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RESUMEN

Se realiz6 una investigacion en el Centro de Estudios Biotecnoldgicos de la
Universidad de Matazas “Camilo Cienfuegos” para evaluar el posible efecto toxico
de altas concentraciones de metales pesados en plantas de henequén (Agave
fourcroydes L.) cultivadas en condiciones in vitro. Los metales pesados utilizados
fueron Cobre y Zinc con concentraciones de: 50, 100, 200 y 400 yM. Después de 30
dias de cultivadas las plantas en las concentraciones antes mencionadas se
evaluaron diferentes parametros bioquimicos y fisiolégicos tales como: la
produccién de biomasa, la conductividad, el contenido de carbohidratos totales,
azucares reductores, proteinas solubles totales y la actividad especifica de las
enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa. Morfologicamente no se observo
ningin cambio o sintomas de toxicidad. La biomasa se incrementd en todos los
tratamientos, sin embargo este aumento fue inferior en las plantas crecidas en las
altas concentraciones de metales pesados. En los analisis bioquimicos se indica
que tanto el contenido de azlcares reductores, carbohidratos totales como
proteinas solubles se incrementaron con el aumento de las concentraciones de los
metales pesados. La conductividad se elevd con relacion al testigo y fue
incrementada por la presencia de metales pesados en el medio de cultivo. EI mayor
valor se alcanzé en el tratamiento con 400 uM de Zn®*. Se evidencia que existen
diferencias en cuanto al comportamiento de las enzimas catalasa y peroxidasa,
pues el contenido de catalasa disminuyo significativamente en los tratamientos con
50, 100, 200 pM de cobre y 50 y 100 yM de zinc, luego se incrementd a nivel de
tratamiento control y lo superd en la concentracion de 400 uM del ultimo metal,
mientras el contenido de peroxidasa solamente decrecio en las concentraciones de
50 y 100 uM de cobre, elevandose luego hasta superar el nivel de control en el resto
de los tratamientos. Se recomienda evaluar concentraciones superiores a las

empleadas en este ensayo asi como otros indicadores.
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INTRODUCCION

Con el desarrollo de la sociedad humana, una gran cantidad de desechos y
contaminantes se incorporan al medio ambiente, entre ellos los metales pesados.
Procedentes de diferentes fuentes tales como: la actividad industrial, agricola o
minera, los metales pesados con su anomalia geoquimica se han convertido en
una gran amenaza no soOlo para el ecosistema sino también para la salud
humana por la alta toxicidad y gran resistencia en el suelo, ya que estos pueden
incorporarse al hombre a través de la cadena alimenticia o en las aguas (Barcelo
y Poschenrieder, 2003).

Para limpiar los suelos contaminados con dichos metales se han desarrollado
diferentes métodos, tanto fisicos, quimicos como biologicos. Estos métodos tienen
la ventaja de ser rapidos, pero son costosos y no resuelven el problema, solamente
lo transfieren a las generaciones futuras (Peuke y Rennenberg, 2005). Por lo tanto,
se requiere con urgencia encontrar un método alternativo, barato y eficiente para

eliminar o minimizar los contaminantes en suelo.

Con el avance de la ciencia se alcanza un mayor conocimiento sobre los
mecanismos y funcionamientos de los organismos vivos, es por eso que en los
altimos afios se ha desarrollado un método relativamente nuevo, en el que se
utilizan plantas capaces de vivir en los suelos contaminados: la fitorremediacion.
Este método llama mucho la atencién por ser muy prometedor, pues permite limpiar
grandes extensiones de suelos contaminados, es mas barato en comparacion con

los métodos convencionales y sobre todo compatible con el ecosistema.

El henequén es un cultivo capaz de vivir en suelos pobres y salinos, es una planta
micorrizada y ademas es productora de acidos organicos (Abreu et al., 2007) -
caracteristicas que la hacen promisoria para ser utilizada como fitorremediadora de

suelos contaminados con metales pesados.

Los estudios sobre el comportamiento del henequén en condiciones de estrés son
escasos, y por eso requieren mas atencion e investigacion para afirmar su posible

capacidad como fitorremediadora.



PROBLEMA

El incremento de suelos improductivos, debido a su elevado contenido de metales
pesados, consecuencia de una creciente contaminacion antropogénica, que impide la
recuperacion efectiva de estos y que al mismo tiempo incrementan los efectos
dafiinos a las plantas, a los animales y ultimamente a la salud humana ha provocado
muchas dificultades en el aprovechamiento de estas areas en la produccion

alimentaria.

HIPOTESIS

Bajo condiciones Optimas de crecimiento no sera posible detectar los efectos
toxicos que para el metabolismo de las plantas de henequén que pudieran causar
los metales pesados, ello solo seria evidente si sobre plantulas cultivadas in vitro

actuaran estos metales a concentraciones elevadas.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia, bajo condiciones in vitro, de los metales pesados sobre
algunos componentes del metabolismo en henequén (crecimiento, metabolismo del
carbono, actividad de enzimas antioxidantes y conductividad eléctrica) cultivado en

medios de cultivo con elevadas concentraciones Cobre y Zinc.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar el contenido de la biomasa producida en plantas de henequén
sembradas bajo condiciones de elevadas concentraciones de Cobre y Zinc

posterior a los 30 dias de cultivo.

v' Examinar el metabolismo del carbono a través de la medicién del contenido
de carbohidratos solubles totales y de azucares reductores en plantas de
henequén sembradas bajo condiciones de elevadas concentraciones de

Cobre y Zinc posterior a los 30 dias de cultivo.

v" Medir la actividad de las enzimas antioxidantes (catalasa y peroxidasa) y
determinar el contenido de proteinas solubles en plantas de henequén
sembradas bajo condiciones de elevadas concentraciones de Cobre y Zinc

posterior a los 30 dias de cultivo.

v' Evaluar el grado de integridad de la membrana plasmatica a través de la
medicion de la conductividad eléctrica en tejido foliar, en plantas de
henequén sembradas bajo condiciones de elevadas concentraciones de

Cobre y Zinc posterior a los 30 dias de cultivo.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Definicion de metales pesados

Segun los autores Galvez (2003) y Avifio et al. (2007) se definen como metales
pesados (MP) aquellos elementos quimicos que presentan una densidad igual o
superior a 5 g/cm® cuando estan en forma elemental o cuyo nimero atémico es
superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalinos térreos). Su presencia

en la corteza terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre menor de 0,01%.

AVifio et al. (2007) sefialaron que junto a estos elementos, hay otros que, aunque son
metales ligeros o no metales, se incluyen con ellos por origenes y comportamientos

asociados, en este caso se encuentran los elementos As, B, Ba, Se.
Los metales pesados se clasifican en:

v Oligoelementos o micronutrientes: los elementos que son necesarios en
pequefias cantidades para los organismos, pero toxicos una vez pasado
cierto umbral. Incluyen: As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Sey Zn.

v" Los elementos sin funcion biologica conocida: estos son altamente téxicos e
incluyen: Ba, Cd, Hg, Pb, Sb, Bi.

Garbisu y Alkorta (2001), Garcia y Dorronsoro (2001) consideraron que el contenido
de los metales pesados en el suelo deberia ser Unicamente funcion de la
composicion de material original y de procesos edafogenéticos que dan lugar al
suelo; pero la actividad humana ha provocado el incremento del contenido de estos

metales en cantidades considerables.
2. Contaminacion por metales pesados

La tierra 'y el agua son los recursos naturales mas valiosos sobre los cuales se basa
la sustentabilidad de la agricultura y la civilizacion del hombre. Desafortunadamente
estos han sido sujeto de la explotacion maxima y se han degradado severamente
por las contaminaciones debido a la actividad antropogénica. La contaminacion
incluye las fuentes tales como la emision, los efluentes y los deshechos sdlidos de

las industrias, exceso de vehiculos y metales de la mineria y fundicion. Pueden



incluir ademas las sales solubles, el uso de pesticidas, y el uso excesivo de
fertilizantes (McGrath et al., 2001). Cada una de estas fuentes de contaminacion
poseen sus propios efectos dafiinos a las plantas, a los animales y ultimamente a la
salud humana pero las que agregan los metales pesados a suelos y aguas son de
preocupaciéon seria debido a su persistencia en el medio ambiente vy
carcinogeneidad a la existencia humana (Lone et al., 2008). Los metales pesados
no pueden ser destruidos biolégicamente, solo son transformados desde un estado
oxidado o complejo organico a otro (Garbisu and Alkorta, 2001; Gisbert et al., 2003).
Por tanto la contaminacion por metales pesados es una gran amenaza potencial al

medio ambiente y a la salud del hombre.

Segun Nriagu (1996), aproximadamente el 90% de las emisiones antropogénicas de
metales pesados se produjeron desde 1900. La contaminacion de los suelos y las
agua por los metales pesados se conoce como un problema en todo el mundo
(Jadia y Fulekar, 2009). Todos los paises han sido afectados, sin embargo el area 'y
el nivel de contaminacion varian enormemente de uno a otro (Lone et al., 2008). Los
paises como Brasil, China, India, y Peru contribuyen en gran proporcion con los
elementos minerales. Por ejemplo la produccion mundial de hierro es de 1 020 000 t,
de ello el 21% se produce en China, 19% en Brasil y 7% en la India (USA Nacional
Mining Association, 2002 tomado por Jadia y Fulekar, 2009). Segun este reporte el
mayor productor de cobre es Chile con el 30% de la produccion mundial, mientras
que Meéxico es el mayor productor de plata con el 16%. Jadia y Fulekar (2009)
sefialaron que mientras los paises desarrollados poseen las megas minas
modernas, las minas de pequefia escala o superficial todavia existen en muchos
otros. Esto trae como consecuencia una mayor contaminacién de metales pesados
en estos paises. Un reporte de “US enviromental action group” indic6 que los
lugares mas contaminados amenazan la salud de mas de 10 millones de personas
en diferentes paises (ENS, 2006). S6lo en Europa se estima que 52 millones de
hectareas de suelo — mas del 16% del area total — son afectadas por alguna forma de
degradacion del suelo (Peuke y Rennenberg, 2005). En el oeste de Europa, 1 400 000
sitios fueron afectados por metales pesados (McGrath et al., 2001); de ellos méas de
300 000 fueron contaminados (Gade, 2000). En Rusia, la ciudad industrial Norilsk
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presenta la mayor actividad a nivel mundial de fundicion de metales, donde la
emision de cadmio, cobre, plomo, niquel, arsénico, selenio y zinc es realizada
anualmente. En otras ciudades de este pais tales como Dalnegorsk y Rudnaya
Pristan, los residentes sufren de envenenamiento serio por plomo debido a una
fundicion vieja y a la transportacion no protegida de este elemento desde la
fundicién local (ENS, 2006).

En Asia los dos paises potenciales mas grandes son China e India, los cuales no
escapan de la contaminacién por metales pesados, en especial China, donde una
sexta parte de la tierra arable total ha sido contaminada por metales pesados y mas
de 40% ha sido degradado a diferentes niveles debido a la erosion y la desertificacion
(Liu, 2006). En este pais, la mineria ha generado alrededor de 3,2 millones de ha de
tierra degradada al final de 2000, y se esta incrementando a un ritmo de 46 700 ha
por afio (Li, 2006). La contaminacion relacionada con las operaciones de la mineria
ha causado una pérdida econdmica de alrededor de 1 300 millones de USD de forma
directa, y de 4 400 millones de USD indirectamente cada afio. La cuidad china de
Linfen ubicada en el corazon de la region de carbén mineral es un ejemplo de
contaminacion severa (ENS, 2006). En la cuidad India de Ranipet 3,5 millones de
personas estan afectadas por residuales de teneria. La contaminacion de los suelos y
las aguas también es severa en India, Pakistdn y Bangladesh, donde la industria
pequefa esta dejando sus efluentes no tratados en el drenaje superficial, los cuales

se vierten cerca de los campos agricolas (Lone et al., 2008).

