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RESUMEN
Efecto de Cd disuelto en agua en la germinacion de semillas y el crecimiento
de plantulas de Agave lechuguilla provenientes de zonas con diferente nivel
de contaminacion por metales
En el Altiplano Potosino hay regiones con alta acumulacion de metale pesados en
sus suelos debido a la actividad minera (e.g. Villa de la Paz, S.L.P.) la cual genera
grandes desechos de escoria con alto contenido de Cu, Cd, Cr, Pb y Zn, y
metaloides como As. Existen plantas con la capacidad de tolerar estos metales,
llamadas “hiperacumuladoras”. En Villa de la Paz, S.L.P., se encuentran varias
especies de este tipo, siendo una de las mas comunes la lechuguilla (Agave
lechuguilla). Sin embargo, se desconoce si son tolerantes a metales pesados en
etapas iniciales de desarrollo, como son la germinacién y el crecimiento de
plantulas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de distintas
concentraciones de cadmio, uno de los metales pesados mas comunes en la zona
minera de Villa de la Paz. Se colectaron semillas de Agave lechuguilla en dos
municipios potosinos, Villa de la Paz (lugar muy contaminado por metales
pesados) y Villa de Zaragoza (poco contaminado). Se caracterizaron fisica y
quimicamente las semillas antes de haber estado en contacto con cadmio,
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de furrier (FTIR), y por
espectrofotometro de emision atdmica por plasma inductivamente acoplado (ICP).
Después se realizaron experimentos de germinacion con diferentes
concentraciones de cadmio disuelto en agua: 0, 1, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm.
Las variables de respuesta evaluadas fueron el porcentaje de germinacion,
biomasa, la longitud de la radicula, la eficiencia cuantica del fotosistema Il, la
expresion del gen de la Metalotioneina (MT) y el dafio estructural del meristemo.
También se realizd la caracterizacion quimica de las plantulas de todos los
tratamientos evaluados. Los estudios realizados nos informan que las semillas
colectadas de Villa de la Paz presentaron mayor concentracion de Al, Cd, Cuy Zn
en sus tejidos, en comparacion con las provenientes de Villa de Zaragoza,
mientras que el analisis quimico del suelo de Villa de Zaragoza muestra que la

concentracion por metales pesados fue casi nula. Ademas, las semillas de Villa de
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la Paz presentan menor viabilidad que las de Villa de Zaragoza. Las variables de
respuesta afectadas en ambos sitios son el cadmio acumulado en las plantulas, el
porcentaje de germinacion y el peso seco de las semillas, mientras que la
eficiencia cuantica del fotosistema Il y la longitud de las radiculas no fueron
significativamente afectados por los tratamientos. Se encontraron también células
malformadas del cértex y del parénquima que rodea a los haces vasculares, por lo
gue se concluye que la epidermis fue el tejido mas dafiado por el Cd debido a que
es el primer tejido donde el metal tiene contacto. El dafio fue mas severo en
plantulas de Villa de la Paz que en las de Villa de Zaragoza. En cuanto a la
expresion del gen de la metalotioneina (MT) se encontro que en Villa de Zaragoza
la expresion fue gradual conforme a las concentraciones de cadmio, mientras que
en Villa de la Paz la expresion de MT fue mayor en el tratamiento control debido a
que las plantulas ya poseian metales en su estructura, Asi la contaminacion por

metales pesados afecta la regeneracion natural via sexual de Agave lechuguilla.

PALABRAS CLAVES: Agave lechuguilla, germinacion, cadmio, estrés metalico.
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ABSTRACT

Effect of Cd dissolved in water in seed germination and growth of seedlings
of Agave lechuguilla from areas with different levels of metal contamination

In the semiarid highlands there are or exist regions with high accumulation of
heavy metals in soils due to mining activity (eg Villa de la Paz, SLP), which
generates large waste slag with high content of Cu, Cd, Cr, Pb and Zn, and
metalloids such as As. There are plants that have the ability to tolerate these
metals, known as "hyperaccumulators”. In Villa de la Paz, SLP, there are several
species of this type, one of the most common is lechuguilla (Agave lechuguilla).
However, it is unknown if this specie is tolerant to heavy metals in early stages of
development such as germination and seedling growth. The purpose of this study
was to evaluate the effect of different concentrations of cadmium, one of the most
common heavy metals in the mining area of Villa de la Paz, on lechuguilla seeds
and seedlings from areas with different pollution levels. Agave lechuguilla seeds
were collected in two municipalities of San Luis, Villa de la Paz (place heavily
contaminated by heavy metals) and Villa de Zaragoza (slightly polluted). Seeds
were physically and chemically characterized before been in contact with
cadmium, by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and inductively
coupled plasma (ICP). Following the characterization of germination, experiments
were conducted with different concentrations of cadmium in water: 0, 1, 10, 20, 40,
60, 80 and 100 ppm. The variables evaluated were the percentage of germination,
seedling dry weight, length of radicle, the quantum efficiency of photosystem Il, the
gene expression of metallothionein (MT) and structural damage of the meristem.
The chemical characterization of the seedlings of all treatments was also
performed. Analyses showed that the seeds collected from Villa de la Paz have a
higher concentration of Al, Cd, Cu and Zn in their tissues than those from Villa de
Zaragoza, because the soil of Villa de la Paz is contaminated with high levels of
heavy metals resulting from mining activities in the area, while the soil chemical

analysis of Villa de Zaragoza showed that the heavy metals concentration was
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almost zero. In addition, the seeds of Villa de la Paz have lower viability than those
of Villa de Zaragoza, because the first ones were collected from plants exposed to
high concentrations of heavy metals for many years. Malformed cells were also
found in the parenchyma surrounding the vascular bundles, so it is concluded that
the epidermis was the tissue damaged by Cd because this is the first that comes in
contact with the metal. The damage was most severe on seedlings of Villa de la
Paz that on those of Villa de Zaragoza. Regarding the gene expression of
metallothionein (MT), it was found that in Villa de Zaragoza the expression was
gradual as the concentrations of cadmium increased, while in Villa de la Paz the
MT expression was higher in the control treatment because the seedlings already
had metals in their structure. So pollution by heavy metals affects the natural

sexual regeneration of Agave lechuguilla.

KEY WORDS: Agave lechuguilla, germination, cadmium, metal  stress
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1. Introduccion

Los compuestos minerales son los proveedores de los elementos nutritivos
gue las plantas requieren para el desarrollo de su ciclo de vida. Tales compuestos
proceden de las rocas de la litosfera, las cuales a través de muy diversos
mecanismos se van degradando lentamente hasta convertirse en compuestos
solubles. En el agua del suelo, estos compuestos se disocian en mayor 0 menor
grado en cationes o aniones, pudiendo mantenerse libres en la disolucion o fijarse
segun sus cargas eléctricas a las particulas coloidales. En el suelo existen, por lo
tanto, dos fuentes generales de elementos facilmente asimilables para las plantas:
los nutrientes absorbidos por los coloides y los que forman parte de la disolucion
del suelo. De esta forma, se pueden encontrar elementos esenciales y no
esenciales (Azcon y Talon, 2002).

Los elementos esenciales son aquellos que las plantas requieren para
completar su ciclo biolégico y que no pueden ser sustituidos por ningun otro
elemento. Estos elementos son requeridos en diferentes concentraciones y se les
llama macro y micronutrientes, entre los mas importantes se encuentran el
nitrogeno (N), el fésforo (P), el potasio (K), el azufre (S), el calcio (Ca), el sodio
(Na), entre otros (Azcon y Taldn, 2002). Los elementos no esenciales son aquellos
gue tienen una concentracion baja en las plantas, independientemente de que
sean esenciales para su metabolismo o tengan efecto toxico; también se les llama
elementos traza. Entre los mas importantes estan el cobre (Cu), el niquel (Ni), el
molibdeno (Mo), el Zinc (Zn), etc. Ademas, existen otros elementos como el
arsénico (As), el cadmio (Cd) o el talio (Tl), los cuales en condiciones naturales
son poco abundantes en el agua y el suelo. Estos elementos son conocidos como
metales pesados y tienen la caracteristica de tener una alta densidad y son téxicos
en altas e incluso en bajas concentraciones. Los metales pesados se encuentran
como componentes naturales de la corteza terrestre, en forma de minerales, sales
u otros componentes (Kabir et al., 2008).

En general, los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir
cuatro diferentes vias: I) quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase

acuosa del suelo u ocupando sitios de intercambio; Il) ser especificamente
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adsorbidos sobre constituyentes inorganicos del suelo; Ill) estar asociados con la
materia organica del suelo y IV) ser precipitados como solidos puros o mixtos.
Después de incorporarse al suelo, pueden ser absorbidos por las plantas y asi
incorporarse a las cadenas tréficas, también pueden pasar a la atmdsfera por
volatilizacion o pueden ser movilizados a las aguas superficiales o subterraneas
(Garcia y Dorronsoro, 2005).

Para determinar el comportamiento de los metales pesados en los suelos y
prevenir riesgos toxicos potenciales se requiere la evaluacion de la disponibilidad y
movilidad de los mismos (Banat et al., 2005). La toxicidad de los metales depende
no solo de su concentracion, sino también de su movilidad y reactividad con otros
componentes del ecosistema (Abollino et al., 2002). La disponibilidad de los
metales pesados en el suelo esta en funcion del pH, del contenido de arcillas, del
contenido de materia organica, de la capacidad de intercambio cationico y/o
aniénico, asi como de otras propiedades que las hacen Unicas en términos de
manejo de la contaminacion (Sauve et al., 2000; Sauquillo et al., 2003).

La presencia de metales pesados en el suelo es cada vez mas comun
debido al aumento de actividades antropogénicas como la mineria, la cual genera
gran cantidad de metales pesados (Razo, 2006; Kabir et al., 2008). La mineria se
considera una actividad antropogénica de alto impacto debido a que los residuos
producidos en sus etapas de exploracion, extraccion y procesamiento producen
efectos negativos sobre el agua, aire, suelo (Razo, 2006). El impacto ambiental
mas notorio producto de esta actividad, es la generacion de residuos provenientes
de las presas de jales y escoria. Los residuos generalmente son producto de
metales pesados como Cu, Cd, Cr, Pb y Zn y metaloides como As (Gonzélez,
2006). Estos dafios ambientales se generan principalmente por el caso omiso a la
normatividad ambiental en cuanto al manejo y disposicion de estos materiales
(UNEP, 2000).

En México la mineria ha sido una importante actividad econémica desde la
época de la Colonia (Razo, 2006). En la actualidad, el Estado de San Luis Potosi
es uno de los principales productores de metales en nuestro pais, produciendo

principalmente fluorita (CaF2), plata (Ag), plomo (Pb), zinc (Zn), cobre (Cu), entre
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otros (SGM, 2008). La actividad minera se centra en la region del Altiplano
Potosino, con la mayor acumulacion de metales en los municipios de Villa de la
Paz y Matehuala, en los cuales existe un yacimiento de plomo, zinc, plata, cobre y
oro. Este yacimiento ha sido explotado por mas de dos siglos, generando
contaminacion por metales pesados en el suelo, agua y sedimentos del lugar
(Castro et al., 1997; Monroy, 2002; Razo, 2004, 2006; Gonzéalez, 2006).

En el suelo, los metales pesados se encuentran como iones libres actuando
de forma directa sobre los seres vivos, a través del bloqueo de las actividades
bioldgicas; es decir, en la inactivacidon enzimatica por la formacion de enlaces
entre el metal y los grupos —SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios
irreversibles en los diferentes organismos (Li et al., 2005). Asi, es probable que en
la zona minera de Villa de la Paz — Matehuala, la alta cantidad de metales
pesados incorporados al suelo afecte de manera negativa el desarrollo e incluso la
supervivencia de las plantas nativas.

Tras el desarrollo industrial y la incorporacién de metales pesados a los
ecosistemas por dichas actividades, las plantas silvestres han tenido que lidiar con
un nuevo tipo de estrés, causado por las altas concentraciones de metales
pesados. Las plantas desérticas estan constantemente sometidas a distintos tipos
de estrés abidtico como sequia, alta radiacion solar, altas y/o bajas temperaturas,
luz ultravioleta, entre otros (Basurto et al., 2008), y se ha sugerido que el estar
adaptadas a estos tipos de estrés les confiere adaptacion para otros tipos de
estrés, como el ocasionado por los metales pesados (Catanese et al., 2006).

