Sin embargo, el crecimiento de la industrializacion, la expansiéon urbana y el
crecimiento economico son considerados principales factores que causan el deterioro en el
medio ambiente (Bai & Imura, 2000). Al igual que otros recursos naturales el agua se ha
visto amenazada, debido a las descargas de aguas residuales e industriales a los cuerpos
Ioticos, lo que ha provocado un aumento en concentracion de elementos toxicos en agua o
sedimentos (Rodriguez, 2015). Para mitigar con esta situacion se han establecido estrategias
como el saneamiento adecuado de agua, que contribuyen significativamente a la reduccién
de contaminacion (Koop & Van Leeuwen, 2017). Sin embargo, el tratamiento convencional
de las aguas residuales generalmente no puede eliminar eficientemente todos los
contaminantes que se encuentran en las aguas como metales pesados.

Una tecnologia emergente en la restauracion de ambientes acuéticos es la fitorremediacion,
que es considerada una de las practicas emergentes sostenibles en las que las macrofitas



abordan la concentracion, acumulacion y toxicidad de metales pesados. Esta bien
documentado que T. latifolia tiene la capacidad de hiperacumular altas concentraciones de
metales pesados, eliminar méas del 75 % de materia organica, amonio, fosfato y absorber
nitrogeno y fosforo de aguas residuales (Zhao et al., 2016). Se ha demostrado que T. latifolia
asistida por sustancias quimicas movilizadoras presenta una mejora en la fitoextraccion de
metales pesados (Ahmad et al., 2020). El acido citrico, considerado como movilizador, es un
quelante que aumenta la eficiencia de fitoextraccion en diversas plantas, ademas de que alivia
el dafo fisiologico y bioquimico ocasionado por los metales en plantas. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de tolerancia de plantulas de Typha sp.
a aguas residuales bajo la asistencia de acido citrico.

METODOLOGIA

Obtencion de material vegetal

Se colectaron semillas de typha provenientes de la influorescencia de la especie vegetal de
plantas adultas y sanas. Las semillas fueron transportadas al Laboratorio de Investigacion.
Una vez que se disponian de las semillas, se sometieron a un proceso de asepsia. En el cual
se adicionaron agentes quimicos (fungicida, AgNOs, bacterin, NaClO, Tween 20, etanol y
agua estéril) de uno en uno por un periodo de inmersién de 5 minutos bajo agitacion vigorosa
con cada agente quimico.

Establecimiento del cultivo in vitro de Typha sp

Las semillas previamente desinfectadas se sembraron en medios de cultivo Murashige &
Skoog- basal medium (MS) bajo condiciones asépticas y posteriormente se transportaron a
un cuarto de cultivo a condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo (24 °Cy 16 / 8
hrs de luz / oscuridad).

Respuesta de tolerancia de Typha sp a aguas residuales

Se colocaron 30 ml de agua residual de cada etapa de la planta de tratamiento (entrada,
pretratamiento, reactor de lodos y salida) en tubos de ensaye de 20 cm. Posteriormente, se
realizd el mismo procedimiento, con la Unica diferencia de que a cada muestra se afiadid
acido citrico 5 mM. En cada tubo se colocaron 2 vitroplantas de entre 11 y 25 cm de altura.
Cada tubo fue tomado como una unidad experimental y se contd con tres unidades
experimentales por cada etapa de la planta de tratamiento. Las plantulas en estas condiciones
de cultivo se mantuvieron durante 15 dias en el cuarto de cultivo. Como control se utilizaron
plantulas en medio Hoaglands en dilucién 1:40.

Al inicio y al final del experimento en las muestras de agua se registr6 el pH, conductividad,
Solidos totales disueltos y milivoltios (mV).

Evaluacion de los parametros de fitotoxicidad en plantulas expuestas a aguas residuales

Los parametros que se evaluaron para determinar la fitotoxicidad de las diferentes etapas de
aguas residuales fueron el indice de crecimiento (IC) y el contenido de clorofila.



Después de los 15 dias de exposicion a agua residuales, las plantulas fueron retiradas, se
pesaron y se midieron para determinar el indice de crecimiento. Esta determinacion se realizé
utilizando la ecuacion 1, donde se considero la talla inicial y final de la planta al término de
la exposicion.

indice de crecimiento = Talla final / Talla inicial. Ecuacion 1.

Las plantulas de Typha expuestas a aguas residuales de diferentes etapas se les determing la
concentracion de clorofila A, B y carotenoides inicial (dia 0) y final (dia 15), de acuerdo con
el método propuesto por Arnon (1949). Para medir el contenido de los pigmentos, las
muestras se analizaron en un espectrofotdmetro. Los contenidos de clorofila y carotenoides
se calcularon asimilando los resultados con las ecuaciones 2, 3, 4 5, 6 y los coeficientes de
extincion ajustados dados por Lichtenthaler (1987) como sigue:

Clorofila a (ug/ml) = 10.3 x E663 - 0.98b x bE644  Ecuacién 2
Clorofila b (ug/ml) =19.7 x E644 - 3.87 x bE663  Ecuacién 3
Clorofila total = clorofila a + clorofila b Ecuacion 4

Carotenoides totales (ug/ml) = 4.2 x E452.5 - {(0.0264 x clorofila a) + (0.426 x clorofila
b)}  Ecuaciéon 5

Evaluacion de la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica

Para evaluar la integridad de la membrana plasmatica, las raices se sumergieron en 10 ml
de la solucién de azul de Evans [0.025% (w / v) en 100 mM CaClz, pH 5,6] durante 10 min. A
continuacion, las raices tefiidas se lavaron tres veces con 200 ml de 100 mM CaCl 2 (pH
5,6). Las puntas de las raices se observaron al microscopio 6ptico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se espera observar un mayor desarrollo del tallo y raiz de plantulas de
Typha expuestas a aguas residuales asistidas con acido citrico en comparacion con plantulas
expuestas Unicamente a aguas residuales de las diferentes etapas de la PTAR. De igual forma
se espera que plantulas expuestas a aguas residuales asistidas por acido citrico presenten una
mayor concentracion de pigmentos (clorofila a, b y carotenoides) que las plantulas expuestas
solo a aguas residuales. En estudios cientificos se ha reportado el potencial de quelacion y
promotor de crecimiento de acido citrico en plantas como girasol, Brassica napus, Lemna
minor, Brassica Junecia, Chrysopogon zizanioides, ante la exposicion a condiciones
estresantes como metales pesados (Balisnomo et al., 2017; Sallah-Ud-Din et al., 2017).
Ademas se ha indicado que el &cido citrico es un quelante muy potencial en los procesos
bioquimicos que aumentan la eficiencia de la fitoextraccion.

CONCLUSIONES

La adicion de acido citrico promueve una mejora en las caracteristicas fisicas de plantulas
expuestas a aguas residuales, ya que se observan una mayor longitud en tallos y raices de



plantas expuesta a aguas residuales asistidas por acido citrico que en plantulas expuestas
Unicamente a aguas residuales. De igual forma, la concentracion de pigmentos fue mayor en
plantulas asistidas por acido citrico. De esta manera se puede pensar que el acido citrico
mejora la tolerancia y reduce el dafo fitotoxico de plantulas de Typha sp.
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