En Estados Unidos hay 600 000 campos que estan contaminados por metales pesados
(McKeehan, 2000). Segun la estadistica gubernamental, las minas de carbdon han
contaminado méas de 19 000 km de arroyos y rios; mas de 100 000 ha de tierras
cultivables, 55 000 ha de tierra de pastoreo y 50 000 ha de bosques (Ragnarsdottir y
Hawkins, 2005).

La situacion en América no es diferente. Segun el reporte de Blacksmith Institute
(tomado por AIPEUC- PS, 2006), La Oroya localizada a 174 kilometros al este de
Lima, Peru es el pueblo mas contaminado en América y uno de los diez con mayor

contaminacion de todo el mundo por la mineria. Este reporte revela que el 99,9% de



los nifios de menos de 6 afios tienen altos niveles de plomo en la sangre, lo que
puede causar cancer o paralisis. Ademas las personas que viven en La Oroya no
solamente estan contaminadas con plomo, sino también con cadmio, arsénico,

bi6xido de sulfuro entre otros.

Una investigacion realizada por la Asociacion Interamericana de Defensa del Medio
Ambiente (2003) (citado por AIPEUC-PS, 2006) reporta que la calidad del medio
ambiente de la ciudad de La Oroya se ha deteriorado seriamente. Entre 1995 y
1998 las concentraciones en el aire de plomo se incrementaron en un 1163%,
arsénico 606% y cadmio 1990%. El otro lugar mas contaminado en América es la
zona conocida como Bajos de Haina en Republica Dominicana. Esta zona
densamente poblada sufre altos niveles de contaminacidén con plomo procedente de
una planta de reciclado de baterias de automodviles ya clausurada, donde los
residentes padecen de envenenamiento por plomo (Blacksmith Institute tomado por
AIPEUC- PS, 2006). En Brasil la contaminacion por metales pesados como el
mercurio es una nueva amenaza para la poblacion de la Amazonia. Desde 1980
han sido descargadas mas de 2 000 toneladas por la industria minera artesanal,

una practica conocida como 'garimpo’' (ENS, 2006).

En caso de Cuba un reporte de Centro de Ingenieria y manejo Ambiental de Bahias
y Costas (2000) informa la situacién de la contaminacién en las costas y Bahias de
Cuba en latabla 1.

Santiago de Cuba y especialmente La Habana, constituyen las areas mas
contaminadas de Cuba. Sin embargo, para los metales Co, Fe, Mn y Ni, la situacién
es totalmente diferente, siendo las bahias de Cabonico, Nipe y Levisa, las de mayor
contaminacion, esta situacion es provocada por las actividades minero metallrgicas

del niquel.
Por tanto, el grado de contaminacion general es:

La Habana > Santiago de Cuba > Cienfuegos > Matanzas > Levisa > Nipe >

Cardenas > Cabonico.



Tabla 1. Concentraciones de metales pesados (mg.g-1; Fe en %) en sedimentos de

areas cubanas (Chabalina y Gonzalez, 2000)

Area Cu Pb Zn Co Fe Mn Ni

La Habana | 65-260 | 65-334 | 80-497 | <3,0-14 1,41-4,09 | 137-465 | 24 -228

Matanzas 15-60 | 20-56 | 20-152 | 8,0-28 0,53-4,10 | 54-325 42 — 229

Zona
varadero- | | o o0 | <2530 | 45-125 | <2590 | 038260 | 61-496 | 50-97
Cardenas

Nipe 96-40 | 25-28 | 28-96 | 12-154 | 1,68-17,58 | 237 -1689 | 120 -2178

Levisa 1,0-91 | 46-46 | 2,0-174 | 7,7-881 | 0,04-34,34 | 125-3719 | 30 -11215

Cabonico 13-66 | 6,0-35 | 22-68 11-79 2,65-14,45 | 307- 1208 | 346 -1090

Stgo. de
Cuba 35-194 | 7,7-213 | 102-603 | 6,4—-8,6 | 1,60—-4,39 | 158-472 | 6,0-15

Cienfuegos | 32-144 | 6,8-103 | 57-195 | 6,4-16 1,75-5,60 | 300 - 997 22 -46

Este trabajo se inicia por la necesidad existente en la provincia de Matanzas de
recuperar areas utilizadas como vertederos de desechos sdélidos, las cuales
presentan alto contenido de metales pesados, los que potencialmente pueden pasar

al manto freatico y el problema seria mas grave.
3. Estrés por metales pesados. Consecuencias

Se habla de contaminacion por los metales pesados cuando el contenido de los
mismos excede considerablemente los valores habituales en el tipo de suelo que se
esta considerando. Estas anomalias geoquimicas pueden alcanzar valores que
suponen un grave peligro para las plantas y animales que habitan en el suelo asi
como para los consumidores primarios (herbivoros) y los carnivoros que pueden
incorporar niveles téxicos de metales a partir del consumo de herbivoros
contaminados.



Los metales pesados representan el mayor componente de la contaminacion
inorganica (Ghosh y Singh, 2005). Ellos presentan un problema mayor que los
contaminantes organicos ya que los microorganismos pueden degradar los ultimos,
mientras los metales pesados no son degradados en los suelos y muchos son
considerados como toxinas bioacumulativas persistentes (Avifio et al., 2007). Segun
Lone et al. (2008), los metales que se identifican como contaminantes del medio
ambiente incluyen: As, Cu, Cd, Pb, Cr, Ni, Hg y Zn. La alta concentracién de
metales pesados en el suelo pueden afectar negativamente el crecimiento de los
cultivos al modificar la funcion metabdlica de los mismos, alterando procesos como
la fotosintesis y la respiracion que conducen a la apoptosis celular y en mayor grado
la muerte de las plantas (Schmidt, 2003). La contaminacion de los suelos por
metales pesados también puede provocar cambios en la composicion de poblacion
de microorganismos afectando desfavorablemente al suelo (Kurek y Bollag, 2004).
Por otra parte, Jadia y Fulekar (2009) mencionaron que excesivas concentraciones
de metales en el suelo podrian impactar la calidad de los alimentos, la seguridad de
la produccion de cultivos y del medio ambiente, ya que estos se mueven a través de
la cadena alimenticia hasta llegar al hombre, afectando la nutricion y provocando

enfermedades agudas o crénicas.

Avifié et al. (2007) sefalaron que los metales pesados son considerados como muy
peligrosos para los seres vivos en general, pues poseen una gran toxicidad debido
a su elevada tendencia a bioacumularse. Esta toxicidad esta causada
frecuentemente por la imposibilidad del organismo afectado de mantener los niveles
necesarios de excrecion. El proceso se agrava durante el paso por las distintas
cadenas troficas, debido a que los niveles de incorporacion experimentan un fuerte
incremento a lo largo de sus sucesivos eslabones, siendo en los superiores donde

se hallan los mayores niveles de contaminantes.

Segun Hall (2002), la causa del elevado nivel de toxicidad de los metales pesados
esta dada porque estos poseen una gran capacidad para unirse con moléculas
organicas. En este sentido, se destaca la gran afinidad de los metales pesados
como principales “ligandos” por grupos sulfhidrico, radicales amino, fosfato,

carboxilo e hidroxilo. El resultado de estas uniones metales pesados — ligando
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puede ser muy perjudicial para la célula ya que inhiben las actividades de las
proteinas y enzimas o provocan la disrupcion en la estructura de los mismos. Por
otra parte, segun Van Assche y Clijsters (1990), el exceso de los metales pesados
en la célula provoca el desplazamiento de elementos esenciales en su metabolismo
estandar, produciendo efectos de deficiencia. Ademas, los metales pesados pueden
estimular la formacién de los radicales libres y las especies reactivas del oxigeno
que inducen el estrés oxidativo (Dietz et al., 1999; Aviiid et al., 2007). Este
fendmeno, segun Avifié et al. (2007), provoca dafios a distintos niveles, donde se

destacan:

v Inactivacion de proteinas y enzimas, fundamentalmente por la oxidacion de
los grupos sulfidrilo, dando lugar a puentes disulfuro que causan la

desnaturalizacion y en consecuencia la pérdida de sus funciones biolégicas.

v' Peroxidacion lipidica de membranas, que provoca rupturas y generan

subproductos en las cadenas hidrocarbonadas.

v' Dafios sobre ADN. Estos pueden ser desperfectos genotoxicos: mutaciones,
aberraciones cromosémicas, alteracidn en la sintesis y reparacion de los

acidos nucleicos y trasformaciones celulares.

Algunos metales pueden ocasionar una reduccion de la elasticidad y de la
extensibilidad de las paredes celulares (Gunsé et al., 1997). Vargas (2006) plante6
que estas alteraciones fisicoquimicas de las paredes celulares pueden deberse a
trastornos enzimaticos en la biosintesis de los constituyentes macromoleculares de
la pared, cambios en la distribucion de cargas y en el ensamblaje de los polimeros,
cambios en la distribucion de los microtdbulos y del sistema endomembranoso
(aparato de Golgi) y/o cambios en la adhesion entre pared y membrana
citoplasmaética.

Los metales pesados, segun lo planteado por Dietz et al. (1999) y Vargas (2006),
tienen efectos negativos en la fotosintesis. Los metales pesados inhiben el flujo de
electrones de la cadena de transporte o del Ciclo de Calvin, por tanto cuando la
intensidad de la luz es alta, el aparato fotosintético absorbe mas energia luminica

que la que suele utilizar en las reacciones normales. Como consecuencia, el
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aparato fotosintético transfiere la energia a los Unicos aceptores disponibles en los
cloroplastos: los radicales de oxigeno, donde sucede la reaccion de Mehler, cuyo

producto es el radical anion superoxido, que forma perdxido de hidrogeno.

El exceso de peroxido de hidrogeno fomenta la formacion de radicales hidroxilo (OH")
- fuerte oxidante de acidos organicos que pueden iniciar la formacion en cadena de
otros nuevos radicales altamente toxicos para la planta. Ademas, la inhibicion de la
cadena de transporte electronico fotosintético también puede favorecer la
transferencia de energia, desde la clorofila excitada por la luz hacia el oxigeno,
formandose oxigeno en estado de singlete (O), el cual, debido a su elevada

reactividad es altamente toxico para las células.

También se ha observado la inhibicion de la asimilacion de CO, tanto por aumento en
la resistencia estomatica como de la resistencia mesofilica provocados por los
metales pesados. Plantas expuestas a Cd, Al, Cu y Cr mostraron cierre estomatico
por déficit hidrico inducido por los metales, a causa de sus efectos téxicos iniciales en

las raices y su interferencia con la absorcion y traslocacion de agua (Vargas, 2006).

El metabolismo del carbono se evaluara en este trabajo a través de la medicion del
contenido de carbohidratos solubles totales y de azucares reductores, ya que la
sintesis, la degradacién o traslocacion de estos compuestos pueden variar en las

plantas expuestas a metales pesados.
3.1. Estrés por exceso de cobre en las plantas

El cobre es un metal de transicién, involucrado en muchos procesos bioquimicos y
fisiologicos de la planta pues puede existir en multiples estados de oxidacion in vivo
(Wang et al., 2004). Bajo condiciones fisioldgicas, el cobre existe como Cu*y Cu®*
(Yruela, 2005). Segun Raven et al. (1999) el cobre actia como un elemento
estructural en las proteinas reguladoras; participa en el transporte de electrones en
la fotosintesis y la respiracion mitocondrial, en el metabolismo de la pared celular,
en la sefalizacion hormonal, y en respuesta al estrés oxidativo, mientras que el i6n
Cu actua como cofactor en muchas enzimas tales como Cu/Zn superéxido dimutasa

(SOD), citocromo oxidasa, amino oxidasa.
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A nivel celular, el cobre posee una funcion esencial en la sefial de trascripcion y el
mecanismo de trafico de proteina (Yruela, 2005). Por tanto, las plantas requieren
este elemento como un micronutriente esencial para lograr un crecimiento y
desarrollo normal. Sin embargo, bajo concentraciones superiores a la requerida
produce una inhibicion del crecimiento e interferencia en los procesos celulares

importantes.