Algunas especies vegetales han desarrollado mecanismos internos para
tolerar la toxicidad de los metales, por lo que pueden acumular altas
concentraciones de metales en sus tejidos a niveles muy por encima de los
normales, sin presentar sintomas de toxicidad; a este tipo de plantas se les llama
hiperacumuladoras (Baker, 1981; De la Rosa et al., 2004; Llugany et al., 2007).

Existen diversos mecanismos de entrada de los metales pesados a las
plantas. Generalmente, el primer contacto se lleva a cabo en las células de la raiz,
ya que es la parte subterranea en contacto directo con el suelo, en el cual los

metales se encuentran disueltos y biodisponibles para las plantas (Azcén y Talén,

3




frs

baeg
[T

UhZ : . .
% Biol. Carmen Alejandra Méndez Hurtado

2002). Una de las caracteristicas que comparten todas las células vivas es su
capacidad de mantener en su interior iones y moléculas notablemente fuera del
equilibrio (Azcén y Taldn, 2006; Kabir et al., 2008).

El ingreso de los metales pesados a la planta esta mediado por la
membrana plasmatica de las células, debido a que esta compuesta por distintos
tipos de fosfolipidos y esteroles. Ademas contiene varios tipos de proteinas,
algunas de ellas con una marcada actividad enzimatica, a través de la cual existe
un continuo trafico de iones dentro de la célula. Asimismo, en la membrana
plasmatica ocurren varios mecanismos para la entrada de los iones metalicos que
no son especificos para ellos. Un ejemplo de estos mecanismos son los canales,
los cuales son proteinas que funcionan como poros selectivos en la membrana
(Azcon y Talon, 2002).

En las plantas se han descrito distintos tipos de canales como los de K,
CI™ o Ca®'. Los canales de Ca?* son especificos para la entrada de calcio a las
células; sin embargo, ocurre un intercambio entre la superficie celular y la solucién
externa, en donde los iones de calcio pueden ser intercambiados por otro ion
estequiométricamente equivalente, como ocurriria en el caso del cadmio Cd?*, el
cual puede sacar al calcio del canal para que éste entre; a este proceso se le
conoce como intercambio idnico (Helffrich, 1995).

En la membrana plasmatica existen proteinas con actividad deshidrogenasa
capaz de oxidar NADPH, los electrones provenientes de esta oxidacion son
transportados por la parte externa de la membrana a través de una serie de
proteinas. El funcionamiento de esta mini cadena de transporte de electrones da
una salida de protones al exterior de la membrana. El aceptor final de electrones
puede ser el oxigeno (O2) actuando como agente oxidante, aunque puede haber
otros agentes oxidantes, ya que la transferencia de electrones en la parte externa
de la membrana es muy inespecifica debido a que aun se desconoce su
funcionamiento en gran medida. Este mecanismo se conoce como bomba redox,
el cual acumula en la membrana poder reductor proveniente de la actividad
metabdlica. Esto da la actividad reductora para movilizar iones que son insolubles

cuando estan oxidados (Azcén y Talén, 2002).
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En la membrana plasmatica hay varias proteinas que transportan los iones
del exterior hacia el interior, llevandolos a los diferentes organelos segun su
funcion (Polle y Schitzendibel, 2003). Se han descrito varias proteinas
especificas para ciertos metales, las cuales transportan el ion metalico anclandolo
e introduciéndolo en las células. Estas proteinas fueron descritas por Hall y
Williams (2003), describiéndose alrededor de ocho familias de proteinas
transportadoras de metales. Se destaca la proteina LCT1, la cual es capaz de
transportar Cd**, siendo esta proteina muy afin a este elemento. De igual forma se
encuentran las proteinas IRT1, 2 y Nrarps, las cuales ademas de transportar otros
iones metalicos también son capaces de transportar Cd2" (Hall y Williams, 2003).
Una vez entrando el ion metdlico a la célula, éste es transportado a otras células
por via simplastica y/6 apoplastica hasta llegar al xilema, y es asi como se
distribuye a todos los tejidos de la planta (Azcon y Talon, 2002).

Una vez adentro de la planta el cadmio puede producir toxicidad en éstas,
puesto que es un metal no requerido para las plantas y se ha reportado su
toxicidad ante las altas exposiciones de este elemento (Pernia et al., 2008). El
cadmio es un metal pesado del grupo 1lIB, con una densidad de 8.6 g cm™ (Di
Toppi y Gabbrielli, 1999); este metal se encuentra de maners natural en el suelo, y
Su presencia se ha incrementado tras el desarrollo de las actividades humanas.

Algunas especies vegetales han creado mecanismos de desintoxicacion
contra el estrés causado por los metales pesados como el cadmio, produciendo
pequefias proteinas ricas en cisteinas responsables de la quelacion del metal;
tales proteinas son denominadas metalotioneinas 6 MTs (Zhou y Goldsbrough,
1995; Rodriguez-Serrano et al., 2008). Estas proteinas quelan al cadmio mediante
ligandos de azufre (S), produciendo complejos de Cd-ligandos y transportandolos
hacia las vacuolas y a otras células (Clemens, 2006). Los complejos de cadmio
tienen composicion de aminoacidos, por lo que es mas facil anclarse a la
metalotioneina y ser transportados (Karin, 1985; Kagi y Shaffer, 1991).

Las metalotioneinas fueron descubiertas en 1957 y la presencia de estas
proteinas se relacionaba con la acumulacion de metales en los tejidos (Hamer,

1985). Actualmente se reconoce a la metalotioneina como uno de los compuestos
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bioldgicos capaces de contener metales. Estas proteinas han recibido su nombre
con base en su alto contenido de metales y sulfhidrilos provenientes de cadenas
laterales de cisteinas (Karin, 1985). Ademas, se ha reportado la alta afinidad del
cadmio por el grupo sulfhidrilo (Polle y Schitzendubel, 2003), lo cual facilita la
quelacion a esta proteina. EI cadmio se une a la metalotioneina en dos distintos
agrupamientos polinucleares, A y B. El agrupamiento A tiene 11 cisteinas las
cuales pueden ligar cuatro atomos de cadmio, este agrupamiento esta constituido
por a carboxilo. El agrupamiento B posee nueve aigte y puede unir tres
atomos de cadmio, este agrupamiento esta constituido poamino terminal
(Karin, 1985; Kagi y Shaffer, 1991).

Se han desarrollado diferentes estudios con plantas desérticas
hiperacumuladoras de metales pesados para evaluar su capacidad de remediar
suelos contaminados. Para las especies Prosopis laevigata, Larrea tridentata,
Opuntia ficus-indica, Agave lechuguilla, entre otras mas, existen reportes de su
alta tolerancia a metales pesados y su hiperacumulacion de metales en los tejidos
como raiz, tallo y hojas (Gardea-Torresdey et al.,, 1998; 2000; 2003; 2004;
Romero-Gonzalez et al., 2005; Gonzalez-Castro, 2007). Todos estos estudios
coinciden con la hiperacumulacion de los metales principalmente en la raiz, pues
es la parte de las plantas que tiene el primer contacto con el metal, y
posteriormente en tallos y hojas.

Para saber si una especie vegetal tiene la capacidad de acumular metales
en sus tejidos, es necesario evaluar las respuestas que presentan en sus distintas
fases de desarrollo (semillas, plantulas, juveniles, adultos), siendo las primeras
dos fases de primordial importancia en el ciclo de vida (Kranner y Colville, en
prensa). Sin embargo, la informacion acerca del efecto de los metales pesados en
la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas es contrastante, pues
mientras que en algunas especies se reporta que no hay efecto (Li et al., 2005;
Jamal et al., 2006a), en otras sucede lo contrario (Baskin y Baskin, 2001; Peralta
et al., 2000; 2001; Di Salvatore et al., 2008; Kabir et al., 2008). Ademas, en los
estudios que se ha encontrado que la exposicion a los metales no detiene la

germinacion, se reporta que si afecta el crecimiento de las radiculas y el
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establecimiento de las plantulas (Peralta et al., 2001; Li et al.,, 2005; Buendia-
Gonzélez et al., 2010).

Algunos de los sintomas mas caracteristicos que las plantas pueden
presentar en altas concentraciones de cadmio son la reduccion del crecimiento de
la radicula en plantulas y de la longitud de las raices en plantas adultas (Ferjani,
2005; Pomponi et al., 2006), asi como la inhibicidbn de la apertura estomatica
(Barcelo et al., 1986), de la fotosintesis (Pietrini et al., 2003; Drazkiewicz et al.,
2003) y de la sintesis de la clorofila (Drazic y Mihailovic, 2005). También se ha
reportado inhibicion de la germinacion del polen y del crecimiento del tubo polinico
(Xiong y Peng, 2001), disminucion del contenido de carotenoides (Rai et al., 2005)
y de la tasa de transpiracién (Xiong y Peng, 2001), aceleracion de la senescencia
celular (Di Toppi y Gabbrielli, 1999; Benavides et al., 2005) y clorosis (Prasad,
2003). Se ha encontrado también la interferencia con la toma, transporte y uso de
varios micronutrientes como el Fe, Mn y Zn (Di Toppi y Gabbrielli, 1999),
polimorfismo en el ADN (Liu et al., 2005), disminuciéon de la produccion de
cloroplastos, inhibicion de la produccion de la clorofila a y b, inhibicion del
fotosistema 2 y decremento de la actividad del rubisco (Pessarakli, 2005) y dafio
estructural en células de hojas y tallo (Barcelo et al., 1987)

Estudios desarrollados en el Altiplano Potosino en la zona de explotacion
minera de Villa de la Paz, indican que las altas concentraciones de metales
pesados emitidas al ecosistema ponen en riesgo de pérdida a la comunidad en
general y a la diversidad de especies de plantas nativas del lugar (Gonzélez,
2006). Diversos estudios coinciden en que a mayor concentracion de metales
pesados mas severo sera el dafio en las plantas, pero que el efecto negativo
también depende de la toxicidad de los metales, el tiempo de exposicion hacia las
plantas y el pH del suelo (Li et al.,, 2005; Gardea-Torresday et al., 2002). Sin
embargo; en el Altiplano Potosino aun no se han hecho investigaciones sobre este
tema.

Por otra parte, recientemente se reportd que las semillas de sitios
contaminados por metales pesados son mas resistentes a tales metales en

comparacion con semillas de sitios no contaminados (Haque et al., 2009). Asi, es
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probable que algunas plantas del Altiplano Potosino estén mejor adaptadas a la
contaminacion por metales pesados, en comparacion con semillas de las mismas

especies gque no han sido expuestas a contaminacion.
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2. Justificacion

Se han realizado varios estudios sobre la concentracion de metales
pesados y sus efectos en las plantas, sin embargo; la mayoria han sido con
plantas adultas (Aldrich et al., 2003; Gardea-Torresdey et al., 2004; 2005;
Romero-Gonzalez, 2005). Son pocos los experimentos sobre los efectos de los
metales pesados en la germinacién de semillas y el establecimiento de plantulas
(Weigel y Hans, 1980; Peralta et al 2000; 2001; Street et al., 2007; Casierra et al.,
2008). Aunado a esto, los trabajos existentes se enfocan en especies de cultivo
(Peralta el al., 2001; Jamal et al.,, 2006a; 2006b; Kuriakose y Prasad, 2008),
siendo escasos los estudios con especies silvestres (Jamal et al., 2006c; Aldrich et
al., 2007; Buendia-Gonzalez et al., 2010).

En este proyecto se pretende determinar la capacidad de germinacion de
semillas y del crecimiento de plantulas de Agave lechuguilla (lechuguilla) ante la
presencia de diferentes concentraciones de cadmio. Dicho metal se escogio
debido a que en un estudio preliminar se encontré que en el suelo de Villa de la
Paz se encuentra muy por arriba de las concentraciones limite sugeridas por la
USEPA (USEPA, 2002; Razo 2006). Se comparara también mediante una
caracterizacion fisica, quimica vy fisioldgica, el efecto del cadmio en semillas y
plantulas de lechuguilla provenientes de regiones con distinto nivel de
contaminacion por metales pesados, una muy contaminada (Villa de la Paz,
S.L.P.) y una sin contaminacion aparente (Villa de Zaragoza, S.L.P.). Se espera
gue el efecto de las concentraciones altas de cadmio sea mayor en semillas y
plantulas de lechuguilla provenientes de lugares no contaminados, como ha sido
encontrado para la especie semiarida Prosopis juliflora (Jamal et al., 2006a).
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3

. Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracidon de cadmio disuelto en agua en la
germinacion de semillas y en el crecimiento de plantulas de Agave
lechuguilla (lechuguilla), provenientes de poblaciones con distinto nivel de

contaminacion por metales en el suelo.

3.1 Objetivos especificos

Caracterizar fisica y quimicamente las semillas de lechuguilla antes y
después de haber sido expuestas a los tratamientos de cadmio.

Evaluar la tolerancia en la germinacion de éstas y en el crecimiento de
plantulas (biomasa, eficiencia del fotosistema Il, estructura anatomica,
longitud de la radicula y expresion del gen de la metalotioneina) de A.
lechuguilla.

Determinar si hay diferencias en la tolerancia al cadmio entre semillas de
lechuguilla provenientes de lugares con distintos niveles de contaminacion.
Sugerir los posibles mecanismos de entrada del cadmio a las células y su

camino por la plantula.
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4. Hipotesis

Las concentraciones altas de cadmio afectaran la germinacion de semillas
y el crecimiento de plantulas de Agave lechuguilla, y el efecto serd mayor en

semillas y plantulas provenientes de lugares no contaminados.
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5. Materiales y método
5.1. Sitio de estudio

Este trabajo se realiz0 con semillas de dos poblaciones de Agave
lechuguilla en el estado de San Luis Potosi, una de ellas ubicada en el municipio
de Villa de la Paz y la otra en Villa de Zaragoza. Villa de la Paz limita al norte con
el municipio de Cedral, al suroeste con Villa de Guadalupe, al oeste con Catorce y
al este con el estado de Nuevo Ledn. Las coordenadas geograficas son de
100°38" longitud oeste y 23°41°de latitud norte (INEGI, 2008). Esta zona se
encuentra contaminada con la presencia de metales pesados producto de la
actividad minera (Razo, 2006).

Villa de Zaragoza se localiza en la zona centro del estado, sus coordenadas
geograficas son 100°43'55” de longitud oeste y 22°2’15” de latitud norte. Colinda al
norte con los municipios de Cerro de San Pedro y Armadillo de los Infante; al este
con San Nicolas Tolentino; al sur con Santa Maria del Rio; al oeste con los
municipios de Villa de Reyes y San Luis Potosi (INEGI, 2008). Esta zona no
presenta actividad minera, por lo que sus niveles de contaminacion por metales
pesados no son altos. En la Figura 1 se muestra el mapa de localizacién de los

municipios.
Villa de la Paz
/ huala
z =

Matel
ac . Ledn
P B
- A S
._': £ \.,/ Villa de Zaragoza
A, g

Zaragoza

Figura 1. Localizacion del area de estudio
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5.2 Especie de estudio

Agave lechuguilla es una planta suculenta perteneciente a la familia
Agavaceae. Esta especie se distribuye en el desierto chihuahuense,
principalmente en los estados de Chihuahua, Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas,
Durango, San Luis Potosi e Hidalgo (SIRE, 2000; Gentry, 2003; Silva-Montellano,
2003a). De acuerdo con Gonzales (2006), en Villa de la Paz esta especie presenta
el riesgo de pérdida de su habitat, asi como una modificacién en su estructura y un
desequilibrio en sus propiedades ecosistémicas, de ahi la importancia de estudiar
esta especie. Ademas, Agave lechuguilla posee importancia comercial, ya que sus
hojas se utilizan para la fabricacion de fibras textiles y su bagazo para la
produccion de jabones (Pando-Moreno et al., 2008).

La lechuguilla generalmente se encuentra en suelos limosos (Nobel y
Quero, 1986). En la Figura 2 se muestra la distribucion de esta especie en

México.

Figura 2. Mapa de distribucion de Agave lechuguilla en México
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5.2.1 Descripciéon taxonomica de Agave lechuguilla
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Género: Agave

Especie: Agave lechuguilla

Agave lechuguilla es una planta de penca/ hojas deltoides con espinas en
los margenes de las hojas, con una ligera banda tenue color verde en medio de
las hojas. Tales hojas contienen fuertes fibras, las cuales se aprovecha para uso
textil y ornamental (SIRE, 2000). La floracion de esta especie ocurre entre mayo y
septiembre. Las flores de la lechuguilla son dispuestas en inflorescencias
espigadas que se forman al centro de la roseta de las hojas. Asimismo, estas
flores tienen caracteristicas protandricas, con los pétalos de color amarillo, cuatro
estambres y un pistilo. El fruto es de forma capsular oblongo lefioso, dehiscente,
con 3 alas y con numerosas semillas en cada una de las alas. El fruto mide de 2 a
3 centimetros de largo aproximadamente y uno de espesor (Silva-Montellano y
Eguiarte, 2003). La semilla de esta especie presenta una forma ligeramente
triangular, ovoide, comprimida, de unos 6 a 7 m de largo. La testa es de color
negro, lisa, lustrosa, aproximadamente de 0.1 a 0.2 mm de grosor. El embrién es
ligeramente curvo, central, de tamafio mediano y de color blanco. El cotiledon es
grande, plano, carnoso, lanceolado y mucho mas largo que la radicula. La radicula
es corta, superior y dirigida hacia el hilo pequefio, oblongo y blanco. Estas semillas
presentan abundante endospermo, triploide, externo, ruminado, suave, carnoso,
blanco y opaco o translucido (Niembro, 1983).

La importancia econdmica de esta planta radica en sus hojas debido a que
posee un alto contenido en fibras, las cuales son utilizadas en la extraccion de ixtle

para la fabricacién de lazos, lomeras, gamarras, costales, cubiertas para pacas de
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algodon, tapetes, etc. De la raiz y del tallo se obtienen productos que se emplean
en la fabricacion de jabones. El jugo de las hojas se puede utilizar como

detergente. Se utiliza también para la extraccion de esteroides (SIRE, 2000).

5.3 Colecta de semillas

La colecta de semillas se realizO de manera manual, cortando las
infrutescencias del escapo para después extraer los frutos de manera manual y
sacar posteriormente las semillas de los frutos, quitdndoles la cubierta carnosa
que las protegen con ayuda de una navaja. Después de ser extraidas, se

sometieron a diferentes caracterizaciones y tratamientos de germinacion.

5.4. Caracterizacién de las semillas

Antes de iniciar con los experimentos de germinacion, a las semillas se les
realizaron diferentes pruebas de caracterizacion, mediante: FTIR, ESEM, EDX y
analisis quimico, con el fin de determinar los diferentes compuestos y metales que
estuvieran presentes en las semillas y que podrian influir en el proceso de

germinacion.

5.4.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier
(FTIR)

La primera caracterizacion se realizd mediante espectroscopia de
infrarrojo de reaccion de Fourier (FITR) de la marca Thermo Nicolet 6700, con el
empleo de un cristal de selenuro de zinc. Se realizaron escaneos de 1/32 por
segundo, para poder identificar los diferentes compuestos organicos que las
semillas poseen, como carboxilos, aminas, amidas, aldehidos, grupos asufrados,
etc., con los cuales el cadmio pudiese interactuar ligandose a su estructura y
facilitando la entrada a la planta. Lo anterior debido a que se ha reportado que el
cadmio tiene una alta afinidad por el grupo sulfhidrilo, asi como por grupos aminos
(Polle y Schitzendibel, 2003).

Para realizar este método primero fue necesario secar las semillas a 70°C

por un periodo de 17 horas. Las semillas secas se colocaron en un desecador
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antes de su procesamiento, después se registro el peso seco de las semillas.
Posteriormente, las semillas secas se molieron en un mortero de agata hasta ser
pulverizadas, para después ser analizadas en el espectrofotometro con

transformadas de Fourier.

5.4.2 Microscopio electronico de barrido ambiental (ESEM)

Para conocer la morfologia de las semillas se realiz6 una caracterizacion de
la estructura de la semilla, mediante el uso del microscopio electrénico de barrido
XL-30. Este andlisis es puntual. Para este paso, fue necesario realizar disecciones
anatomicas a las semillas de manera transversal, para poder caracterizarla tanto
por fuera como por dentro. Las partes de las semillas se colocaron en el
microscopio electronico de barrido. Se le realizé un escaneo en el microscopio
electronico ambiental (ESEM, por sus siglas en ingles), el cual nos dio una imagen

de la morfologia de los diferentes cortes analizados en este estudio.

5.4.3 Energia dispersiva de rayos X (EDX)

Con las mismas muestras y el microscopio electrénico de barrido ambiental,
se realiz6 un andlisis por energia dispersiva de rayos X (EDX por sus siglas en
ingles). Esta técnica nos permitio determinar el porcentaje de los diferentes
elementos presentes en las semillas. El EDX se basa en las interacciones entre la
radiacion electromagnética, el material analizado y los rayos X. Su capacidad de
caracterizacion se basa en el principio fundamental de que cada elemento tiene
una uUnica estructura atomica, permitiendo que los rayos X choquen con las
particulas, emitiendo una energia caracteristica de la estructura atomica de

elementos que se identifican individualmente entre si (Goldstein et al., 2003).
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5.4.4 Digestiones acidas y analisis por espectrofotometria de emision
atomica por plasma inductivamente acoplado (ICP)

Para la cuantificacion de los elementos presentes en las semillas antes de
ser tratadas con cadmio y en las plantulas después de los tratamientos con
cadmio, se utilizé el ICP (Inductive Couple Plasma). Esta técnica nos permitio
cuantificar de manera mas exacta la concentracion de metales en semillas y
plantulas. Para llevar a cabo este analisis se realiz6 el siguiente procedimiento:

Las semillas fueron molidas en un mortero de agata, después fueron
colocadas en una capsula de porcelana en el horno de secado Binder a 45°C
durante 24 horas; inmediatamente después se tomo el peso seco de las muestras.
Se colocaron 0.5 g de semilla en frascos de HDPT para poder realizar las
digestiones, este procedimiento se realizé por triplicado. Para iniciar las
digestiones acidas, primero se agregé 0.1 mL de agua regia (1 volumen de acido
nitrico (HNOs) mas 3 volimenes de &cido clorhidrico HCI) recién preparada, por
cada miligramo de muestra. Estas muestras se sometieron a digestion durante un
periodo de 4 a 5 horas, a una temperatura entre 60 y 70 °C. Posteriormente, las
muestras se dejaron enfriar y se continud con la digestion agregando 0.2 mL de
HNO3; concentrado por cada miligramo de muestra, y se sometieron a reflujo
durante 12 - 14 horas a 60 °C. Al final de la digestibn con HNO3, se agregd
peréxido de hidrogeno (H,0O;) concentrado a las digestiones para que se oxidara la
materia organica restante. Una vez obtenidas las digestiones, se procedio a filtrar
las muestras, con el fin de evitar que quedara algun remanente y causara alguna
alteracion en los resultados. Finalmente, las muestras digeridas se procesaron en
el espectrofotbmetro de emisién atdmica por plasma inductivamente acoplado
(ICP), obteniendo la concentraciéon de elementos inorganicos presentes en las

semillas.

5.5 Pruebas de viabilidad de semillas con tetrazolio al 2%.
Se utilizo la técnica de viabilidad de semillas sugerida por Baskin y Baskin
(1998). Se utilizé tetrazolio al 2 %, donde se peso 1 g de tetrazolio y se ajusto a 50

mL. La preparacion se realizd en oscuridad debido a que el tetrazolio se degrada
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con la luz. Una vez preparada la solucion, 100 semillas de cada localidad se
colocaron en un vaso de precipitado el cual fue previamente cubierto con papel
aluminio para evitar el contacto con la luz una vez que se colocara la solucion. Las
semillas con la solucién fueron colocadas a una temperatura de 40°C durante 12
horas. Después de ese tiempo, las semillas fueron enjuagadas y colocadas en
agua destilada hasta su analisis.

Para el andlisis de las semillas fue necesario hacer un corte longitudinal con
el fin de observar la tincion del embrion con ayuda de un estereoscépio. El

porcentaje de semillas tefiidas equivale al porcentaje de semillas viables.

5.6 Efecto del cadmio en la germinacion de semillas y el crecimiento de
plantulas de Agave lechuguilla.

Los tratamientos constaron de cinco unidades experimentales con 20
semillas de Agave lechuguilla cada uno. Estas fueron colocadas en cajas Petri con
2 mL de diferentes concentraciones de cadmio como sustrato, con el fin de
observar la asimilaciébn del cadmio en la germinacion y el crecimiento de las
plantulas. Se realizaron siete diferentes concentraciones de cadmio (0, 1, 10, 20,
40, 60, 80 y 100 ppm). La concentracion O fue el control, usando agua sin ningun
tipo de contaminante. Las concentraciones fueron escogidas con base en los
tratamientos utilizados en la literatura cientifica.