Las plantas crecidas en condiciones de alto contenido de cobre muestran una
reduccion de la biomasa. Los autores Bouazizi et al. (2007) encontraron en el cultivo
de Zea mays L. una disminucion significativa en el crecimiento tanto de la raiz como
del tallo en 50-100 pmol de CuSO4. Segun ellos, altas concentraciones de cobre
inhiben la elongacién de raices y tallos, ademas provoca una reduccion de la masa
seca y de un 40% a 75% de la masa fresca. En plantas de Hordeum vulgare L.
después de cinco dias sometidas a tratamiento con 20 mg/kg de CuSO, se observo
clorosis y necrosis en las hojas, la masa seca disminuyo un 69% vy el area de las
hojas en un 56% (Vassilev, Lindon, Ramalho, Do Céu Matos, Da Graca, 2003). En
el trabajo realizado con Elsholtzia haichowensis los autores Qian et al. (2005)
encontraron que en 100 y 200 pmol de CuSQ,, la masa seca de la raiz decreci6
significativamente, pero esta concentracion no tuvo efecto significativo en la masa

seca de los tallos.

El exceso de cobre provoca una reduccion en el contenido de clorofila, alteraciones
de la estructura de los cloroplastos y composicion de la membrana tilacoidal. El
cultivo de Eichhornia crassipes después de someterse en condiciones estresantes
de 1,0 mg/l de Cu?* o niveles méas altos mostré que la concentracion relativa de
pigmentos disminuyd rapidamente hasta menos del 40% con relacién a plantas
control en un corto periodo de tiempo (tres dias después de estresar) (Hu et al.,
2007). En Hordeum vulgare L. se observo que la concentracion de 20 mg/kg de
Cu?* provocé la disminucién del contenido de clorofilas a y b en un 53% y 41%
respectivamente en comparacion con el control, y en el mismo tratamiento, el
exceso de cobre induce una disminucion de un 35% de carotenoides (Vassilev et
al., 2003). Experimentos realizados por Peng et al. (2005) en plantas de Elsholtzia

splendens sometidas a concentracién de 250 pmol Cu®** mostraron cloroplastos no
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esféricos, las filas de tilacoides son mas pequefias y dafiadas fuertemente; las
mitocondrias también se dafian y el citoplasma adquiere forma en zigzag. En 500
umol la membrana de cloroplastos, de mitocondrias y la membrana citoplasmatica
se deterioran, las filas de tilacoides se desmontan y las clorofilas son afectadas

negativamente.

El cobre induce la peroxidacion lipidica, disminuyendo el contenido de lipidos y
acidos grasos. Los autores Hu et al. (2007) midieron indirectamente el dafio de
membrana en el cultivo de Eichhornia crassipes a traves del nivel de
Malondialdehido (MDA) - un producto de peroxidacién lipidica - y encontraron que el
contenido de MDA se incrementd con el aumento de cobre en concentracion de 1
mg/l, lo que sugiere que el exceso de cobre afecta la integridad de la membrana. En
un trabajo con Brassica juncea L. Wang et al. (2004) encontraron un incremento de
la peroxidacion lipidica al aumentar la cantidad de cobre aplicado, especialmente a
la concentracién de 16 umol. En el trabajo con Hordeum vulgare L. los autores
Vassilev, Lidon, Scotti Campos, Ramalho, Barreiro, Yordanov (2003) mostraron que
en el tratamiento de 20 mg/kg de cobre se provoca la peroxidacion lipidica de los
cloroplastos y una disminucion del 57% del contenido de &cido graso total de la
membrana de los mismos.

El cobre cataliza la formacién de radicales libres altamente toxicos (Yruela, 2005).
De acuerdo con este planteamiento, Bouazizi et al. (2007) encontraron en Zea mays
L. un incremento significativo de peroxido de hidrogeno (H20;) (50% en tallos y 60%
en raiz) en 100 pmol de CuSO,. En el cultivo de Brassica juncea L., Wang et al.
(2004) apreciaron un incremento marcado del nivel de H,O, cuando se aplicé 8

pumol de CuSO, en el medio de cultivo.

El aumento de H,O, provoca el incremento de los radicales libres del oxigeno
(reaccion de Haber-Weiss, tomado por Arora et al., 2002) y por tanto causa el estrés
oxidativo en la planta. Este proceso provoca el incremento de la respuesta
antioxidante (Yruela, 2005). En Zea mays L. se observé que el exceso de cobre
induce cambios en la actividad de la enzima peroxidasa: con 100 umol de CuSO,4

la estimulacion de guayacol, alcohol coniferyl y ascorbico peroxidasa fue de 46, 49 y
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77% respectivamente (Bouazizi et al., 2007). Wang et al. (2004) también observaron
una serie de cambios en un grupo de enzimas antioxidantes tales como: ascorbato
peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa y guayacol peroxidasa, con exceso de

cobre aplicado en Brassica juncea L.

Por ultimo, el cobre afecta el transporte de electrones en la fotosintesis y se
considera que el fotosistema Il (PSIl) es mas sensible al exceso de cobre que el
fotosistema | (PSI). El efecto mas relevante de la toxicidad del cobre en el PSll es la
inhibicion de la evolucion del oxigeno (Yruela, 2005). La interaccion entre el exceso
de cobre y la fotoinhibicion fue investigada. Patsikka et al. (1998) demostraron que
el cobre aumenta el efecto adverso de la luz. La actividad fotosintética disminuye
cuando el organismo oxigénico esta expuesto a una iluminacion prolongada con una
alta intensidad luminosa. Este fendmeno, que incluye el dafio funcional en el
transporte electronico de PSIl y el deterioro estructural en el centro de reaccion de
PSIl, se conoce como la fotoinhibicion. El cobre provoca un incremento de

susceptibilidad de la fotoinhibicion en tilacoides aislados (Patsikka et al., 2001).

No se tienen antecedentes del posible efecto del exceso de cobre sobre el
metabolismo del henequén, el cual sera utilizado, para dilucidar bajo las condiciones

del cultivo in vitro, las alteraciones que se pudieran manifestar.

La evaluacion de la actividad enzimética de catalasa y peroxidasa se tomara en
cuenta en este trabajo, para valorar la posible tolerancia del henequén a metales

pesados.
3.2. Estrés por exceso de zinc en las plantas

Al igual que el cobre, el zinc es un micronutriente esencial requerido para un
desarrollo 6ptimo de la planta. Segun Casierra-Posada y Poveda (2005), el zinc es
un componente esencial de varios sistemas de enzimas para la produccion de
energia, la regulacion y sintesis de proteinas y el mantenimiento de la integridad de
la membrana celular. Sin embargo, por ser un metal pesado, el exceso de zinc
causa alteracion en los procesos vitales de crecimiento tales como la fotosintesis, la

sintesis de clorofila y la integridad membranal.
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Los sintomas de la toxicidad en las plantas tratadas con exceso de zinc incluyen la
clorosis generalizada en las hojas y el crecimiento reducido de la planta. En
Raphanus sativus L. Dube et al. (2003) encontraron que después de 10 a 12 dias
las plantas tratadas con exceso de zinc (de 0,1 a 0,2 mM) evidenciaron una clorosis
intervenal irregular en las hojas tiernas. Con el tiempo, el crecimiento casi se detuvo
y la clorosis se intensificé cubriendo la lamina entera. En el estudio con Fragaria sp.
cv. Camarosa, los autores Casierra-Posada y Poveda (2005) sefialaron que el
exceso de zinc (350 mg/kg) induce en las hojas jovenes una clorosis generalizada.
Estas hojas mostraron también la aparicion de puntos rojizos a lo largo de las
nervaduras. Ademas, en algunos frutos se encontré que el receptaculo floral no se
desarroll6 en toda su magnitud, sino por sectores con apariencia anormal. Respecto
al crecimiento, estos autores encontraron una reduccion de 70% de area foliar en

las plantas tratadas con exceso de zinc.

Reduccion en el crecimiento, hojas necrosadas, decrecimiento del sistema radical y
una disminucion en la actividad mitotica fueron encontrados en diferentes plantas
tales como en Helianthus annuus L. tratadas con 65 mg/l ZnSO, (Khurana y
Chatterjee, 2001); en Saccharum spp. con 130 mg/l Zn** (Jain et al., 2010) y en
Salix alba y Salix viminalis con 100 pM (Vassilev et al., 2007).

Segun Cvetanovska y Spasenoski (2000) la necrosis en las hojas es la expresion
morfologica de una alteracion en la sintesis de clorofilas y de carotenoides
provocada por exceso de zinc. En su trabajo con Lycopersicon esculentum Mill.,
encontraron que la concentracion de los pigmentos se disminuyo en mas de 50% en
las plantas tratadas con méas de 500 pM de Zn** en comparacién con el control. En
cultivo de Brassica napus tratado con 0,07-1,12 mM de Zn®* durante siete dias,
Wang et al. (2009) reportaron una inhibicion del crecimiento y una reduccion en el
contenido de clorofilas a y b. Este mismo comportamiento se reporto en el estudio
con los dos clones de Salix, los cuales, al someterse a tratamientos con zinc en
diferentes concentraciones (50, 100 y 150 uM) se redujo significativamente el

contenido de los pigmentos (Vassilev et al., 2007).
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Aunque el zinc no posee propiedad redox, el exceso de este elemento puede
provocar un aumento del contenido de las especies reactivas del oxigeno y traer
como consecuencia la peroxidacion lipidica de las membranas celulares (Mishra y
Prakash, 2009). Este planteamiento se evidencia en el trabajo con el cultivo de
Brassica junce donde Prasad et al. (1999) encontraron un incremento de mas de 2,5
veces en el contenido de MDA — el producto final de la peroxidacion lipidica de la
membrana. Un aumento notable en el contenido de MDA también fue encontrado en
las posturas de Glycine max L. cv. Merrill tratadas con exceso de zinc en diferentes
niveles de pH y el porcentaje del incremento fue maximo en los tejidos tratados con
2000 pM de zinc a pH de 3,0; 6,0 y 8,0 donde el aumento fue de dos a tres veces en

comparacion con el control (Mishra y Prakash, 2009).

El exceso de zinc, afecta ademas, negativamente, la nutricibn mineral. En el trabajo
realizado por Wang et al. (2009) donde las posturas de Brassica napus fueron
tratados con 0,07 — 1,12 mM de Zn?' durante siete dias, encontraron que el
contenido de zinc aumentd en las plantas bajo exceso de este elemento, mientras la
concentracion de fosforos, cobre, hierro, magnesio y manganeso se redujo
significativamente, especialmente en las raices. Un comportamiento similar fue
observado en el cultivo de Pisum sativum L., cv. Citrine, donde en la concentracion
de 70 pM de zZn** disminuyé draméaticamente el contenido de Mg en la raiz y hasta

un 40% del contenido de Ca (Stoyanova y Doncheva, 2002).

Al igual que con el Cu, no se tienen antecedentes del posible efecto del exceso de
zinc sobre el metabolismo del henequén, otro metal que se utilizara, para dilucidar

bajo las condiciones del cultivo in vitro, las alteraciones que se pudieran manifestar.
4. Mecanismo de tolerancia a metales pesados en las  plantas

Segun los autores Lazaro et al. (2002) las plantas tienen diferentes estrategias para
tolerar los metales pesados (Figura 1). La mayoria de estas estan relacionadas con
la restriccion de la absorcion y/o translocacion de los mismos hacia las hojas
(estrategia de exclusion). Sin embargo, existen especies que los absorben y

acumulan activamente en su biomasa aérea (estrategia acumuladora).
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Figura 1: Mecanismos de tolerancia a metales pesados de la célula vegetal

Vargas (2006) plante6 que las adaptaciones especificas de las plantas al estrés por
los metales pesados se basan en mecanismos de resistencia los cuales reducen la
entrada de los mismos a la planta 0 que una vez absorbidos, permiten su
almacenamiento en lugares no perjudiciales para las células. Coincidiendo con este
planteamiento, Hall (2002), consider6 que a nivel celular el mecanismo de
adaptacion a los metales pesados consiste en evitar el almacenamiento de
concentraciones toxicas en las zonas sensibles dentro de la célula y de esta forma
prevenir los efectos dafiinos, siendo esta estrategia mas importante que sintetizar

las proteinas que puedan resistir los efectos de los metales pesados.