Las semillas fueron expuestas a germinar bajo fotoperiodos de 12 horas luz,
12 horas oscuridad, con una temperatura de 25°C, en una incubadora para
plantas Lumistell modelo ICP-19d-c/iv. Previo a colocar las semillas en la
incubadora, se esterilizé todo el material utilizado asi como las semillas para evitar
contaminacion por hongos u otros microorganismos que pudiesen alterar los
resultados. Ademas, el sembrado de las semillas en las cajas Petri se realizé bajo
campana de flujo laminar.

El material se esterilizd con ayuda de una autoclave, a 120 C por 30
minutos. Ademas, fue necesario la esterilizacion de las semillas realizando varios

lavados los cuales consistieron en:
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1. Se agrego etanol al 70% y se colocO en agitacion constante durante 5
minutos, después se decantd el etanol.

2. Se agrego6 cloro al 20 %, se coloc6 en agitacion constante por 15 minutos
y después se decanté.

3. Se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril, para quitar

cualquier remanente de cloro y etanol.

5.7 Variables de respuesta

Las variables utilizadas fueron el porcentaje de germinacion, la longitud de la
radicula, el peso seco de las plantulas, la eficiencia cuantica del fotosistema I, la
estructura anatomica del meristemo apical, la expresion del gen de la
metalotioneina y la sorcion de cadmio por las plantulas. A continuacion se define

cada una de las variables evaluadas:

5.7.1 Porcentaje de germinacién

La germinacién de las semillas es definida como una serie de procesos
metabdlicos y morfoldgicos, los cuales resultan en la transformacion del embridn
en una plantula capaz de convertirse en una planta adulta (Coll et al., 1995). El
porcentaje de germinacion en un lote de semillas es importante debido que indica
la proporcién de semillas capaces de germinar y desarrollarse.

5.7.2 Longitud de radicula

Después de la germinacién, el desarrollo de la radicula es indispensable
para el establecimiento de la plantula, por lo cual la longitud de la radicula indica la
capacidad de crecer y desarrollarse, asi como la capacidad para establecerse

como plantula y prosperar ante el estrés sometido (Coll et al., 1995).

5.7.3 Biomasa total de plantulas
Se evalud el total de biomasa (peso seco) que la plantula acumulé o gané
en el proceso de crecimiento, como una medida de los recursos asignados al

crecimiento en las distintas concentraciones de cadmio (Coll et al., 1995).
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5.7.4 Eficiencia cuantica del fotosistema Il

La importancia de la evaluacion de la fotosintesis y los efectos inducidos
por el estrés metalico son importantes en el andlisis y desempefio de las plantulas
bajo condiciones naturales. Cuando la molécula de clorofila es excitada por la luz,
la energia absorbida puede ser disipada en tres procesos: 1) fotoquimicamente
(fotosintesis), 2) dispersion térmica o calor y 3) fluorescencia. Estos tres procesos
compiten entre si; de tal forma que el aumento de uno de ellos significa la
disminucién de los otros dos. La fluorescencia de la clorofila es la produccion de la
luz que acompanfa la rapida disminucion de la energia de los electrones que se
encuentran en estado excitado de la clorofila. Esta energia puede ser utilizada
para fotosintesis o perderse en la disipacion calorifica.

Una manera de evaluar la fluorescencia de la clorofila es mediante la
fluorescencia modulada. Esta técnica se refiere a que la luz de excitacion posee
un desarrollo de la alta frecuencia, de modo que puede ser discriminada del resto
de las emisiones de luz. Asimismo esta técnica evalla la fluorescencia de la
fotosintesis usando pulsos de luz fuerte, permitiendo el analisis de la eficiencia
fotosintética y evalla las alteraciones del aparato fotosintético en funcion del
transporte de electrones (ETR), esto quiere decir que cuando el ETR es
bloqueado por algun factor de estrés, los niveles de fluorescencia disminuyen

(Gonzalez-Salvatierra, 2009).

5.7.5 Estructura anatdmica del meristemo apical

Se cosecharon las plantulas de A. lechuguilla después de dos semanas de
crecimiento con diferentes tratamientos de cadmio. Se fij6 el tejido con
gluteraldehido grado 1 al 4%. Posteriormente se realizaron tres lavados con
solucion buffer de fosfato (pH 7.4). Finalmente se procedié a realizar la
deshidratacion del tejido en etanol graduado antes de incluir en resina. A

continuacion se describe la técnica:
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Fijacion del tejido
1. Se agrega gluteraldehido (4%) a la muestra hasta cubrirla por completo,
durante dos dias. Las muestras tienen que estar libres de luz y polvo.
2. Se realizaran lavados con buffer de fosfato con intervalos de 30 minutos,

para eliminar el gluteraldehido.

Deshidratacion del tejido
1. Se deja reposando la muestra en solucion de etanol al 30% por espacio de
tres horas y se decanta la solucion.
En etanol al 50% por tres horas
En etanol al 70% por 12 horas
En etanol al 90% por tres horas

En etanol al 96% por tres horas

o 0k WD

Finalmente en alcohol absoluto. La muestra se puede dejar en esta solucion

por tiempo indefinido hasta el momento de su inclusion en resina.

Inclusion del tejido

Las plantulas tratadas con el método anterior fueron incluidas en resina
epoxica (Technovt H7100), la cual junto con un agente catalizador endurece la
resina. Asi, el tejido queda incluido en un medio sélido, lista para los cortes por
micrétomo. La técnica se divide en tres pasos, pre infiltracion, infiltracion y

polimerizacion de las muestras. Se describe la técnica a continuacion:

Pre-infiltracion
Se realiz6é una serie graduada de etanol y resina de la siguiente manera:

1. Solucion de etanol al 70% y 30% de 7100 Technovit resina epoxi. Se le
agrega a las plantulas y se deja en vacio por espacio de dos horas y se
decanta la solucion.

2. En solucion de etanol al 50% y 50% de 7100 Technovit por espacio de 2

horas en vacio.
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3. En solucién del etanol al 30% y 70% de 7100 Technovit por 2 horas en
vacio.

4. En solucion de 7100 Technovit al 100% por 12 horas en vacio

Infiltracion

Se prepara la resina con un endurecedor en el cual se agregan 100 mL de
7100 Technovit, que contenga el catalizador XCL y se agrega el endurecedor I,
después se agrega el endurecedor Il el cual acelera el endurecimiento debido a
que contiene un derivado de &cido barbitdrico. Dichos compuestos son mezclados
por un minuto. Después de la infiltracidn, las plantulas son colocadas en capsulas

de gsl 3 transparentes y se cubre la muestra con solucion de infiltracion.

Polimerizacion

Las capsulas con el tejido infiltrado se dejan reposar por 24 horas en vacio
a temperatura ambiente, con el fin de asegurar la infiltracion de la solucién y el
endurecimiento de las muestras. Transcurrido el tiempo las plantulas inmersas en

la capsula estan listas para su orientacion.

Orientacién y corte de la muestra
Las capsulas con el tejido incluido ya endurecidas son pegadas a pequefios

cubos de madera de 3 cm de largo por 1 de ancho, de tal manera que la radicula
de las plantulas queden orientada perpendicularmente hacia la navaja de tugsteno
del micrétomo Leica RM 2125RT donde se realizaron los cortes seriados.

Los cortes se realizaron a 3 um de espesor, los cuales se colocaron en un
portaobjetos. La técnica se describe a continuacion:
Descripcion anatémica del tejido del meristemo apical

Los cortes se tifieron con el colorante Crecyl Blue en solucion acuosa al
16 %. El analisis de los cortes se realizé en un microscopio 6ptico Leica DM 2000,
enfocando las muestras a una magnificacion de 40x y 100x. Se utilizé el programa

LAES EZ version 1.4.0 para medir el diametro de los granulos de almidon
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encontrados en las células del parénquima y asi poder realizar las comparaciones

entre células de cada uno de los tratamientos.

5.8 Metales pesados en el suelo

Se analizo el contenido de metales pesados en suelo de Villa de Zaragoza y
estos resultados se compararon con los reportados por Razo (2006) para suelo
de Villa de la Paz.

El suelo analizado en Villa de Zaragoza se colect6 a unos 5 cm de
profundidad. Después, este suelo se secé a 60 °C por dos horas, para después
ser homogeneizado con ayuda de un martillo. Posteriormente, se procedid a
tamizar la muestra con un tamiz de 0.25 cm de apertura, con el fin de obtener
particulas finas de suelo. A continuacion se colocaron 5 g de suelo en cada uno de
los cuatro tubos eppendorf de 15 mL, a los cuales se le agregé 10 mL de agua
acida. A dos tubos se les agregd agua acida a un pH de 5. Tales tubos se
sometieron a agitacion por 30 minutos, para después centrifugarse a 6000 RPM.
Después se retird el sobrenadante para colocarlo en tubos eppendorf de 15 mL.
Este proceso se repitid tres veces mas. Al sobrenadante recolectado se le realizo
el andlisis de contenido de metales mediante el ICP, obteniendo Ilas

concentraciones de los diversos elementos presentes en el suelo.

5.9 Sorcién de cadmio por las plantulas

Después de los experimentos de germinacion, se cosecharon las plantulas
y se analizaron quimicamente. Al momento de cosechar las plantulas, fueron
lavadas con agua desionizada con el fin de quitar algin elemento superficial que
pudiese causar interferencia. Después se procedié a secar las plantulas a 45°C
durante 24 horas. Después del secado, las plantulas fueron molidas en un mortero
de &gata y después se procedi6é a realizarse digestién acida. Al término de las
digestiones acidas, los productos fueron analizados en el ICP, obteniendo las

concentraciones de cadmio en plantulas.
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5.10 Expresion del gen metalotioneina

5.10.1 Extraccion de acido ribonucleico (ARN)

El protocolo que se utilizé para la extraccion de ARN es el propuesto en el

manual RNeasy (Qiagen, 2001). Con esta metodologia, pequefios ARNs tales
como 5.8S ARN, 5S ARN, y ARNt, de aproximadamente 160, 120 y 70-90

nucléotidos en longitud respectivamente, no pueden ser aislados, dando asi un

margen mayor a la extraccion de ARN mensajeros. La técnica se describe a

continuacion:

1.
2.

Se determino la cantidad de material inicial, siendo no mas de 100 mg.
Inmediatamente después se molié la muestra en nitrogeno liquido, con un
mortero y pistilo. Se transfiri6 el material molido a un tubo libre de
ARNasas, congelado con nitrégeno liquido. Nota: Se permitié que el
nitrdgeno se evaporara, pero no se dejo que la muestra se descongelara,
continuando inmediatamente con el paso 3.

Se afiadieron 450 uL de regulador RLC a un maximo de 100 mg de tejido.
Se sometid a agitacion vigorosa mediante el uso de un vértex

Se coloco el lisado directamente en una columna (lila) puesta en un tubo
colector de 2 mL y se centrifugd por 2 minutos a maxima velocidad de 3600
rom. Cuidadosamente, se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo de
microcentrifuga sin tocar la pastilla formada en el tubo colector. Se empleé
solamente este sobrenadante en los pasos siguientes.

Se afadié 0.5 volumen de etanol 96 % (usualmente 225 uL) para limpiar el
lisado y se mezcld inmediatamente por pipeteo.

Se aplicé la muestra (usualmente 650 uL), incluyendo cualquier precipitado
gue pudiera haberse formado, a una mini columna RNeasy (rosa) colocada
en un tubo colector de 2 mL. Se cerré suavemente el tubo y se centrifugo
por 15 s a 10,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante.

Se afadieron 350 uL de regulador RW1 en la columna rosa de RNeasy y se

centrifugo por 15 s a 10,000 rpm para lavar. Se descarté el sobrenadante.
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8. Se afiadieron 10 uL de ADNasa 1 solucién stock a 70uL de regulador RDD
en un tubo. Se mezclé muy suavemente por inversion. Nota: la ADNasa 1
es especialmente sensible a desnaturalizacion fisica, por lo que el
mezclado debe hacerse por inversion del tubo solamente, no en aparato
vortex.

9. Se afadio la mezcla de ADNasa 1 (80uL) directamente en la membrana de
silica-gel de RNeasy (rosa) y se incub6 a temperatura de 20 a 30 °C por 15
minutos. Nota: Se asegurd que la mezcla cayera en la membrana y no en
las paredes.

10.Se afadieron 350 uL de regulador RW1 en la mini columna y se centrifugo
por 15 s a 8,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante.

11.Se transfirié la columna RNeasy en un tubo colector de 2 ml. Se colocaron
500 pL de regulador RPE en la columna RNeasy. Se cerrd el tubo
suavemente y se centrifugé por 15 s a 10,000 rpm para lavar la columna.
Se descarto el sobrenadante.

12.Se afadieron otros 500 pL de regulador RPE a la columna RNeasy. Se
cerré el tubo suavemente y se centrifugd por 2 minutos a 10,000 rpm para
secar la membrana de silica gel de RNeasy.

13.Opcional: Transferir la columna RNeasy a un tubo nuevo de 2 mL y
descartar el antiguo tubo colector. Centrifugar a maxima velocidad por 1
minuto.

14.Para eluir, se transfirid la columna a un nuevo tubo colector de 1.5 mL. Se
colocaron de 30 a 50 uL de agua libre de ARNasas directamente en la
membrana de silica gel de la columna. Se cerré el tubo suavemente y se
centrifugd por 1 minuto a 10,000 rpm.

15.Si el rendimiento esperado de ARN es mayor a 20 ug, es necesario repetir
el paso de elusion (paso 14) como se describe con un segundo volumen de
agua libre de ARNasa. Eluir en el mismo tubo colector.

16.Para obtener una mayor concentracion de ARN total, ésta segunda elusién
puede ser llevada a cabo usando el primer eluido del paso 14. El
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rendimiento sera del 15 al 30 % menos que el rendimiento obtenido usando
un segundo volumen de agua libre de ARNasa, pero la concentracion final
sera mayor.

17.Para corroborar la extraccion se corrid la muestra en gel de agarosa

desnaturalizante al 1%.

5.10.2 Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante
Al emplear un gel de agarosa desnaturalizante se pueden separar los

distintos tipos de ARN que fueron aislados. Para preparar 80 mL de agarosa
desnaturalizante, se emplearon los siguientes componentes:

e 0.96g agarosa

e 8mLde MOPS 10X

e 24mL Formaldehido 37 %

e 69.6 mL agua destilada estéril con DEPC

5.10.3 Sintesis de ADNc de cadena sencilla
1. Para cada muestra y control de ARN de placenta humana, se combinaron
los siguientes reactivos en un tubo de reaccion estéril de 0.5 ml:
1-3uL Muestra de ARN (0.025-1ug de poli A 6 0.05-1ug de RNA
total)
+ 1uL 3" oligonucledtido Il A SMART CDS (10uM)
1uL Oligonucleodtido SMART II A (10uM)

xuL Agua desionizada

5uL  Volumen Total
2. Se mezclaron los contenidos en el tubo y se centrifugaron brevemente en
una microcentrifuga.
3. Seincubaron en el tubo a 70 °C en un termociclador por dos minutos.
4. Se centrifugaron a 3200 rpm brevemente en una microcentrifuga para
colectar los contenidos en el fondo. Se mantuvo el tubo a temperatura

ambiente.
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5. Se afadio lo siguiente a cada tubo de reaccion:
2uL  Regulador de primera cadena 5X
1uL  DTT (20 mM)
1uL 50X dNTP (10 mM)
1uL  Transcriptasa reversa SuperScript.
6. Se agitd suavemente en vortex y se centrifugaron a 3200 rpm los tubos
brevemente en una microcentrifuga.
7. Se incubaron los tubos a 42 °C por una hora en el termociclador.
8. Se diluyé la primera reaccién de primera cadena, afiadiendo el volumen de
regulador TE apropiado:
e Afadir 40uL de regulador TE si se us6 RNA total como material
inicial.
e 450uL de regulador TE si se us6 mas de 0.2 ug de RNA poli A como
material inicial.
e 90uL de regulador TE si se emple6 menos de 0.2ug de RNA poli A
como material inicial.
9. Se calentaron los tubos a 72 °C por siete minutos.
Nota: Las muestras pueden ser guardadas a —10 °C hasta por tres meses.

Cabe mencionar que aunque el paquete proporciona su propia
transcriptasa reversa, se adquiri6 por separado la enzima SUPER SCRIPT I
(GIBCO BRL), ya que esta enzima tiene la capacidad de aumentar la probabilidad
de que los mensajes sean transcritos completamente, debido a su actividad
terminal transferasa, la cual afiade unos pocos oligonucléotidos de deoxicitidina al
extremo 3" del ADNclLuego entonces, el oligonucléotido SMART se acopla
creando un templado extendido y asegurando la transcripcion del mensaje
completo. Ademas, esta enzima estd genéticamente disefiada mediante la
introduccidén de mutaciones puntuales, en lugar de una delecién en el centro activo
de la ARNasa H. A diferencia de la transcriptasa reversa proporcionada por el
paquete, la SUPER SCRIPT Il reduce de 10%a 107 veces la actividad ARNasa H y
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las mutaciones selectivas producidas en el centro activo mantienen completa la

actividad polimerasa.

5.10.4 Andlisis de expresion diferencial mediante RT-PCR del gen
metalotioneina de Agave lechuguilla

Para el estudio de la expresién del gen de metalotioneina de Agave
lechuguilla en condiciones de estrés por Cd se utilizé el Kit SuperScript II™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se adicion6 1 pL
de cDNA a cada reaccion de PCR de 50 pL, empleando los primers especificos
para amplificar el gen de actina 1 como control interno de carga. Previo a esto, se
disefiaron primers especificos para el gen de metalotioneina de A. lechuguilla
mediante el programa PrimerSelect de Lasergene (DNAstar). El nivel de expresion
del gen en cada muestra de A. lechuguilla fue calculado con base a la intensidad
de la banda mediante el software de analisis 1-D Quantity One 4.5 (BIO-RAD,
Hercules, CA.), llevandose a cabo un proceso de normalizacion a través de la
expresion de un gen de actina 1. El programa para las condiciones de
amplificacion fueron: un ciclo inicial de 95°C por 5 min, seguido de 95°C por 30 s
(desnaturalizacion), 60°C por 1 min (alineamiento), 72°C por 1.5 min (extension),
28 ciclos. Los productos amplificados fueron separados electroforéticamente en
geles de agarosa al 1% con TAE 1X, tefiidos con EtBr y fotodocumentados.

5.11 Anélisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis estadistico discriminante canénico (ADC) que
permite identificar las diferencias entre dos 0 mas tratamientos de cadmio a partir
de una media de caracteres de los individuos pertenecientes a éstos. Mediante
este analisis se estiman funciones lineales candnicas a partir de las variables
cuantificadas (porcentaje de germinacion, longitud de la radicula, peso seco,
eficiencia cuantica del fotosistema Il y absorcion de cadmio por plantulas),
realizando la separacion de los tratamientos al maximizar la varianza entre los

tratamientos y minimizando la varianza entre los mismos.
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Se utilizaron los coeficientes canonicos estandarizados para evaluar la
contribucion de cada variable independiente en cada funcion canonica (Pires da
Silva et al., 2001; Yéafez et al., 2009). Para llevar a cabo los analisis estadisticos
se utilizé el programa estadistico SAS (SAS Institute, 1999), con un nivel de
significancia de a del 5%. Para todas las variables de respuesta fue necesario
transformar los datos con el fin de normalizar su distribucién. El porcentaje de
germinacion se transformé utilizando arcoseno de la raiz cuadrada de los datos,
mientras que la longitud de la radicula, el peso seco, la eficiencia cuéntica del

fotosistema Il, y la absorcién de cadmio se transformaron con logaritmo natural.
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6. Resultados
6.1 Caracterizacion de suelos y semillas

En el suelo de Villa de Zaragoza se encontré poca presencia de metales
pesados, solamente cobre y zinc en concentracion baja. En cambio, en el suelo de
Villa de la Paz se encontraron altas concentraciones de metales pesados
caracteristicos de la contaminacion minera, como As, Pb, Cd, Cu y Zn (Razo,
2006). En la Tabla 1 se muestran los resultados de los analisis quimicos del suelo
en los diferentes sitios.

Tabla 1. Contenido de metales pesados en suelos

Elemento Villa de Villa de la Paz
Zaragoza(mg/kg) (mg/kg)
(Razo, 2006)
As ND 939
Pb ND 518
Cd ND 16
Cu 0.0149 440
Zn 20.293 763

ND = No detectado

En cuanto a la caracterizacion de semillas, las de Villa de la Paz tienen
altos contenido de metales pesados como Al, Cd, Cu, Si, Sry Zn, mientras que en
las semillas de Villa de Zaragoza se encontré solamente Al, Cu y Zn, pero en
concentraciones menores en comparacion con las encontradas en las semillas de
Villa de la Paz (Tabla 2).
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Tabla 2. Contenido de metales pesados en semillas de Agave lechuguilla

Elemento Villa de Zaragoza Villa de la Paz

mg/kg mg/kg

Al 0.1696 6.833

As ND ND

Cd ND 2.982

Cu 3.36 6.574

Pb ND ND

Si ND 7.866

Sr ND 1.356

Zn 5.633 10.533

Continuando con los resultados de la caracterizacion de semillas, en las
Figuras 3 y 4 se muestran los resultados de los analisis de espectroscopia
infrarroja con transformadas de Furier (FTIR), de los sitios de Villa de la Paz, sitio
mas contaminado por metales, y Villa de Zaragoza sitio menos contaminado. En
ambos sitios se encontraron las bandas caracteristicas de grupos funcionales tales
como: alcanos, aminas primarias y secundarias, amidas, carboxilos, aldehidos y

algunos grupos de azufrados.
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Figura 3. Analisis FTIR de semillas de A. lechuguilla de Villa de la Paz. Se indica
con flechas el grupo funcional que corresponde a cada pico; el corchete indica que

en ese espacio principalmente se encuentra el grupo carboxilo.
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Figura 4. Andlisis FTIR de semillas de A. lechuguilla de Villa de Zaragoza. Se
indica con flechas el grupo funcional que corresponde a cada pico; el corchete

indica que en ese espacio principalmente se encuentra el grupo carboxilo.

32



e Biol. Carmen Alejandra Méndez Hurtado

En la Figura 5 se observa el embrién de la semilla de lechuguilla del sitio
Villa de la Paz y en la Figura 6 el de Villa de Zaragoza. Las semillas de Villa de
Zaragoza muestran una estructura mas uniforme y plana, asi como un poco mas
gruesa en comparacion con las semillas de Villa de la Paz, las cuales muestran
una estructura irregular y curveada. Ademas, la pared de las células de la
epidermis de las semillas de Villa de la Paz es ligeramente mas gruesa que la
pared de las células de Villa de Zaragoza.

Figura 5. Imagenes del ESEM de la semilla de A. lechuguilla del sitio Villa de la
Paz. A) se muestran las células de la epidermis en la testa de la semilla; la flecha

indica la pared celular. B) Se observa sefialado con flechas las letras: a) la testa,
b) el embrién y c) el tejido nutritivo.
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200 pm-

Figura 6. Imagenes del ESEM de la semilla de A. lechuguilla del sitio Villa de
Zaragoza. A) Se muestran las células de la epidermis de la semilla; la flecha indica
la pared celular. B) Corte transversal de la semilla, en el cual se observan: a) el

meristemo del embrion, b) el embridn, c) la testa, d) el tejido nutritivo.

En las Tablas 3 y 4 se muestran los resultados de analisis EDX de semillas
de lechuguilla, en la cual se ve la energia irradiada en embrién, testa y tejido. Los
elementos que se encontraron son carbono (C), oxigeno (O), magnesio (Mg),
fosforo (P) y potasio (K), mostrando en ambas tablas los mismos elementos en

porcentajes similares.

Tabla 3. Analisis EDX de semillas de lechuguilla provenientes del sitio Villa de

Zaragoza.
Embrion Testa Tejido
Elemento % % %
C 81 87 85
O 12.79 10.27 11.86
Mg 0.75 0.4 0.53
P 3.01 1.26 1.49
K 1.75 0.58 1.12
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Tabla 4. Analisis EDX de semillas de lechuguilla provenientes del sitio Villa de la

Paz.

Embrion Testa Tejido

Elemento % % %

C 79.4 84.57 81
O 18.08 14.46 15.79

Mg 0.29 0.15 0.64

P 1.08 0.45 1.04

K 1.15 0.38 1.53

6.2 Pruebas de viabilidad de semillas con tetrazolio al 2%
Las semillas de Villa de Zaragoza tuvieron viabilidad mas alta que las de
Villa de la Paz (Tabla 5).

Tabla 5. Viabilidad de semillas de A. lechuguilla de ambos sitios de estudio

Villa de Villa de la
Zaragoza Paz
80 %

6.3 Experimento de germinacion: Efecto del cadmio en semillas y

plantulas de A. lechuguilla.