Las estrategias para evitar la acumulacion de los metales pesados son diversas.
Extracelularmente, se incluye el papel de las micorrizas, de la pared celular y los
exudados extracelulares (Hall, 2002; Vargas, 2006; Avifi6 et al., 2007). La membrana

plasmatica también desempefiar un papel importante en la tolerancia a los metales
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pesados, reduciendo la absorcion de los mismos o estimulando el bombeo del eflujo

de los metales pesados que habian entrado al citosol (Hall, 2002).

Segun Hall (2002) y Vargas (2006) dentro de protoplastos existen diferentes
mecanismos potenciales para reducir los dafios por metales pesados tales como: la
reparacion de proteinas dafiadas por estrés involucrando proteinas de choque
térmico; la quelacion de los metales pesados por acidos organicos, aminoacidos o
péptidos, o la compartimentalizacién lejos de sitios donde ocurren los procesos
metabdlicos, por el transporte hacia dentro de la vacuola y el incremento de las
actividades enzimaticas tolerantes. A continuacion se presentan detalladamente

cada uno de estos mecanismos.
4.1. Micorrizas

Las micorrizas son ciertos hongos del suelo que se encuentran en asociacion
simbidtica con la raiz de las plantas. Estas y particularmente las ectomicorrizas
pueden ser efectivas en el mejoramiento de los efectos de los metales pesados en
plantas hospedantes (Jentschke y Godbold, 2000), debido a la capacidad de
inmovilizar los metales pesados en la raiz, impidiendo que estos pasen a la parte

aérea de la planta (Hall, 2002).

Una primera barrera a la entrada de metales pesados lo constituye la pared celular
del hongo, que tiene gran capacidad de adsorber cationes sobre su superficie,
puesto que ésta se encuentra cargada negativamente (Avifid et al., 2007). Ademas,
con la relacion a la funcion de las ectomicorrizas en la tolerancia a los metales
pesados de las plantas hospedantes, estas restringen el movimiento de metales
hacia la raiz de la planta hospedante por diferentes mecanismos que varian segun
la especie de hongo, planta y metal (Hall, 2002; Avifi¢ et al., 2007).

Se conoce que el henequén es una planta asociada a micorrizas lo que pudiera
favorecer la tolerancia a metales pesados. El empleo del cultivo in vitro impide en
este ensayo evaluar los efectos de esta asociacion ante la presencia de

concentraciones elevadas de metales pesados en los medios de cultivos.
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4.2. Pared celular y exudados de la raiz

Vargas (2006) considero que la absorcion de metales pesados puede disminuir por
la propiedad de ligamiento a los acidos organicos localizados en la pared celular.
Aungue la pared esta directamente en contacto con metales pesados en la solucion
del suelo, la adsorcidén hacia la pared celular debe ser de capacidad limitada, por
esto hay un efecto limitado de actividad de metales pesados en la superficie de la
membrana plasmatica (Hall, 2002). Este autor también plante6 que los exudados de
raiz tienen una variada funcion incluyendo la de unirse a metales, por ello se reduce
la absorcion de ciertos metales. Ademas, segun Vargas (2006) los metales pesados
tienen afinidad por los fenoles y ciertos aminoacidos tales como los sideréforos de
origen microbiano y los fitosider6foros exudados por las plantas, impidiendo la

entrada de estos iones téxicos al apice radicular.
4.3. Membrana plasmatica

La funcion de la membrana plasmética se ve rapidamente afectada por los metales
pesados. Sin embargo, los autores Hall (2002), Vargas (2006) y Avifié et al. (2007)
plantearon que ésta puede estar involucrada en la tolerancia a los metales pesados
a través de la reduccion de la captacion de los mismos, o la estimulacion de las
bombas de eflujo de metales que promueven la entrada al citosol. Segun Meharg,
(1993) la proteccion de la integridad de la membrana contra el dafio provocado por
metales pesados puede producir disminucion de la fuga de los solutos celulares.
Otro factor que puede estar involucrado en el mantenimiento de la integridad de la
membrana plasmatica en presencia de los metales pesados puede ser el
incremento de la reparacion de la membrana después del dafio provocado (Salt et
al., 1998). Esta reparacion se basa en el choque térmico proteico o metalotioneinas
(Hall, 2002).

La evaluacion indirecta del grado de integridad de la membrana plasmética, se
realizara en este ensayo a través de la medicion de la conductividad eléctrica en
vitroplantas de henequén mantenidas en medios de cultivo con altas

concentraciones de zinc y cobre.
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4.4. Quelaciéon

Segun Hall (2002) la quelacion de los metales en el citosol por los quelantes
altamente afinados es un mecanismo potencialmente importante de la
desintoxicacion y tolerancia a los metales pesados. La planta utiliza el mecanismo
de complejaciéon uniendo los ligandos a los metales pesados para formar complejos
(Avifid et al., 2007), de esta manera, el metal queda inmerso en una interaccion
quimica que le mantiene en equilibrio electronico, pero no lo deja fuera del
metabolismo, no se elimina del citoplasma y por ello, sigue siendo potencialmente
toxico. Los ligandos potenciales incluyen aminoacidos, &acidos organicos y dos
clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioninas (Rauser, 1999; Clemens, 2001).
Entre los aminoéacidos y &cidos organicos se encuentran los acidos citricos, malicos,

la histidina y la cisteina (Avifié et al., 2007).
4.4.1. Fitoquelatinas (PCs)

Son ligandos de alta afinidad que complejan metales pesados (Hall, 2002). La
estructura general de las PCs es (y-GluCys)n-Gly (donde n=2-11, Glu: glutamico,
Cys: cisteina, Gly: Glicina) y son inducidos rapidamente en las plantas tratadas con
metales pesados, especialmente con Cd (Avifi6 et al., 2007).

Es importante sefalar, que a pesar del evidente papel de las PCs en la
desintoxicacion, este péptido tiene otras funciones importantes en la célula,
incluyendo la homeostasis de metales esenciales, el metabolismo de sulfato, o
como antioxidante (Dietz et al., 1999; Cobbett, 2000). Su participacion en la
desintoxicacion de metales pesados puede ser la consecuencia de estas funciones
(Steffens, 1990 tomado por Hall, 2002).

4.4.2. Metalotioneinas (MTs)

Son polipéptidos de unos 70 a 75 aminoacidos con alto contenido de cisteina -
aminoéacido capaz de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfidrilo que

poseen como radical (Avifig et al., 2007).

Aunque las MTs se inducen por tratamiento con cobre, el papel de estas en la

tolerancia a metales pesados en hongos y animales quedd evidenciado, (Hamer,

20



1986, tomado por Hall, 2002) no siendo asi en la desintoxicacion de metales en
plantas (Schat et al., 2000). Estos compuestos pueden jugar un papel importante en
el mecanismo de los metales, pero su funcion precisa no esta esclarecida, ademas
de que pueden tener distintas funciones con diferentes metales (Hamer, 1986
tomado por Hall, 2002). Alternativamente pueden funcionar como antioxidantes
(Dietz et al., 1999).

4.5. Compartimentalizacion vacuolar

El eflujo de los iones en la membrana plasmatica y el transporte de los mismos al
interior de la vacuola son dos vias para reducir el nivel de toxicidad de los metales
pesados en el citosol, y por esto son los mecanismos importantes en la tolerancia a
los mismos (Hall, 2002; Avifi6 et al., 2007). La diferencia entre ambos radica en que
en el primer caso no es una garantia de que el problema de la toxicidad esté

resuelto, mientras que en el segundo si (Avifio et al., 2007).

El proceso de acumulacion de los complejos PCs-Cd en la vacuola estd bien
documentado y hay evidencias de la acumulacién de otros metales, involucrando
diferentes transportadores. El mecanismo de procesamiento en el citoplasma y
almacenamiento en la vacuola es un proceso sofisticado y complejo que requiere un
mejor conocimiento (Avifio et al., 2007).

5. Fitorremediacion

La limpieza de suelos contaminados por metales pesados constituye una tarea
dificil particularmente, a gran escala (Lone et al., 2008). Para remediar los suelos
contaminados por metales pesados existen diferentes formas. Segun Ghosh y

Singh (2005), ellas se pueden agrupar en dos categorias:

Ex situ : requiere extraer el suelo contaminado para el tratamiento en o de sitio y
luego se devuelve el suelo tratado al lugar donde fue extraido. Los métodos ex situ
convencionales aplicados para la remediacion de los suelos contaminados incluyen
la excavacion, detoxificacion oly destruccion fisica o quimica del contaminante.
Convencionalmente el método ex situ se basa en excavar los suelos contaminados

con metales pesados y enterrarlos en sitios basureros, pero este método no es
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apropiado ya que solamente cambia el problema de contaminacion de un lugar al
otro y tiene ademas el riesgo asociado con el transporte del suelo contaminado
(Lone et al., 2008).

In situ : es la remediacion sin excavacion de sitio contaminado. Se define como la

destruccion o transformacion de contaminantes desde el suelo.

Se plantea que casi todos los métodos convencionales son costosos para
implementar (Cunningham y Ow, 1996; Barcel6 y Poschenrieder, 2003; Peuke y
Rennenberg, 2005). Segun la estimacion de EC (2002) (tomado por Peuke y
Rennenberg, 2005), el costo para remediar el suelo contaminado en Europa oscila
entre 59 y 109 mil millones de euros. Ademas, los métodos convencionales son
técnicamente limitados en areas relativamente pequefias (Barcelo y Poschenrieder,
2003) y no resuelven realmente el problema, solo lo trasfieren a las generaciones
futuras (Peuke y Rennenberg, 2005). Por otra parte, la remediacion de metales
pesados en el suelo por método fisicoquimico originan suelos inutiles para el
crecimiento de las plantas ya que remueven todas las actividades bioldgicas
incluyendo los microorganismos Utiles tales como bacterias nitrofijadoras,
micorrizas, hongos y la fauna en el proceso de descontaminacion (Ghosh y Singh,
2005). Es por esto que encontrar un método alternativo, barato, y eficiente para

limpiar las areas contaminadas es una necesidad urgente.

La idea de usar las plantas hiperacumuladoras para eliminar los metales pesados
y otros compuestos contaminantes fue introducida por la primera vez en 1983 por
Chaney (Lazaro et al., 2002; Hamlin s.f.), pero el concepto se definid hace 300 afios
(Ghosh y Singh, 2005).

Actualmente se reconoce que las técnicas de fitorremediacion basadas en el uso de
las plantas son alternativas prometedoras a las técnicas clasicas de
descontaminacion (Barcel6 y Poschenrieder, 2003; Peuke y Rennenberg, 2005) y
en los ultimos afios los intereses cientificos y sociales en la tecnologia de
fitorremediacion han aumentado considerablemente por varias razones, entre estas:
la contaminacion extensiva del suelo, el avance de los conocimientos cientificos

sobre los mecanismos y funciones de los organismos vivos y el ecosistema, el
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empuje de opinidbn de las poblaciones y los intereses politicos y econdmicos
(Barcel6 y Poschenrieder, 2003). Esta tecnologia puede ser aplicada para ambos
contaminantes, inorganicos y organicos presentes en el suelo, el agua o el aire (Salt
et al., 1998) y que comparado con los métodos convencionales, el uso de plantas
tiene numerosas ventajas (Peuke y Rennenberg, 2005). En primer lugar, la
fitorremediacion es mas barata. Segun William (1988), el costo de la remediacion
convencional es de 10 a 1 000 USD/m?, mientras que el costo de la fitoextraccién es
estimado en menos de 0,05 USD/m?®. Se plantea que después de sembrar se incurre
en costos insignificantes, por ejemplo: la cosecha, el manejo de campo y el control
de malas hierbas. De acuerdo con los autores Berti y Cunngingham (2000) el
promedio de costos por hectarea de suelo contaminado, empleando los métodos
convencionales, es de 0,27 a 1,6 millones de ddlares; mientras el costo de
fitorremediacion es aproximadamente de 10 a 1 000 veces menor. En el periodo de
1998 - 2005 el mercado de fitorremediacion en USA estimé un incremento que
oscilé de 16 - 29 millones de doélares a 214 - 370 millones de ddlares (Barcel6 y
Poschenrieder, 2003).

En segundo lugar la fitorremediacion es una tecnologia neutral de COy: si la
biomasa cosechada es quemada, no hay CO, adicional que se incorpora a la
atmosfera. Por otra parte Peuke y Rennenberg (2005) plantearon que en
dependencia del tipo de contaminacion, las plantas pueden ser usadas en algunos
procesos alternativos como quema para la produccion energética. Meagher (2000,
tomado por Peuke y Rennenberg, 2005) considerd que es posible recoger algunos

metales del tejido de la planta.

La mayor desventaja de la fitorremediacién radica en que esta es relativamente
lenta, porque requiere aflos o hasta décadas para reducir a la mitad los metales
presentes en el suelo (McGrath y Zhao, 2003). Por otra parte, durante el proceso de
fitorremediacion el suelo contaminado no se puede rentar o vender, esto puede
traer como consecuencia problemas para el desarrollo econdomico (SRU, 2004

tomado por Peuke y Rennenberg, 2005).
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El término fitorremediacion es una palabra formada por el prefijo griego “phyto” que

significa planta, y el sufijjo del latin “remidium” que significa limpiar o rehabilitar
(Prasad y Freitas, 2003). Segun Betancourt et al. (2005) fitorremediacion es un
proceso donde se utilizan plantas para eliminar, transferir, estabilizar, concentrar y/o
destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelos, lodos y sedimentos y
puede aplicarse tanto in situ como ex situ. La tecnologia de fitorremediacion se
aplica adecuadamente en las areas con niveles de contaminacién de bajos a
moderados y no en aquellos lugares donde el nivel de contaminacién es alto,
porque en condiciones dificiles las plantas no pueden desarrollarse (Hamlin s.f.). La
profundidad a la cual el suelo puede ser limpiado esta restringida a la zona de la
raiz. Esta profundidad depende de la planta, puede oscilar desde varios centimetros
hasta muchos metros (Schonoor el al., 1995 tomado por Hamlin s.f.).

La fitorremediacion consiste en una coleccion de diferentes tecnologias, basadas en
la planta, cada una tiene un mecanismo distinto de accion para la recuperacion de
los suelos, sedimento o agua contaminados con metales. En la siguiente tabla se

presenta esquematicamente los procesos de fitorremediacion.

Procesos Mecanismos Contaminantes
Rizofiltracion Acumulacion rizoférica Orgénico/inorganico

Fitoestabilizacion Complejacion Inorganico

Fitoextraccion Hiperracumulacion Inorgénico
Fitovolatilizacion Volatilizacién por las hojas Orgénico/inorganico

5.1. Rizofiltracion: Se define como el uso de las plantas terrestres y acuaticas para
absorber, concentrar y precipitar los contaminantes de medio acuatico (Lone et al.,
2008). La rizofiltracion puede ser utilizada para tratar parcialmente la descarga
industrial, la escorrentia agricola o el drenaje de las minas y se puede usar para limpiar
los metales: plomo, cadmio, cobre, cinc, niquel, los cuales son retenidos primariamente

en las raices (Ghosh y Singh, 2005). Por otra parte, el autor Hamlin (s.f.) planteé que
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los exudados radicales y cambios de pH en la rizosfera también pueden causar la

precipitacion de metal en la superficie de la raiz.

Dushenkov y Kapulnik (2000) describen las caracteristicas de plantas ideales para
la rizofiltracion. Estas deben ser capaces de acumular y tolerar a una cantidad
significante de metales con un manejo simple, bajo costo de mantenimiento y el
minimo requerimiento de depdsito secundario. También son deseables las plantas
que producen una cantidad significante de biomasa radical y area superficial grande

de las raices.

Algunas especies acuéticas poseen la capacidad de remover los metales pesados
en agua por ejemplo: Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, Hydrocotyle umbellata L.
y Lemna minor L. (Hamlin, s.f.). Por otra parte Lone et al. (2008) indicaron que las
diferentes especies hiperacumuladoras también son utilizadas, por ejemplo el
girasol (Helianthus annuus), la mustasa india (Brassica juncea Czern.) y el arroz
(Oryza sativa). Las ventajas de la rizofiltracion son la capacidad de ser usada tanto
in situ como ex situ y el hecho de ser una tecnologia competitiva de bajo costo en
los tratamientos de agua superficial con alta concentracion de metales pesados
como Cr, Pb, Zn (Ensley, 2000).

5.2 Fitoestabilizacion : Segun Hamlin (s.f.) a veces no hay un esfuerzo para
remediar inmediatamente sitios contaminados por metales ya que estos no son de
alta prioridad en la agenda. El método tradicional por el cual la toxicidad de metal es
reducida en estos sitios es la inactivacion in situ, una técnica de remediacion que
emplea las enmiendas de los suelos para inmovilizar o fijar los metales en el suelo.
Aunque la migracion de metales serd minimizada, los suelos estan normalmente

sujetos a la erosion o aun poseen los riesgos para humanos y otros animales.

La fitoestabilizacion es la técnica basada en el uso de las plantas para estabilizar los
residuos, prevenir la erosion tanto por el viento como por el agua, evitar la migracion
vertical de contaminantes hacia el manto freético e inmovilizar fisica y quimicamente
los contaminantes (Ghosh y Singh, 2005). La fitoestabilizacion puede ocurrir a través

de la absorcidn, precipitacion, complejacion o reduccion de valencia de metales. La
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efectividad de este método depende de la capacidad de las raices para limitar la

movilidad y biodisponibilidad de contaminantes en el suelo (Lone et al., 2008).

Diferente de las otras técnicas de fitorremediacion, el objetivo de la fitoestabilizacion
no es remover contaminantes metalicos de un sitio sino es estabilizar y reducir los

peligros para la salud humana y para medio ambiente.

Las plantas escogidas para la fitoestabilizacion deben translocar muy poco los
contaminantes (metal) hacia los tejidos aéreos de la planta, los cuales pueden ser
consumidos por el hombre o los animales (Ghosh y Singh, 2005). La escasez de
una cantidad apreciable de metales en los tejidos de las ramas también elimina la
necesidad de tratamientos de los residuos después de la cosecha. Ademas, las
plantas empleadas en este método de fitorremediacion debe ser facil para el manejo
y cuidado, de rapido crecimiento, poseer un sistema radical denso y tolerar los
metales contaminantes y otras condiciones del sitio, las cuales pueden limitar el
crecimiento de la planta. Las dos especies de Agrostis tenuis Sibth y Festuca rubra
L. actualmente se comercializan para la fitoestabilizacién de suelos contaminados

con Pb, Zn o Cu (Hamlin, s.f.).

5.3 Fitoextraccion: Es el mejor método para eliminar los contaminantes y por otra
parte no se destruye la estructura y la fertilidad de los suelos. Segun Halmin (s.f.), el
proceso de fitoextraccion implica el uso de las plantas para facilitar la remocién de
los metales contaminantes en la matriz del suelo. Existen dos estrategias basicas

de fitoextraccion (Ghosh y Singh, 2005) que son:

v’ Fitoextraccién con ayuda de quelantes (fitoextraccion inducida): donde la
disponibilidad de los metales en el suelo no es adecuado para la absorcion
suficiente de las plantas, pues los quelantes artificiales o agentes acidificantes

pueden ser agregados para incrementar la movilidad y absorcion de metales.

v' Fitoextraccion continua: en esta, la extraccion de metales depende de la
capacidad natural de las plantas para absorberlos, solo el nUmero de repeticiones

de siembra es controlado.
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Muchos factores influyen en la efectividad de la fitoextraccion. En primer lugar se
encuentra la seleccion del sitio donde se emplea este método, pues la fitoextraccion
es aplicable solo en los lugares que contienen de bajo a moderado nivel de
contaminacion de metales (Hamlin, s.f.). Ademas los metales en el suelo deben ser
biodisponibles o sujetos a la absorcién por las raices de las plantas. Por otra parte,
el rango de crecimiento, la resistencia a las enfermedades de la planta, el grado de
selectividad, los métodos de cosecha también son factores que influyen en el
resultado de la fitoextraccion.

En cuanto a las plantas empleadas en la fitoextraccion, ellas deben ser capaces de
acumular grandes cantidades de metales en sus tejidos, traslocarlos desde el
sistema radical hacia parte aérea “cosechable” de la planta y tener una alta y rapida
producciéon de biomasa. Ebbs y Kochian (1997) reportaron que Brassica juncea, la
cual contiene una tercera parte de concentracion de Zn en sus tejidos, es mas
efectiva en la remocion de este metal del suelo que T. caerulescens la cual es
conocida como hiperacumuladora de Zn. Esta ventaja se debe primeramente a que

B. juncea producen una biomasa diez veces mayor que T. caerulescens.

5.4 Fitovolatilizacion:  Algunos metales tales como As, Hg y Se pueden existir
como especies gaseosas en el medio ambiente (Hamlin, s.f.). En los afos recientes
los investigadores han estudiado las plantas capaces de absorber los metales de
forma elemental del suelo, que lo convierte biologicamente en estado gaseoso
dentro de la planta y exudarlos hacia atmésfera. Este proceso se denomina
fitovolatilizacion y constituye el método mas controversial de todas las técnicas de
fitorremediacion, ya que existe la duda sobre si la volatilizacion de estos elementos
a la atmosfera es segura (Ghosh y Singh, 2005). Sin embargo, los sitios que se
limpia con este método no requieren mucho manejo después de la siembra original.
Ademaés, la fitovolatilizacion posee beneficios adicionales tales como: sitios minimos
de alteracién, menos erosién y no es necesario tratar a los materiales vegetales de

la cosecha.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo desde Enero de 2007 a Mayo de 2010 en el laboratorio
del Centro de Estudios Biotecnolégicos (CEBIO) de la Universidad de Matanzas

“Camilo Cienfuegos”.
Preparacion del material vegetal y condiciones de ¢ recimiento

Plantas seleccionadas en campo de la variedad Sac Ki o henequén blanco,
procedentes del germoplasma de la Empresa Henequenera de Matanzas “Eladio
Hernandez”, se utilizaron como fuente de explante. Estas plantas se caracterizaron

por mostrar un 6ptimo estado fisioldgico y fitosanitario.

Se aislaron apices con un tamafio de 7 cm de longitud, los cuales se emplearon en
el proceso de desinfeccion. Antes de iniciar el proceso de esterilizacion del material
vegetal se elimind cualquier porcion de suelo a través de un lavado con agua y

detergente (1% p/v) por espacio de 30 minutos.

El tejido vegetal se desinfectd superficialmente por inmersion en solucién de alcohol
al 70% (v/v) durante un minuto, a continuacion se flamed hasta la extincion del
fuego. El material vegetal se introdujo de inmediato en solucion de hipoclorito de
sodio 2,5% (v/v) durante 20 minutos. A continuacion de realizaron tres lavados,
durante 25 minutos (5 — 10 — 10 minutos) con agua destilada estéril. Posterior a los
lavados, con la ayuda de un cuchillo se eliminaron las partes del vegetal dafiado por
el cloro. Todas estas acciones se realizaron en condiciones controladas pero no

asepticas.

En la camara de flujo laminal se sumergieron nuevamente los explantes en solucion
de hipoclorito de sodio al 2,5% (v/v) durante 10 minutos. Posteriormente se
realizaron tres lavados, durante 15 minutos (5 — 5 — 5 minutos) con agua destilada
esteéril. Posteriormente, con la ayuda de pinzas y bisturi se eliminaron las partes del
vegetal dafiadas por el cloro. Este paso se realizé dentro de la camara de flujo

laminal sobre platos y papel absorbente previamente esterilizados.

Los explantes aislados, con talla de 4 cm de longitud, se sembraron en medio de

cultivo Murashige y Skoog (1962) con las sales portadoras de nitrégeno ligeramente
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modificadas por Robert et al. (1992), suplementado con 0,1 mg/l de tiamina; 0,5
mg/l de pyridoxina; 0,5 mg/l de acido nicotinico; 2,0 mg/l de glycina, 100 mg/l de
myo-inositol y 30 g/l de sacarosa. Se emple6 como balance hormonal 0,025 mg/l de
2,4-D y 10,0 mg/l de 6-BAP.