6.3.1 Porcentaje de germinacion

La germinacion fue una de las variables menos afectada, debido a que fue
similar en todas las concentraciones de cadmio. Sin embargo; se encontraron
diferencias entre sitios. En la Tabla 6 se muestran los promedios y errores
estandar del porcentaje de germinacion de cada una de las concentraciones y de
los sitios.
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Tabla 6. Porcentaje de germinacion de semillas de lechuguilla provenientes de

Villa de Zaragoza (VZ) y de Villa de la Paz (VP), bajo distintas concentraciones de

cadmio.

Sitio Tratamiento % de Error
(ppm de germinacion estandar
cadmio)

Villa de 0 87.0 2.5
Zaragoza

1 76.0 5.8

10 73.0 4.1

20 77.0 3.4

40 79.0 6.6

60 72.0 7.3

80 71.0 1.9

100 73.0 2.5

Villa de la 0 31.0 2.9

Paz

1 27.0 4.6

10 25.0 5.7

20 26.0 2.4

40 29.0 5.1

60 29.0 3.3

80 22.0 5.1

100 24.0 4.0

6.3.2 Longitud de radicula

Para esta variable se encontraron diferencias entre sitios y entre
concentraciones de los tratamientos de cadmio. En la Tabla 7 se observan los
promedios y errores estandar del crecimiento de la radicula de cada uno de los

tratamientos.
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Tabla 7. Crecimiento de la radicula de plantulas de lechuguilla provenientes de

Villa de Zaragoza (VZ) y de Villa de la Paz (VP), bajo distintas concentraciones de

cadmio.

Sitio Tratamiento Longitud de Error
(ppm de la radicula  estandar
cadmio)

Villa de 0 2.0 0.9

Zaragoza

1 1.9 0.8

10 1.6 0.7

20 1.4 0.6

40 1.3 0.6

60 1.6 0.7

80 1.1 0.5

100 0.9 0.4

Villa de 0 1.7 0.7
la Paz

1 1.0 0.4

10 0.8 0.4

20 1.1 0.5

40 1.1 0.5

60 1.1 0.5

80 1.1 0.5

100 1.0 0.4

6.3.3 Biomasa (peso seco)
El peso seco fue diferente entre tratamientos y localidades. En la Tabla 8 se
muestran los promedios y errores estandar de biomasa acumulada o peso seco,

en todas las concentraciones y los sitios.
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Tabla 8. Biomasa de plantulas de lechuguilla provenientes de Villa de Zaragoza

(V2) y de Villa de la Paz (VP), bajo distintas concentraciones de cadmio.

Sitio Tratamiento Peso seco Error
(ppm de estandar
cadmio)

Villa de 0 0.0034 0.000225

Zaragoza

1 0.0021 0.000327

10 0.0022 0.000252

20 0.0032 0.000045

40 0.0026 0.000193

60 0.0027 0.000279

80 0.0022 0.000202

100 0.0021 0.000126

Villa de 0 0.0031 0.000254

la Paz

1 0.0019 0.000417

10 0.0023 0.000266

20 0.0022 0.000135

40 0.0019 0.000200

60 0.0022 0.000232

80 0.0016 0.000095

100 0.0015 0.000197

6.3.4 Eficiencia fotosintética
Esta variable no presento diferencia entre sitios y tratamientos. En la Tabla
9 se muestran los promedios y errores estandar de cada una de las

concentraciones de cadmio de cada uno de los sitios.
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Tabla 9. Eficiencia fotosintética de plantulas de lechuguilla provenientes de Villa

de Zaragoza y de Villa de la Paz, bajo distintas concentraciones de cadmio.

Sitio Tratamiento  Eficiencia Error
(ppm de fotosintética estandar
cadmio)

Villa de 0 0.786 0.009

Zaragoza

1 0.774 0.012

10 0.753 0.035

20 0.724 0.049

40 0.727 0.042

60 0.690 0.092

80 0.743 0.023

100 0.680 0.069

Villa de 0 0.748 0.040

la Paz

1 0.655 0.048

10 0.761 0.015

20 0.615 0.054

40 0.673 0.064

60 0.716 0.040

80 0.754 0.030

100 0.668 0.061

A pesar de que no hubo diferencias en la eficiencia fotosintética, se
encontré que las plantulas tratadas con cadmio presentaron diversos sintomas de
toxicidad, los cuales se acentuaron con el aumento de la concentracion de dicho
metal, siendo la concentraciébn mas dafiina la de 100 ppm. Ademas, los sintomas
se notaron mas en las plantulas de Villa de la Paz. En la Tabla 10 se muestra los

sintomas de toxicidad por cadmio en las plantulas.
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Tabla 10. Sintomas de toxicidad por cadmio en plantulas Villa de la Paz y Villa de

Zaragoza tratadas con diferentes concentraciones de cadmio.

Sintomas de toxicidad
Encorvamiento de la plumula
Senescencia celular
Clorosis
Retardo en la germinacién
Retardo en el crecimiento de la
radicula

En las Figuras 7 y 8 se observan las plantulas bajo diferentes
concentraciones de cadmio (0, 20, 60 y 100 ppm), en los sitios Villa de Zaragoza y
Villa de la Paz, respectivamente. Se muestran los diferentes sintomas de toxicidad

mencionados en la Tabla 10.
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Figura 7. Plantulas de Agave lechuguilla de Villa de Zaragoza, en las cuales se
observan los distintos dafios ocasionados por el cadmio. A: plantulas del
tratamiento control. B: 20 ppm de Cd, ligero encorvamiento de la plumula (flecha),
senescencia celular (triangulo); C: 60 ppm de Cd, encorvamiento de la plumula
(flecha) D: plantulas con 100 ppm de Cd, encorvamiento severo de la plumula
(flecha) y senescencia celular (triangulo).
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Figura 8. Plantulas de Agave lechuguilla de Villa de la Paz, en las cuales se
observan los dafios causados por el cadmio. A: plantulas del tratamiento control;
B) 20 ppm de Cd, ligero encorvamiento de la plumula (flecha), clorosis (estrella) y
senescencia celular (triangulo); C: 60 ppm de Cd, encorvamiento de la plumula
(flecha), clorosis (estrella); D) plantulas con 100 ppm de Cd, encorvamiento de la

plumula (flecha), clorosis (estrella) y senescencia celular (triangulo).
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6.4 Caracterizacion de cadmio de las plantulas tratadas

Se encontrdé que a mayor concentracion de cadmio mayor fue la cantidad
de cadmio acumulado en las plantulas. Las de Villa de la Paz tuvieron mas cadmio
gue las de Villa de Zaragoza. En la Tabla 11 se muestra el contenido de cadmio
en las plantulas, después de haber sido tratadas con diferentes concentraciones

de dicho metal.

Tabla 11. Contenido de cadmio en plantulas tratadas con diferentes

concentraciones de este metal.

Tratamientos Villa de Zaragoza Villa de la Paz

(ppm de cadmio (Hg/kg) (ng/kg)
0 ND 1.55
1 62.50 53.75

10 137.50 169.38

20 172.50 398.13

40 272.50 492.50

60 524.50 754.38

80 593.78 1051.88

100 661.25 1488.75

En las Figuras 9 y 10 se observan los picos de los grupos funcionales
(aminas primarias y secundarias, amidas, carboxilos, aldehidos, alquenos y
grupos azufrados, los cuales forman parte de la estructura quimica de proteinas,
encimas y otras moléculas bioldgicas). A medida que aumenta la concentracién de

cadmio van desapareciendo los picos.
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Figura 9. Andlisis FTIR de plantulas de Agave lechuguilla de Villa de Paz, tratadas
con cadmio en diferentes concentraciones. Las fechas indican los grupos

correspondientes a cada uno de los picos presentes
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Figura 10. Analisis FTIR de plantulas de Agave lechuguilla de Villa de Zaragoza,

tratadas con cadmio en diferentes concentraciones. Las fechas indican los grupos

correspondientes a cada uno de los picos presentes.

Las semillas tratadas con la concentracion mas alta de cadmio (100 ppm)

fueron observadas en el microscopio electronico de barrido (ESEM),
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encontrandose porosidad en la testa y en el tejido nutritivo, en las semillas de
ambos sitios (Figuras 11y 12).

Figura 11. Imagenes del SEM de la semilla de Agave lechuguilla del sitio Villa de
la Paz tratada con 100 ppm de Cd. A) Imagen panoramica de la testa; la flecha
indica las aéreas donde pudiese haber concentraciones de Cd. B) célula de la
epidermis. C) corte transversal de la semilla; a) tejido nutritivo, b) cavidad
embrionaria, c) testa.

Figura 12. Imagenes del SEM de la semilla de Agave lechuguilla del sitio Villa de
Zaragoza tratada con 100 ppm de Cd. A) Imagen panoramica de la testa; la flecha
indica el aérea donde hay concentraciones de Cd. B) célula de la epidermis de la
testa. C) corte transversal de la semilla; a) testa, b) tejido nutritivo y ¢) cavidad

embrionaria.
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En cuanto al EDX, en las Tablas 12 y 13 se muestra el porcentaje en voltios
de los elementos encontrados en la testa y en el tejido nutritivo, en donde no hay
una diferencia aparente entre sitios. En esta ocasién no se evalué el embrién

debido a que eran semillas que ya habian germinado.

Tabla 12. Analisis EDX en semillas de A. lechuguilla de Villa de Zaragoza,

tratadas con 100 ppm de cadmio.

Testa Tejido
nutritivo
Elemento % %
C 57.63 22.97
O 32.85 10.5
Cd 6.88 0.88
K 0.24 0.48
Ca 1.68 3.06

Tabla 13. Andlisis EDX en semillas de A. lechuguilla de Villa de la Paz, tratadas

con 100 ppm de cadmio.

Testa Tejido
nutritivo
Elemento % %
C 58.64 17.23
O 29.37 22.02
Cd 5.31 1.14
K 0.09 1.26

6.5 Andlisis canodnico discriminante

Las variables de respuesta que mostraron una diferencia significativa entre
tratamientos de cadmio y entre sitios fueron la acumulacién de cadmio en la
Funcion discriminante 1 (autovalor = 2141.9734, proporcion de variacion = 0.9790,
F =48.73, P = 0.001), el porcentaje de germinacion en la Funcién 2 (autovalor =
44.6558, proporcién de la varianza = 0.0204, F = 10.44, P = 0.001) y el peso seco
en la Funcién 3 (autovalor = 0.7095, proporcion de la varianza = 0.003, F = 1.84, P

= 0.0032). La longitud de la radicula en la Funcion 4 no fue significativa (F= 1.3, P

46




frs

“éafnxgt
& iy

hZ : : .
% Biol. Carmen Alejandra Méndez Hurtado

> 0.05), ni tampoco la eficiencia fotosintética en la Funcion 5 (F = 0.4501, P >
0.05).

En la Tabla 14 se muestran las estructuras canonicas y en la Figura 13 se
presenta el analisis candnico, en el cual se observa la distribucion de cada uno de
los tratamientos de ambos sitios, encontrandose claramente que hay diferencia
entre sitios para la acumulacion de cadmio, el porcentaje de germinacion y el peso
seco.

Para la acumulacion de cadmio en plantulas (Funcién Canénica 1) se
observd que las plantulas de Villa de Zaragoza tuvieron menor acumulacion de
cadmio en comparacion con las de Villa de la Paz. En general, en ambos sitios se
encontré6 que a mayor concentracion de cadmio en las semillas fue mayor la
acumulacion de cadmio en las plantulas.

Para la Funcion Candnica 2 que describe el porcentaje de germinacion se
encontré mayor germinacion en semillas de Villa de Zaragoza. Las semillas de
este sitio tuvieron mayor germinacion en los tratamientos de 20 y 60 ppm, el
control tuvo un porcentaje de germinacion intermedio, y en los tratamientos 1, 10,
40, 80 y 100 ppm hubo menor germinacion. En las semillas de Villa de la Paz el
control present6 el mayor porcentaje de germinacion, seguida de 60 ppm, después
10, 20, 40, 80y 100 ppm, y finalmente a 1 ppm se encontrd la menor germinacion.

Para la Funcion Canédnica 3 que describe el peso seco 6 biomasa de las
plantulas, se encontraron diferencias entre sitios y entre tratamientos. En ambos
sitios, en general, a mayor concentracion de cadmio en las semillas fue menor la

biomasa de las plantulas.

47




—— Biol. Carmen Alejandra Méndez Hurtado

Funciones canonicas

Funcién canonica 2
% de geminacion

Figura 13. Funciones canodnicas. Se muestra la distribucion de los
tratamientos y de los sitos, claramente separados. En la primera elipse se muestra
el sitio menos contaminado (Villa de Zaragoza) representado con las letras VZ y el
tratamiento correspondiente de igual manera la segunda elipse muestra el sitio
contaminado (Villa de la Paz) con las letras VP.

El andlisis discriminante clasificatorio mostré que los centroides de cada
localidad y entre tratamientos fueron significativamente diferentes (p<0.0001) y el
100% de las observaciones se clasificaron correctamente.
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Tabla 14. Estructuras canonicas entre grupos

Variable Canl Can2 Can3 Can4
Germinacion -0.16998 0.984694 0.012891 -0.01913
Longitud -0.41888 0.454833 -0.02360 0.705117

Peso seco -0.41888 0.298918 0.825367 -0.23129
Acumulacion

de Cd 0.999233 -0.03737 0.009194 0.001212
Eficiencia

fotosintética -0.14751 -0.18645 -0.00842 0.116145

En la Tabla 15 se muestra el porcentaje de clasificacién estadistica de los
datos para cada tratamiento en el modelo estadistico utilizado, en donde la mayor
diferencia se observa en los tratamientos control (0 ppm) y 100 ppm de cadmio,

para ambos sitios.

Tabla 15. Porcentaje de clasificacion de los datos en cada tratamiento.

Localidad %

0 VP 80

1VP 20
10 VP 20
20 VP 40
40 VP 20
60 VP 40
80 VP 20
100 VP 80

ovz 100

1VvZz 60
10vz 40
20Vz 100
40 VZ 100
60 VZ 100
80 vZ 40
100 vZ 100

Entre ambas localidades se encontraron diferencias, asi como entre
tratamientos. Para el sitio de Villa de la Paz todos los tratamientos fueron

diferentes, los tratamientos de 1 a 80 ppm de Cd no presentaron tanta diferencia
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estadistica entre tratamientos. El control y el tratamiento de 100 ppm presentaron
mayor diferencia con los demas tratamientos.

En cuanto a las plantulas de Villa de Zaragoza, los tratamientos de 0, 20,
40, 60 y 100 ppm de Cd presentaron mayor diferencia con los demas, seguidos

por el de 1 ppm vy, finalmente, los tratamientos de 10 y 80 ppm de Cd.

6.6 Analisis de expresion diferencial del gen metalotioneina de Agave
lechuguilla

Para confirmar la expresion diferencial del transcrito del gen de
matalotioneina (MT) de A. lechuguilla de las dos localidades, se seleccionaron
plantulas para evaluar la acumulacion de este transcrito mediante experimentos de
RT-PCR. Para realizar los estudios de expresion génica se utilizaron dos
experimentos independientes, procediéndose a realizar tres repeticiones técnicas
de cada determinacion. Las condiciones de las reacciones de PCR fueron
optimizadas para no producir una saturacion en la acumulacién de los productos
de PCR, manteniendo una relacion lineal con los niveles originales del transcrito
en todas las muestras. Las intensidades de las sefales fueron cuantificadas y los
valores obtenidos fueron normalizados con el gen constitutivo que codifica para
una actina (Figura 14), utilizando 30 ciclos de PCR.

Para la localidad contaminada de Villa de la Paz, se observa una fuerte
expresion en la muestra control. Sin embargo, en las plantulas expuestas a
distintas concentraciones de Cd se observa que la expresiéon de MT disminuye con
respecto al control. De manera contraria, para las plantulas de Villa de Zaragoza
no contaminadas con Cd se presenta un incremento gradual conforme se aumenta
la concentracion de Cd. El aumento del transcrito tuvo valores relativos de
intensidad de RNA mensajero de hasta tres veces mas altos que el control en la

concentracion mayor (Figura 14).
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Figura 14. Expresion diferencial del gen de metalotioneina (MT) de plantulas de
Agave lechuguilla de dos localidades, Villa de la Paz (sitio expuesto a Cd) y Villa
de Zaragoza (sitio sin exposicion a Cd). Como control de carga se empleé el gen
de actina
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6.7 Dafio estructural en meristemo

En las Figuras 16 y 17 se muestran los cortes anatdmicos de las plantulas
de los sitos Villa de Zaragoza y Villa de la Paz respectivamente, tratadas con
distintas concentraciones de cadmio, en los cuales se analizaron las células de la
epidermis, haces vasculares y granulos de almidon. Se encontraron dafos en la
epidermis como adelgazamiento de la pared celular y malformaciones de las
células. En general, a mayor concentracién de cadmio mayor es el dafio causado
en las células. Asimismo, se encontré una prematura lignificacion de los vasos del
xilema y se noto la presencia de numerosos granulos de almidon.

La epidermis esta formada por una hilera de células rectangulares con las
paredes engrosadas y mas engrosadas en la pared periclinal externa, agregadas
en un patrén uniforme y cubiertas por la cuticula. En la epidermis de las plantulas
de Villa de Zaragoza se mantiene esta tendencia, mientras que en las de Villa de
la Paz la pared va adelgazando conforme se aumenta la concentracion del
cadmio. Ademas, el tejido de parénquima fundamental esta ocupando la regién
gue rodea a los haces vasculares y esta formado por las células de parénquima de
mayor tamafio, con paredes delgadas y que presentan granulos de almidon en el
interior. Las células de parénquima son redondeadas con forma regular y paredes
delgadas, observandose espacios intercelulares, pero al aumentar la
concentracion de cadmio, se observan de forma menos regular y con angulos en
las paredes, disminuyendo los espacios intercelulares, hasta que en las de mayor
concentracion de cadmio, se observan de forma irregular, con paredes plegadas,
menor tamafio y sin espacios intercelulares. En todos se observo la presencia de
granulos de almidon.

En células de plantulas del sitio Villa de Zaragoza y Villa de la Paz se
encontré que a mayor concentracion de cadmio, mayor es la longitud de los
granulos de almidén. Sin embargo, en células del sitio Villa de la Paz los granulos
de almidén poseen una mayor dimension en el tratamiento control en comparacién

con el sitio Villa de Zaragoza.
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0 ppm 60 ppm 100 ppm

Figura 15. Cortes anatémicos de plantulas de Agave lechuguilla del sitio de Villa
de Zaragoza. 0 ppm A: pared anticlinal de células de la epidermis, muestra
engrosamiento normal (flecha), vacuola (V); B: haz vascular, vasos del xilema (V),
procambium (P); C: célula de parénquima en la que se muestran granulos de
almidon (flecha). Tratamiento de 60 ppm D: Pared anticlinal, células irregulares de
la epidermis, con engrosamiento normal (flecha), vacuola (V); E: haz vascular,
vaso del xilema prematuramente lignificado (flecha), procambium (P); F: célula de
parénquima en la que se muestran granulos de almidén (flecha). Tratamiento de
100 ppm G: pared anticlinal de células de la epidermis (Flecha); H: haz vascular,
vaso del xilema prematuramente lignificado (Flecha), procambium (P). I: célula
irregular de parénquima con abundantes granulos de almidon (flecha).
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Figura 16. Cortes anatémicos transversales de plantulas de Agave lechuguilla del
sitio de Villa de la Paz. Tratamiento control 0 ppm A: células regulares de la
epidermis (flecha), vacuola (V); B: haz vascular, vasos del xilema (flecha),
procambium (P); C: célula de parénquima en la que se muestra granulo de
almidon (flecha). Tratamiento de 60 ppm de cadmio D: células de epidermis
irregulares (flecha), vacuola (V); E: haz vascular, vaso del xilema prematuramente
lignificado (flecha), procambium (P); F: célula de parénquima en la que se muestra
granulo de almidén (flecha). Tratamiento de 100 ppm de cadmio G: células de la
epidermis con malformaciones (flecha); H: haz vascular, vaso del xilema
prematuramente lignificado (flecha); I: célula del parénquima con granulos de
almidon (flecha).
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En la Tabla 16 se muestran los promedios de las dimensiones (longitud y

ancho) de los granulos de almidén, asi como sus errores estandar.

Tabla 16. Longitud de los granulos de almidén (promedio £ error estandar) en
células de plantulas de lechuguilla provenientes de Villa de Zaragoza y de Villa de

la Paz, bajo distintas concentraciones de cadmio.

Tratamiento Localidad Longitud EE Ancho EE
(Lm) (Um)
0 ppm Villa de 1.513 0.1820 1.184 0.132
Zaragoza
60 ppm 1.628 0.286 1.122 0.083
100 ppm 1.916 0.239 1.136 0.138
0 ppm Villa de la 2.441 0.552 1.513 0.547
Paz
60 ppm 2.809 0.178 1.432 0.419
100 ppm 2.854 0.195 0.953 0.070

En los haces vasculares se observan las células de procambium, floema y
xilema. Las células de procambium se observan regulares y sin evidencia de

alteraciones, sin embargo los vasos del metaxilema son de menor tamafio que los

del protoxilema, ya que sus paredes se

comparacion, en las células del floema no se observan alteraciones evidentes,

presentando elementos de tubo criboso y células acomparfantes sin evidencia de

alteraciones.

lignifican prematuramente.
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7. Discusion

En este estudio se obtuvieron resultados contrastantes entre un sitio
contaminado por metales pesados, Villa de la Paz, y uno no contaminado, Villa de
Zaragoza. El analisis quimico del suelo demuestra que en Villa de Zaragoza no
hay contaminacion elevada de metales, y esto puede deberse a que en la zona no
hay actividad minera o industrial cerca que contamine el lugar. Por otra parte, para
la regidn de Villa de la Paz, sitio de explotaciébn minera por mas de 200 afios, se
reporto la presencia de altas concentraciones de arsénico, plomo, cadmio, cobre y
zinc (Razo, 2006), lo cual confirma la contaminacion del suelo de este sitio.

En cuanto al analisis quimico de las semillas, se encontr6 que las
provenientes de Villa de la Paz tienen altos contenido de metales pesados como
aluminio, cadmio, cobre, silicio, estroncio y zinc. En cambio, las semillas de Villa
de Zaragoza solamente contenian aluminio, cobre y zinc, pero en concentraciones
menores en comparacion con las encontradas en las de Villa de la Paz. La
mayoria de los metales encontrados en las semillas de este ultimo sitio, son
caracteristicos de la contaminacion por la actividad minera (Razo, 2006).

Es probable que la contaminacion en Villa de la Paz esté afectando a las
plantas de Agave lechuguilla de la region, debido a que la viabilidad de las
semillas colectadas fue de 45%, mientras que en las semillas del sitio Villa de
Zaragoza la viabilidad fue de 80 %. Estos resultados corroboran lo sugerido por
Kranner y Colville (en prensa) en su revision sobre implicaciones e importancia de
la germinacién de semillas bajo estrés por metales pesados, que las plantas
madre al estar expuestas a altas concentraciones de metales pesados, presentan
disminucién en la eficiencia de la viabilidad de las semillas.

Continuando con la caracterizacion de semillas, el analisis FTIR reporto la
presencia de varios grupos funcionales que se encuentran en la estructura
quimica de las células de las semillas de A. lechuguilla, probablemente proteinas,
enzimas, azucares, como fue encontrado por Wei et al. (2009) para hojas del
trébol Trifolium alpinum tratadas con 15 ppm de cloruro de cadmio. Es probable

gue estos grupos funcionales pudiesen interactuar con el cadmio por medio de
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enlaces electrostaticos o covalentes, por lo que el cadmio pudiese estar formando
complejos con otras moléculas presentes en las células como las metalotioneinas
gue se produjeron por el estrés. Asi, en el desarrollo de la plantula, el cadmio en
complejo con la metalotioneina u otras moléculas pudiese distribuirse por toda la
plantula quedandose en su estructura, como lo ha reportado Clemens (2006), en
sus investigaciones sobre la toxicidad de los metales y mecanismos de tolerancia
en las plantas.

Las variables de respuesta que mostraron una diferencia significativa entre
tratamientos de cadmio y entre sitios con diferente nivel de contaminacion fueron
la acumulacion de cadmio en las plantulas, el porcentaje de germinacion y el peso
seco 0 biomasa de las plantulas.