El medio fue solidificado con 10 g/l de Agar Técnico Agar 3 (Biocen). El pH fue
ajustado a 5,7 antes de autoclavarse a 121°C y 1,2 kg/cm?. En frascos de vidrio,
empleado en las biofabricas cubanas (12 cm alto y 8 cm de didmetro) se afiadieron
30 ml de medio, estos fueron cerrados con tapas de polypropyleno. Todos los
explantes se cultivaron a 26 + 2°C en camaras de crecimiento con un fotoperiodo de
16 horas luz/ 8 horas oscuridad en habitaciones iluminadas naturalmente (37,5

pumol.m?.s* de luminosidad como promedio).

Después de una semana del establecimiento de los explantes y eliminado los
contaminados, se resembraron en el medio basal antes descrito pero agregando

diferentes concentraciones de cobre y zinc como se presenta en la tabla siguiente:

Cantidad de
Tratamientos | Cantidad de CuSO, | Tratamientos ZnSO(4 aMr;adldo

afiadido (uM) H
Control 0 Control 0

1 50 5 50

2 100 6 100

3 200 7 200

4 400 8 400

El trabajo se realizdé segun un disefio completamente aleatorizado con tres réplicas
por tratamientos y 15 frascos con una planta por réplica. Después de 40 dias de la

resiembra, se selecciond el material para realizar las evaluaciones siguientes:
1. Evaluacion del contenido de Biomasa

Con el propdsito de valorar el efecto de los metales pesados en la acumulacién de

biomasa y usarlo como referencia del crecimiento de plantulas de henequén, se
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pesaron todos los explantes al inicio de la resiembra, pasado 40 dias de cultivo, se
pesaron de nuevo. La diferencia de peso (peso final —peso inicial) representd el
incremento del crecimiento en todos los tratamientos. El valor que se obtuvo en el
control representd el 100% y a partir de este se determind cuanto porcentaje
representd del control, el incremento del crecimiento de cada tratamiento. Los

datos de porcentaje se transformaron segun la férmula log 10 %
2. Medicion de la conductividad eléctrica

Con el objetivo de evaluar el grado de integridad de la membrana plasmética se
realizd0 una evaluacion indirecta consistente en la medicion de la conductividad
eléctrica en vitroplantas de henequén, crecidas en medios de cultivo con altas
concentraciones de zinc y cobre. Para ello se tomd la hoja mas desarrollada
(expandida completamente) de 5 plantulas proveniente de cada tratamiento. Con un
perforador de diametro de 2 mm? se realizaron 5 grupos de 1 g de tejido por
tratamiento, los que posteriormente se colocaron en vasos de precipitados que
contenian 10 ml de agua destilada (relacion peso/volumen = 1/10). A continuacién

se procedio a medir la conductividad eléctrica para cada tratamiento.
3. Evaluacion de la actividad de enzimas antioxidan  tes

Se pesaron 0,5 g de muestra foliar (hoja mas desarrollada) en tres plantulas de
cada tratamiento. Después de ser maceradas en 2 ml de solucién tampén de fosfato
de sodio 50 mM (pH 7,0) en frio, las muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. Se extrajo el sobrenadante para la medicion inmediata de

la actividad enzimética de catalasa y peroxidasa .
3.1. Determinacioén de la actividad enzimatica de ca talasa

La actividad de catalasa fue determinada por medicion de la velocidad de la
descomposicién del H,O, previamente ajustada a una absorbancia de 240 nm
(0,040-0,045) utilizando como blanco agua destilada, en una solucién tampoén de
fosfato de potasio 20 mM, pH 7,0 conteniendo 3% (v/v) de H,O, (Havir y McHale,
1987). El volumen final del ensayo fue de 3 ml. La lectura fue realizada a 240 nm en

un espectrofotometro (Ultrospect 2000).
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Se tomaron tres mediciones por muestra. La actividad enzimatica catalasa se

determind segun la siguiente férmula:

Vt: volumen total (3 ml)

A*4*V i+ V: volumen de la muestra (0,2 ml)
VlU/ml)= —— f: factores de dilucién (5)
5*V 5: 25,5 cm?/ pM

3.2. Determinacion de la actividad enzimatica perox idasa

La actividad de peroxidasa se midié por el método guaiacol peroxidasa. El ensayo
de actividad enzimatica se realizé en un volumen final de 3 ml. Para la reaccion se
adicion6 en una cubeta de cuarzo 2,80 ml de solucién tampon fosfato de sodio 0,1
M, pH 7,0; 50 pL de solucion guaiacol 0,018 M; 50 pL solucién de perdxido de
hidrégeno ajustado a una absorbancia a 240 nm (0.040-0.045) utilizando agua como
blanco. A la mezcla reaccionante se adicionaron 100 pL del extracto vegetal. La
actividad enzimatica se realiz6 a 25°C y a una longitud de onda de 436 nm. Se
tomaron tres mediciones por muestra en un Espectrofotometro (Ultrospect 2000).

La actividad enzimética peroxidasa se determind segun la siguiente formula:

Vt: volumen total (3 ml)
A*3.01*Vt*1000*f V: volumen de la muestra (0,1 ml)
V(U/ml)= f: factores de dilucion (15)
5*V 5: 43,6 cm?/ uM

4. Contenido de proteinas solubles

Para el célculo del contenido de proteinas solubles se pesaron 0,5 g de muestra
foliar (hoja mas desarrollada) en cinco plantulas de cada tratamiento. Después de
ser maceradas en 2 ml de solucion tampén de fosfato de sodio 50 mM, (pH 7,0) en
frio, las muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se
extrajo el sobrenadante para la medicion inmediata del contenido de proteinas
solubles. La concentracion de proteinas solubles fue medida por el método de
Bradford (1976).

31



5. Contenido de carbohidratos solubles totales y az Ucares reductores

Se determiné el contenido de azucares reductores y carbohidratos solubles totales a
partir de la extraccion realizada para la evaluacion de la actividad de enzimas
antioxidantes (Epigrafe 3). Siguiendo la metodologia modificada del Fenol-Sulfurico
se determind el contenido de carbohidratos solubles totales. Los azucares
reductores se determinaron segun la técnica del Dinitrosalisilico (Sumner, 1921).
Para ambas determinaciones se establecieron curvas patrones (y= 5,3909x —
0,0194. R? = 0,9796 para azlcares reductores: y= 4,6241x — 0,0692. R* = 0,999).

A partir de los valores obtenidos de azucares reductores y carbohidratos solubles
totales se obtuvieron los valores de azucares no reductores mas polisacaridos por la
diferencia del valor de carbohidratos totales menos el valor de azlcares reductores.
Se obtuvo el porcentaje de azucares reductores segun carbohidratos totales por la
multiplicacion del valor de azucares reductores por 100 entre el valor de
carbohidratos totales para cada tratamiento.

6. Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron segun un disefio completamente aleatorizado con
tres réplicas para cada tratamiento. Los datos se procesaron segun paquete
Statgraphic Versiéon 5.0 (2000), sobre WINDOW, determinandose si los datos
cumplian con una Distribucion Normal mediante la prueba de Bondad de Ajuste
Kolmogorov - Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante las Pruebas de
Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en que los datos cumplieron los requisitos
exigidos se procesaron mediante ANOVA de clasificacion simple o multifactorial asi
como la Prueba de Rangos Multiples de Duncan, segun correspondiera. Para los
datos que no cumplan con estas premisas seran comparadas mediante la Prueba
de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, 1952) y la Prueba de Rangos Mdltiples de

Student-Newman-Kwels.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Evaluacion del contenido de Biomasa

Generalmente para el estudio de la tolerancia de las plantas a los metales pesados
los pardmetros de crecimiento de rapida y facil medicion tales como: numero de los
raices, longitud de las mismas son preferibles (Watson et al., 2003), sin embargo la
biomasa vegetal, tal como la masa fresca y masa seca son muy buenos indicadores
para evaluar el crecimiento vegetal. Segun Abreu et al. (2007), esta variable
(biomasa vegetal) es muy importante pues en muchas ocasiones se evallan
indicadores como éarea foliar, altura de la planta y nimero de hojas, las cuales no

tienen en cuenta la biomasa producida.

Tabla 2: Acumulacion de biomasa fresca en funcién de la concentracién de Cobre y Zinc
presente en medios de cultivo en plantas de henequén sembradas durante 30 dias Cada
valor representa el promedio de 5 plantulas por tratamiento. Medias con letras distintas
indican diferencias significativas segin Décima de Comparaciéon de Duncan (a= 0,05). Los
datos de porcentaje se transformaron segun la formula log 1o %.

Tratamientos (uM) Masa fresca (mg) Porciento (%)
0
4,56 100
Tratamientos con Cuf*

50

4,94 108,333
100

4,14 90,789
200

2,03° 44,517
400

1,784" 39,123

Tratamientos con Zrf*

50

4,99 109,429
100

4,29 94,079
200 A

2,4 52,632
400
0,9 19,737
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En la Tabla 2 se puede observar que la masa fresca acumulada en plantas de
henequén tratadas con cobre y zinc presenté un porcentaje de crecimiento positivo
en todas las concentraciones. En el tratamiento de 50 uM de Cuy Zn, se observa
un crecimiento muy favorable pues el porcentaje del incremento de crecimiento se
elevd en un 109% y 108% respectivamente con relacion al control y decrecio

gradualmente hasta la concentracion de 400 uM en ambos metales.

Coincidiendo con el resultado en las primeras concentraciones, Gao et al. (2008)
encontraron que en la concentracion de 200 ppm de cobre en el cultivo de Jatropha
curcas, se estimulé la produccién de biomasa; Auda y Ali (2010) encontraron un
incremento de biomasa de Daucus carota al afladir 75 pg/g zinc al suelo. Se debe
mencionar que en el medio in vitro, la disponibilidad de iones metales para la
absorcion de la planta es mayor que en medio in vivo (Santos-Diaz et al., 2007), lo

cual favorece el incremento de la absorcion de iones al interior de la planta.

El zinc y el cobre son micronutrientes esenciales los cuales en concentracion optima
estimulan el crecimiento de la planta. Yruela (2005) plante6 que el cobre actia
como elemento estructural en las proteinas reguladores, participa en el transporte
de electrones en la fotosintesis y la respiracién, ademas se desempefia como
cofactor en muchos enzimas tales como: Cu/Zn superoxido dimutasa (SOD),
citocromo oxidasa, amino oxidasa. A nivel celular, Cu posee una funcion esencial en
la ruta de sefializacion de transcripcion y mecanismo de trafico de proteinas. Con
relaciéon a los resultados obtenidos con el tratamiento de zinc, se plantea que
aunque no tiene actividad redox influye en procesos fisioldgicos (Mishra y Prakash,
2009), siendo un componente esencial de varios sistemas de enzimas para la
produccién de energia, la regulacion y la sintesis de proteinas, mantenimiento de la
integridad de la membrana (Casierra-Posada y Poveda, 2005). Ademas el zinc
juega un papel importante en la resistencia y tolerancia a los organismos patdgenos
(Webb, 1994 citado por Casierra-Posada y Poveda, 2005).

En un estudio de la toxicidad del cobre en el cultivo in vitro de Prunus cerasifera,
Lombardi y Sebastiani (2005) encontraron que en la concentracién de 50uM del cobre

en medio, la concentracion de este elemento que se encontré en el tejido de esta
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planta fue 180 ppm y la planta fue tolerante a esta cantidad, mientras Gupta (1979) y
Stevenson (1986) (citado por Lombardi y Sebastiani, 2005) indicaron que casi todos

los cultivos toleran entre 20 y 30 ppm solamente.