Las plantulas de Villa de Zaragoza tuvieron menor acumulacién de cadmio
en comparacion con las de Villa de la Paz, y esta respuesta esta relacionada con
la concentracion de cadmio encontrado en el suelo y en la estructura de las
semillas. Sin embargo, para Villa de Zaragoza la respuesta fue muy diferente,
pues los tratamientos de 1, 10, 40, 80 y 100 ppm presentaron menor acumulacién
de cadmio y los tratamientos de 20 y 60 ppm acumularon mas cadmio. Es
probable que esta respuesta se deba a que las plantulas de estos tratamientos
presentaron mayor biomasa, lo que permitié que acumularan mas cadmio.

En general, la germinacion fue mas alta en semillas del sitio menos
contaminado, Villa de Zaragoza, lo contrario a la hipotesis planteada; es decir, que
se esperaba que las semillas del sitio contaminado estuvieran adaptadas a la
contaminacion y que, por lo tanto, germinaran en mayor porcentaje. En las
semillas de Villa de la Paz el control presenté el mayor porcentaje de germinacion,
seguida de 60 ppm, después 10, 20, 40, 80 y 100 ppm, y finalmente a 1 ppm se
encontré la menor germinacion. Los resultados para los tratamientos de 60 ppm y
1 ppm estan relacionados con el peso de sus plantulas, ya que las plantulas del
primer tratamiento fueron las de mayor peso y las de 1 ppm las de menor peso.
Por otra parte, las semillas de Villa de Zaragoza tuvieron mayor germinacion en
los tratamientos de 20 y 60 ppm, y las plantulas de estos tratamientos presentaron

mayor peso, lo que permitié que tuvieran mayor capacidad para tomar nutrientes.
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Al parecer, las plantulas mas grandes presentan mayor tolerancia a metales
pesados que las mas pequefas.

La longitud de la radicula no se afectd por las concentraciones de cadmio
en ninguno de los sitios. Sin embargo, es necesario realizar estudios més a fondo
en los que se evallen mayores tiempos de exposicidon al cadmio, con el fin de
determinar si se afecta la longitud de la radicula.

La eficiencia fotosintética de las plantulas tampoco fue afectada por las
concentraciones de cadmio, pero en general fue baja. Este resultado nos sugiere
que las plantulas siguen fotosintetizando, aunque a niveles mas bajos del 6ptimo
(Pessarakli, 2005). Es probable que el tiempo de exposicion de las plantulas al
cadmio no haya sido el suficiente para causar un efecto inhibidor sobre el aparato
fotosintético en las plantulas, puesto que se ha reportado que el cadmio reduce los
cloroplastos e inhibe la clorofila (Baryla et al., 2001; Pessarakli, 2005).

Las plantulas tratadas con mayor concentracion de cadmio presentaron
crecimiento anormal (“encorvamiento”) en la parte de la plimula. Este resultado se
debe a que el xilema no se desarroll6 adecuadamente, ya que el cadmio induce la
lignificacion prematura del xilema (Durcekova y Huttova, 2007). El xilema es una
estructura de soporte para la plantula (Paniagua, 2002) y al no desarrollarse
adecuadamente origina el crecimiento anormal en las plantulas.

Otras respuestas encontradas en plantulas tratadas con mayor
concentracion de cadmio son senescencia celular, clorosis y reduccion del
crecimiento de la plantula (Di Toppi, 1999; Prasad, 2003; Draic y Mihailovic, 2005;
Ferjani, 2005; Pomponi, 2006; Pernia et al., 2008). Asi, se confirma que el cadmio
esta afectando directamente a las plantulas.

En el caso de la clorosis, estudios con plantulas de Brassica napus indican
que tal respuesta se puede atribuir a la reduccion del namero de cloroplastos
causado por la falta de divisién celular que ocurre por las altas concentraciones de
cadmio (Baryla, 2001). Otros estudios sugieren que en concentraciones elevadas
de cadmio, este metal también puede interferir con la sintesis de la clorofila
mediante la disminucion de micronutrientes, como el fierro (Fe), ademas de

disminuir la toma del agua, lo cual esta originando la clorosis en las plantulas
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(Sharma et al., 1985; Balsberg y Pahlsson, 1989; Van Assche y Clijsters, 1990;
Ebbs y Uchil, 2008).

La senescencia celular se atribuye a que el sistema vascular no se esta
desarrollando adecuadamente, por lo cual no moviliza la cantidad de agua
necesaria para la fotosintesis y desarrollo de la planta (Durcekova y Huttova,
2007). Ademas, el cadmio afecta directamente a la homeostasis celular, debido a
que inhibe el grupo sulfidrilo SH de las encimas redox que regulan las plantas con
el medio externo (Schiutzendubel y Polle, 2002).

En el FTIR, se observo claramente como los picos de los grupos
funcionales aminas, amidas, carboxilos y alquenos van desapareciendo conforme
se aumenta la concentracion de cadmio. Este resultado indica que el cadmio est4
interactuando con los grupos funcionales por medio de enlaces covalentes y
electrostaticos, lo cual ocasiona la disminucion de la expresion de éstos. Se ha
reportado que el cadmio se une a grupos oxigenados y nitrogenados en su
estructura, como son los grupos amino y carboxilo (Nieboer y Richardson, 1980).
Incluso, la interaccion del cadmio con ligandos puede ser distinta en la raiz y en el
tallo; por ejemplo, Salt et al. (1995) encontraron interaccion de ligandos con
oxigeno y nitrégeno en el xilema y con ligandos de azufre en las raices.

Algunas proteinas poseen alto contenido de cisteinas en su estructura; por
ejemplo, la metalotioneina, la cual en su estructura quimica contiene grupos
funcionales como aminas, amidas, carboxilos, entre otros, por lo que puede quelar
al cadmio mediante enlaces covalentes y electrostaticos (Wei et al., 2009;
Kranner y Colville, en prensa). Tales grupos funcionales quedan enlazados al
cadmio, razén por lo cual se presenta la inhibicion de los mismos. Asi, a mayor
concentracion de cadmio, mayores son los enlaces que se producen con los
grupos funcionales, inhibiendo la expresion de éstos.

Existen estudios que confirman la expresion del gen de la metalotoneina
cuando se estresan las plantulas con metales como el cadmio (Kranner y Colville,
en prensa). En esta investigacion, para la localidad contaminada de Villa de la Paz
se observa una fuerte expresion de MT en la muestra control. Sin embargo, en las

plantulas expuestas a distintas concentraciones de cadmio se observa que la
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expresion de MT disminuye con respecto al control. Tal respuesta puede deberse
a que las semillas de esta localidad ya contenian metales pesados en su
estructura, por lo cual las plantulas acumularon mas cadmio que las de Villa de
Zaragoza. Asi, es probable que haya sido demasiado el estrés causado por el
cadmio y poco el tiempo dado a las plantulas para que produjeran mas MTs. De
manera contraria, para las plantulas de Villa de Zaragoza se presenta un
incremento gradual conforme se aumenta la concentracion de cadmio. Este
resultado es similar al obtenido por Cobbet y Goldsbrough (2002) en semillas de
Arabidopsis bajo diferentes concentraciones de cadmio y zinc.

Por otra parte, se detectd porosidad en la testa de las semillas tratadas
con cadmio a 100 ppm, asi como en su tejido nutritivo, debido a que el embrién
utilizé el contenido del tejido nutritivo para establecerse como plantula y hubo
degradacion de los compuestos presentes en la epidermis, como pueden ser
ceras, proteinas, entre otros compuestos organicos.

También se obtuvieron diferencias en la estructura anatomica de las células
por efecto del cadmio. Se encontraron células malformadas (i.e. células de la
epidermis), debido que las células de la epidermis son el primer tejido en donde el
metal tiene contacto. Asimismo, se encontr6 que a mayor concentracion de
cadmio, las células presentan una vacuola mas grande donde almacenan el
cadmio, similar a lo reportado por Clemens (2006). También se encontraron
diferencias entre sitios, puesto que el mayor dafio anatdmico se encontré en
plantulas de Villa de la Paz, donde en concentraciones de 100 ppm de cadmio, las
células de la epidermis se desorganizaron, ademas de que presentaron
malformaciones. En contraste, en las plantulas de Villa de Zaragoza tratadas con
100 ppm de cadmio, la epidermis estaba bien organizada y alineada, aunque con
malformaciones de algunas células

Se puede decir que el cadmio esté interfiriendo en la vascularizacion de las
plantulas en la mas alta concentracion de cadmio, debido a que los vasos
xilematicos presentan menor diametro en comparacion con los de las plantulas del
tratamiento control. Lo anterior es debido a que cuando la plantula es sometida a

estrés, los vasos del xilema se lignifican prematuramente, impidiendo su desarrollo
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normal y expansion completa (B6hm et al., 2006; Durcekova y Huttova, 2007). Se
encontré también que el xilema presenta mayor dafio por metales pesados que el
floema, debido a que el cadmio ingresa directo al xilema en forma de ion Cd** o
como complejo con algunas proteinas (metalotioneinas, fitoquelatina o GSH)
(Clemens, 2006), mientras que al floema llega unido con azucares, sin que afecte
evidentemente esta estructura. Asi, es probable que el cadmio esté ingresando a
la plantula por via simplastica, hasta alcanzar el xilema; después se incorpora al
xilema, se une a fotosintatos, azlicares y demas compuestos y, finalmente, por

esta via llega al floema (Laszlo, 1994; Stacey et al., 2008).
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8. Conclusiones

Las semillas de Agave lechuguilla de Villa de la Paz (sitio contaminado por
metales pesados) presentaron menor viabilidad, debido probablemente a la mayor
concentracion de metales presente en sus tejidos en comparacion con las semillas
de Villa de Zaragoza. Ademas, las plantulas de Villa de la Paz presentaron menor
germinacion y menor biomasa de plantulas, ademas de mayor acumulacién de
cadmio. La longitud de la radicula y la fluorescencia de la clorofila no fueron
afectadas por los tratamientos.

De manera similar, la expresion del gen de la metalotioneina fue mayor en
plantulas de Villa de la Paz. En las plantulas de Villa de Zaragoza, la expresion de
MTs no se encontro en el control solo en los deméas tratamiento con cadmio. Asi,
se puede decir que la contaminacion del sitio de Villa de la Paz estresa a las
plantulas y origina la expresion de MTs.

Las altas concentraciones de cadmio hicieron que se produjeran mayores
enlaces con grupos funcionales perteneciente a estructuras de diferentes
moléculas como MTs, por lo que el cadmio esta interfiriendo en la expresion de
los grupos funcionales debido que a mayor concentracibn mayor seran los enlaces
que se den, inhibiendo la expresion de estos grupos.

Por otro lado, se encontr6 mayor dafio anatémico en las plantulas de Villa
de la Paz con mayor concentracion de cadmio, con malformaciones en las células
de la epidermis y con pared celular de la epidermis mas delgada en orientacion
periclinal. Estas malformaciones fueron incrementando conforme aumentd la
concentracion de cadmio. Por lo tanto, las plantulas provenientes de Villa de la
Paz fueron las mas vulnerables. Asi, la contaminacién por cadmio afecta de
manera negativa la germinacion de semillas y el desarrollo de las plantulas de A.

lechuguilla.
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9. Perspectivas

Los resultados de este estudio nos dicen que la contaminacion por cadmio
afecta a semillas y plantulas de Agave lechuguilla, una especie cuyas plantas
adultas son consideradas como tolerantes a metales pesados. Por lo tanto, estos
resultados se deberian tomar en cuenta en planes de manejo de la especie en
sitios contaminados por cadmio.

Las plantas de Agave lechuguilla se reproducen de manera asexual,
principalmente; es decir, de manera vegetativa. Podria pensarse que al no ser tan
comun la reproduccion sexual (por semillas) no se verian afectadas las
poblaciones de esta especie en zonas mineras; sin embargo, la reproduccién
sexual es muy importante porque promueve el intercambio genético. Asi, el
cadmio en semillas y plantulas podria afectar las poblaciones de esta especie.

Los resultados obtenidos son por demas interesantes y dan pie a futuras
investigaciones sobre el efecto del cadmio en plantulas de A. lechuguilla. Por
ejemplo, evaluar el dafio causado en el meristemo, con el fin de determinar
exactamente qué esta pasando con el cadmio dentro de las células. También se
podria determinar cuéles son las rutas de entrada del cadmio a la planta, cuéles
son las vias que utiliza este metal para movilizarse a toda la planta, ya que se ha
propuesto que se moviliza por via floema (Uraguchi et al., 2009), determinar los
complejos quimicos que se forman con el cadmio y su ruta de movilizacion, asi
como determinar la cantidad de proteinas que actian como quelantes del cadmio,

como una medida de desintoxicacion de la planta.
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