Por otra parte, Bernal et al. (2006) plantearon que las plantas crecidas en exceso de
cobre (de 3 a 100 uM) presentaron una reduccion de biomasa y sintomas de
clorosis. En este estudio las plantulas de Agave fourcroydes L. crecidas en
presencia de metales pesados no se mostraron sintomas de toxicidad tales como
necrosis de las hojas y muerte de las mismas en ningun tratamiento. Lo que se
sugiere al menos, que el Agave fourcroydes L. es tolerante a tales concentraciones

de cobre y zinc ensayadas.

A partir de la concentracion de 200 uM de ambos metales se observé una reduccion
ligera del tamafio de las plantulas de Agave fourcroydes L. valor que disminuye aun
mas en la concentracion de 400 pM. Sin embargo la reduccion de tamafio mas
marcada se nota en 400uM de zinc. Paralelamente con esta observacién se obtuvo
que la biomasa de Agave fourcroydes L. disminuy6 en un 39,1% y 19,7% en 400 uM

de Cu y Zn respectivamente en comparacion con el control.

Aunque el Cu y Zn se conocen como micronutrientes esenciales (Ascon-Bieto y
Talon, 2002) a su vez son metales pesados, por lo tanto en exceso son toxicos para
la planta. La reduccion del crecimiento pudiera ser, por un lado, debido al efecto de
la disminucion de la tasa de asimilacion neta, como resultado de afectaciones al
proceso de fotosintesis causados por ambos metales en concentraciones toxicas, y
por otro lado, a las alteraciones en el metabolismo de la planta, provocados por los
dafios en la estructura y funcion de los componentes basicos como proteinas,

enzimas y el ADN.

Los dos metales Cu y Zn por diferentes vias (el contenido, la estructura de clorofila
y cloroplastos o el transporte de electrones) afectan negativamente la fotosintesis.
Ellos pueden, en primer lugar, reemplazar el Mg en la estructura de clorofila (Ktpper
et al., 2003; Ernst, 1996 citado por Casierra-Posada y Poveda, 2005; Vassilev et al.,
2007) yl/o interfieren a la sintesis de esta Ultima por inducir a una deficiencia de
hierro (Ebbs y Kochian, 1997; Patsikkté et al., 2002).
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El cobre en exceso causa una alteracion en la estructura de los cloroplastos
(Quartacci et al., 2000) tal como la degradacion de las pilas de la grana y laminilla
del estroma, el incremento del nUmero y tamafno de plastoglobilina (Bernal et al.,
2006) y también afecta a composicion de la membrana tilacoidal por la peroxidacion
lipidica (Quartacci et al., 2000). Sin embargo en este estudio no se observo clorosis

en las de Agave fourcroydes L. ni en el tratamiento de 400 pM.

Esta respuesta sugiere que la estructura de los cloroplastos del Agave fourcroydes
L. en este tratamiento no se afecta fuertemente y que el efecto del cobre sobre la
fotosintesis si se produjera pudiera estar relacionado con el transporte de
electrones. De acuerdo con este planteamiento Yruela et al. (1993) indicaron que
ambos sitios, el aceptor y el donor de electrones en el fotosistema Il son sitios

fuertemente atacados por la toxicidad del cobre.

El zinc por su parte pudiera afectar la fotosintesis en diferentes sitios (Vassilev et
al., 2007), limitando la fijacion de CO, y el flujo de electrones desde momento en
que sucede la fotdlisis del agua hasta cuando los electrones alcanzan el fotosistema
Il (Casierra-Posada y Poveda, 2005) interfiiendo también con la actividad de la
RubisCo (Vassilev et al., 2007), por lo tanto la reduccion de la biomasa en las
plantas tratadas con exceso de zinc pudiera ser consecuencia de la irregularidad en

el funcionamiento del aparato fotosintético.

Como se mencioné anteriormente, los dos metales cobre y zinc afectan otros
procesos Yy estructuras en la célula que alteran el metabolismo normal de la planta,
reduciendo de esta manera su biomasa. En el caso del cobre, segun Yruela (2005)
es capaz de ligarse con el grupo sulfidrilo de las proteinas causando cambios en la
estructura y funcion de las mismas que conllevan a cambios en actividad
enzimatica, en la estructura y funcion de los acidos nucleicos y aminoacidos.
También puede provocar una deficiencia de los elementos esenciales por el

desplazamiento de ellos de su metabolismo estandar (Avifid et al., 2007).

El zinc por su parte puede afectar al sistema homeostatico normal de iones por
interferir en la absorcion, transporte, osmosis y regulacién de los iones esenciales

que trae como consecuencia una interrupcién de los procesos metabdlicos dentro
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de la célula (Rout y Das, 2003; Broadley et al., 2007; Abbas et al., 2009). Ademas
Yang et al. (2004) indicaron que los iones de zinc interfieren en los movimientos
estomaticos, perturbando el flujo de agua a través de la membrana. Por otro lado la
reduccién del crecimiento de las plantas tratadas con exceso de zinc puede
justificarse segun los autores Ernst et al. (1992); Prasad et al. (1999); Wallnofer y
Engelhardt (1995, citado por Casierra-Posada y Poveda, 2005), pues el exceso de
zinc disminuye la biosintesis de giberelina y de triptéfano (el precursor primario de
auxina AlA) responsables en gran parte la division y elongacion celular.

Por ultimo pero no menos importante, estos metales en exceso perjudican a otras
estructuras celulares y procesos metabolicos, resultado de su capacidad de generar
las especies reactivas del oxigeno (ROS) provocando el estrés oxidativo en la
planta (Aviiio et al., 2007; Hall, 2002). Este fendbmeno y los dafios asociados al

estrés oxidativo se sugiere como responsables también de la reduccién de biomasa.
2. Medicion de la conductividad eléctrica

En la figura 2 se puede apreciar que la conductividad eléctrica se elevo
gradualmente con el incremento de la concentracion de cobre y todos los
tratamientos diferenciaron entre ellos y con relacion al testigo, que presentd la
menor conductividad. En el caso del ensayo con Zn no se observaron diferencias
significativas entre el control y los tratamientos 50 y 100 uM, sin embargo, se
encontré un aumento significativo en 200 y 400 pM, siendo el valor reportado para
este Ultimo estadisticamente superior a todos los tratamientos incluyendo los de
cobre.

Se conoce que la membrana plasmaética es la envoltura de la célula, caracterizada
como una barrera semipermeable (Meharg, 1993), que regula a través de ella la
entrada y la salida de determinadas sustancias (agua, iones minerales, azUcares,
etc.) para mantener el metabolismo normal dentro de la célula. En tal condicion, el
agua se mueve a traves de las membranas plasmaticas en forma pasiva, no
ocurriendo lo mismo con el resto de las moléculas, las que presentan permeabilidad
diferencial. Por tal motivo, la cuantificacibn de metabolitos desprendidos por una

célula hacia el medio puede ser una buena aproximacion para determinar su grado
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de selectividad o ser el reflejo de alguna alteracion que ésta haya experimentado
(Yuri et al., 2009).
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Figura 2: Medicién de la conductividad eléctrica (mS/cm) en funcién de la concentracién de
Cobre y Zinc presente en medios de cultivo en plantas de henequén sembradas durante 30
dias. Cada columna representa el valor promedio de 5 plantulas por tratamiento. Medias con
letras distintas indican diferencias significativas segin Décima de Comparaciéon de Duncan
(a=0.05).
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Una vez dafiada, la permeabilidad de la membrana se altera y trae como
consecuencia un cambio en el flujo de los solutos entre la célula y el medio que la
rodea, cambiando la conductividad de este ultimo. Por eso la conductividad eléctrica
de un volumen de agua (desionizada), donde se ha sumergido previamente un
tejido es un indicador para evaluar la permeabilidad, asi como de la estabilidad de la
membrana plasmatica de ese tejido (Yuri et al.,, 2009). Segun Chen et al. (2000) y
Janicka-Russak et al. (2008), aunque los metales pesados pueden alterar diferentes
procesos fisiologicos, el primer sitio afectado por la toxicidad de ellos es

probablemente a nivel de membrana.

Fodor et al. (1995) plantearon que el primer sintoma del dafio por los metales
pesados en la membrana, es un incremento de la permeabilidad con la interrupcion

consecuente de balance iénico en la célula.
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Segun los planteamientos anteriores, se evidencia en este estudio, que cuando se
eleva la concentracién de metales (Cu®*, Zn**) la conductividad se incrementa, a
partir de 50 pM en el caso de Cu?** y de 200 uM en caso de Zn** lo que sugiere un
posible dafio de la membrana plasmatica de las plantas de Agave fourcroydes L. de
tal manera que se modifica su permeabilidad o selectividad afectando su integridad,
y como consecuencia una fuga de los iones al medio que se verifica en el

incremento de la conductividad eléctrica.

La alteracion de la integridad funcional de la membrana, pudiera estar relacionado
por los efectos consecuentes de la interaccion compleja entre los metales pesados

y los grupos funcionales de esta.

En primer lugar, segun Breckle y Kahle (1991) citado por Janicka-Russak et al.
(2008), los metales pesados pueden reemplazar al i6n calico (Ca?*) en los sitios

esenciales de la membrana plasmatica.

En segundo lugar, se conoce que los metales pesados tienen capacidad de unirse
con las moléculas organicas (Aviiid et al., 2007), especialmente con grupos
sulfidrilos de proteinas y los grupos hidroxilos de fosfolipidos en las membranas
(Devi y Prasad, 1999).

En tercer lugar, los metales pesados por la formacion de los ligandos con las
moléculas organicas, provocan un aumento en el nivel de los radicales libres, los
cuales interrumpen el balance redox de la célula induciendo el estrés oxidativo
(Avifid et al., 2007; Hall, 2002). Una de las consecuencias de este fendbmeno en la
célula es la peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica causando cambio
fisicoquimicos que aumentan la solubilidad de las membranas (Halliwell y
Gutteridge, 1984 citado por Quartacci et al., 2001).

Todos los eventos antes mencionados dan lugar a un incremento de la
permeabilidad no especifica de la membrana y a una disminucién paralela de
actividad del transporte especifico, que originan la interrupcion de la homeostasis de
iones y una reduccion de la actividad de muchas enzimas importantes para el

metabolismo béasico de la célula (Janicka-Russak et al., 2008).
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De acuerdo con lo antes mencionado, Yuri et al. (2009) indicaron que los cambios
en la composicion lipidica (disminucion de acidos grasos insaturados, determinantes
de su fluidez) y proteinas, son los eventos de mayor relevancia en la mantencion de

la selectividad funcional de la membrana.

En cuanto a las proteinas, la accion de los metales pesados es muy compleja
incluyendo: la oxidacion y entrecruzamiento de proteinas dando lugar a una
inhibicion de las proteinas claves en la membrana (Harm et al., 1994). También los

metales pesados interfieren en la expresion de genes especificos.

Una de las enzimas de la membrana, la cual se altera en plantas tratadas con
metales pesados parece ser H+-ATPasa, la Unica operadora de la bomba de
protones en la membrana plasmatica, la cual es esencial en la regulacién de la
homeostasia idnica (Van Assche y Clijsters, 1990; Janicka-Russak et al., 2008).

Existen trabajos donde se demuestra que la actividad hidrolitica de la H+-ATPasa y
el transporte de iones dependiente de ATP fueron inhibidos en presencia de
metales tales como Cd (Fodor et al., 1995), Cu (Burzynski y Kolano, 2003), Cd, Cu,
Ni (Janicka-Russak et al., 2008).

Por otra parte, en las plantas expuestas a estrés por metales pesados, el
incremento de la actividad lipooxigenasa acelera la produccion de especies
reactivas del oxigeno, que a su vez inducen la peroxidacion lipidica, especialmente
en los &cidos grasos no saturados que conduce a una degradacion de la estructura
de la membrana (DeVos y Schat, 1981 citado por Yurekli y Porgali, 2006). En
concordancia con lo anteriormente planteado Dixit et al. (2000) indicaron que la
peroxidacion lipidica puede ser una consecuencia de la actividad generada por las
especies reactivas del oxigeno (ROS). Ambos iones redox activos (Cu y Fe) y los
iones no redox activos como Zn y Cd han sido reportados como generadores de la
peroxidacion lipidica por via de la generacion de los ROS en la planta (Gallego et
al., 1996 y Chaoui et al., 1997).

Por otra parte Ros et al. (1992) y Fodor et al. (1995) plantearon que la saturacion de
los &cidos grasos en la membrana plasmatica de las plantas tratadas con metales

pesados se incrementa mientras que el nivel de esterol disminuye
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significativamente. Estos cambios pueden afectar la fluidez y también la actividad de
las proteinas integrales de membrana, como resultado de la alteracion del medio

lipidico en el cual estan embebidas (Quartacci et al., 2000).

A diferencia de este estudio, donde se evalu6 de forma indirecta el grado de
integridad de la membrana en plantas crecidas bajo condiciones de alto contenido
de metales pesados, en la mayoria de los trabajos realizados se utiliza la
cuantificacion de Malondialdehido (MDA) como un indicador de estrés fisioldgico y
envejecimiento (Quariti et al., 1997) ya que es el producto final de la peroxidacion
lipidica (Yurekli y Porgali 2006).

El incremento de la conductividad que se aprecia en este trabajo pudiera estar
afectando el crecimiento de las plantas, pues a las mayores concentraciones tanto
de Cobre como de Zinc (200 y 400 uM), se obtuvieron los menores procentajes del
incremento de crecimiento siendo mas pronunciado en 400 uM de Zinc, lo que
sugiere que este metal a esta concentracién, no favorece el metabolismo del
henequén ya que este ultimo debe modificarse para estimular mecanismos de

tolerancia.
3. Evaluacién de la actividad de enzimas antioxidan tes

En la figura 3 se observan los valores de actividad enzimética catalasa y
peroxidasa en plantulas de Agave fourcroydes L. sometidas a distintas
concentraciones de cobre y zinc. En cuanto a catalasa, se produjo una reduccion
significativa de su actividad en los tratamientos de 50 uM, 100 uM y 200 pM de
cobre en comparaciéon con el control, mientras que en 400 UM se obtuvo un
incremento significativamente superior al control. Por otra parte, en los tratamientos
con 50 uM y 100 uM de zinc se observé una reduccion significativa en la actividad
de esta enzima con respecto al control, incrementandose en 200 uM y 400 uM,
aunque no llegd a superar de manera significativa la actividad reportada en el

tratamiento control.
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Figura 3: Medicion de la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa y peroxidasa) en
funcion de la concentracion de Cobre y Zinc presente en medios de cultivo en plantas de
henequén sembradas durante 30 dias. Cada columna representa el valor promedio de 3
plantulas por tratamiento. Medias con letras distintas indican diferencias significativas
segun Décima de Comparacién de Duncan (a=0.05).

En el caso de la peroxidasa, la actividad no se diferencia al comparar el tratamiento
control con los de 50 uM de cobre y 100 uM de zinc, pero si se incremento en el
resto de los tratamientos de cobre y en los tratamientos de 200 uM y de 400 uM de
zinc. En este dUltimo tratamiento, la actividad peroxidasa se incremento
notablemente en comparacion con el resto de los tratamientos. En 50 uM de zinc,

se produjo una reduccién significativa de este indicador.
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Los metales pesados tales como el cobre y el zinc, por sus propiedades, son
capaces de estimular la formacion de las especies reactivas de oxigeno (Dietz et al.,
1999), los cuales en alta concentracion pueden dar lugar a una oxidacién
incontrolable de las estructuras de la célula, incluyendo ADN, proteinas y lipidos de
membrana, lo que favorece la interrupcién del metabolismo y la destruccion de la
estructura celular (Desikan et al., 2005). Las ROS incluyen los radicales libres y los

peréxidos tales como: O5 ; HOz; H,0,; “OH; y oxigeno singlete *O..

Las plantas generan ROS continuamente como productos de un metabolismo
aerébico normal (Desikan et al., 2005), por eso no es sorprendente que ellas
también poseen el sistema de defensa antioxidante integral que contiene
componentes tanto enzimaticos como no enzimaticos, para controlar en niveles no
toxicos los dichos radicales, manteniendo el balance redox celular (Luo et al., 2010).
De hecho, algunos de los procesos antioxidantes son inducibles respondiendo a la
alta concentracion de las ROS, lo que sugiere que los mecanismos celulares
evolucionan para reconocer y mejorar su accion ante el alto contenido de tales
compuestos (Desikan et al., 2005). Uno de ellos es la estimulacién de la formacién

de las enzimas antioxidantes.

Las plantas contienen diferentes enzimas antioxidantes capaces de eliminar de
manera rapida y eficientemente las ROS, y entre las mas importantes se encuentran
la superoxido dimutasa (SOD); catalasa (CAT); acorbato peroxidasa (APX) (Mitler y
Poulos, 2005). Passardi et al. (2005) plantearon que el balance entre la actividad de
la SOD y APX (y/o CAT) es considerado crucial para el mantenimiento de los
niveles de O, y H,O, y que este balance junto al secuestro de los iones metalicos
tales como Fe y Cu por la ferritina o proteinas-ligando-metales, son considerados
muy importantes para prevenir la formacion del radical altamente toxico “OH por el
mecanismo de Haber—Weiss o reaccion de Fenton.

En este estudio se evalud la actividad de dos enzimas: catalasa y peroxidasa. Es
bien conocido que estas dos enzimas juegan un papel importante en la prevencion
de estrés oxidativo por catalizar la reduccion de H,O,. La peroxidasa (POX,
EC1.11.1.7) pertenece a una familia grande de enzimas capaces de oxidar
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diferentes donores de electrones tales como el guaiacol y el ascorbato en presencia
de H,O; y son nombrados segun el tipo de donor utilizado (guaiacol peroxidasa,
ascorbato peroxidasa) (Fang y Kao, 2000; Yurekli y Porgali, 2006).

Se plantea que la POX parece ser la Unica enzima que se encuentra en abundancia
en las plantas y algas (Raven, 2003). Estas enzimas estan implicadas en muchos
procesos bioquimicos y fisioldgicos tales como el crecimiento y expansion celular,
desarrollo y diferenciacion, catabolismo de auxinas, lignificacion y en las respuestas
al estrés abiotico y biotico (Mac Farlane y Burchett, 2001; Passardi et al., 2005).

La actividad de POX se considera como un biomarcador Util de estrés ambiental en
plantas (Agawal y Pandey, 2004, tomado por Meng et al., 2007; Luo et al., 2010)
porque esta se afecta por los metales pesados, la salinidad, y otras condiciones
(Gao et al., 2009).

La Catalasa (CAT, EC1.11.1.6) por su parte es la enzima oxidoreductasa mas
universal, la cual descompone el H,O, a O, y H,O (Meng et al., 2007) y su actividad
no depende de ningun reductor adicional como el caso de la peroxidasa
(Feierabend, 2005). En las plantas superiores la catalasa se localiza
predominantemente o0 exclusivamente en peroxisomas Yy ocasionalmente en
mitocondria (Feierabend, 2005).

La variacion en la respuesta de las enzimas antioxidantes evaluadas en Agave
fourcroydes L. puede ser posible por la diferencia de propiedades entre los dos
iones metalicos, asi como entre las enzimas. Ademas se debe destacar que en las
plantas estudiadas la respuesta del sistema antioxidante enzimatico es muy
compleja, como en todos los organismos superiores, y es el resultado de una
interaccion entre las diferentes enzimas y otros metabolitos reductores. Por lo tanto
no se debe asumir una conclusion sin analizar integralmente los resultados.

Los resultados que se alcanzan en este estudio difieren de los empleados en la
discusion de estos. Se plantea en primer lugar, que la actividad catalasa siempre
aumenta en condicion de estrés de cobre (Draobzkiewicz, et al., 2004). En este
sentido, se asume que en Agave fourcroydes L. se produce este estrés a partir de
concentracion de 400 pM.
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Por otra parte, para explicar la disminucion en la actividad de catalasa en los
tratamientos de alta concentracion de metales en comparacion con el control, se
plantea que la alta cantidad de H,O, producida por metales vuelve a inactivar la
actividad de catalasa (Mashoudi et al., 1997) y que la capacidad de eliminar las
ROS de esta enzima es limitada (Meng et al., 2007).

Los resultados aqui obtenidos parecen contradictorios con este planteamiento,
porque la actividad de catalasa obtenida en el estudio se disminuye en los primeros
tratamientos, 0 sea, en las concentraciones mas bajas de los metales y luego se
incrementd en las méas altas. ElI comportamiento de esta enzima en Agave

fourcroydes L. fue similar en ambos metales.

Se supone que con el aumento de la concentracion de estos metales se produce
mas H,0,, especialmente en el caso del cobre, un metal de transicion que cataliza
la formacion de peréxido (Yruela, 2005). En este sentido se propone que en
henequén, la catalasa juega el papel protector cuando hay un aumento de H,O-.

El bajo contenido de perdxido de hidrogeno en los primeros tratamientos podria ser
debido a que los mecanismos de secuestro de los iones o bien por acidos
organicos, o bien por proteinas como se plantean anteriormente son eficientes a
bajas concentraciones de metal, por lo tanto la cantidad de H,O, generada es
pequena.

La catalasa es una enzima que su actividad es independiente de los donores de
iones pero posee baja afinidad por el sustrato H,O, (Mitler y Poulos, 2005;
Feierabend, 2005), y como se sefald previamente, el sistema antioxidante en la
planta lo integran muchas enzimas diferentes, por eso no es sorprendente que las
pequefas cantidades de H,O, no induzcan la actividad catalasa.

Diferente de la actividad de catalasa, el comportamiento de la peroxidasa varia entre
los tratamientos de Cobre y Zinc. Las evidencias acumuladas sefialan que el Cobre
induce la actividad peroxidasa en plantas como por ejemplo el arroz Oryza sativa
(Fang y Kao, 2000); en el ajo Allium sativum (Meng et al., 2007) o en el frijol
Phaseolus vulgaris L. cv. Akman (Yurekli y Porgali, 2006). Pero en el caso del Zinc
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resulta muy interesante porque en los primeros tratamientos, la actividad peroxidasa
disminuye pero se eleva en las concentraciones de 200 UM y en 400 uM.

En el caso de la peroxidasa, especificamente la ascorbato peroxidasa la afinidad de
ella por los sustratos es mucho mas alta que la catalasa (Mitler y Poulos, 2005), y
por ende es mucho mas sensible que esta ultima. Por otra parte, como se indico
anteriormente, el Cobre difiere del Zinc, pues posee la propiedad de catalizar la
formacion de H,O,, por lo tanto se supone que la cantidad de esta sustancia
generada en los tratamientos con Cobre ser4 mas alta que con Zinc, y como
consecuencia la actividad de peroxidasa en los primeros debe ser més alta. Esta

hipotesis se cumple en las tres primeras concentraciones de los iones metélicos.

Para comprender la baja actividad de la peroxidasa en los primeros tratamientos
con Zinc se hace referencia al planteamiento de De Vos et al. (1992), quienes
indicaron que la formacion de las fitoquelatinas requiere glutation, y por ello, el
aumento del contenido de las primeras significa una disminucién del donor de
electrones para la activacion de peroxidasa y como consecuencia, la actividad

peroxidasa se ve afectada negativamente.

Aparentemente el resultado es contradictorio pues se produjo un aumento enorme
de la actividad peroxidasa en 400 pM. La respuesta sugiere que en esta
concentracion, el mecanismo de secuestro ya no es suficiente para reducir la
cantidad de zinc en el citoplasma por lo tanto se incrementa la formacion de los
ROS vy estas ultimas se convierten en la sefial de activacion de la peroxidasa
(Desikan et al. 2005).

De acuerdo con esta hipétesis, Wozny y Krzeslowska (1993, citado por Yurekli y
Porgali, 2006) reportaron que la induccion de la actividad de peroxidasa es el
resultado de la presencia de los iones metales libres, los cuales no pueden unirse
con los ligandos organicos en la célula 0 no son evacuados a la vacuola. Ademas
este resultado confirma el papel de la peroxidasa como un bioindicador util para
evaluar el estrés ambiental en la planta, ya que en esta concentracion (400 uM de
Zn) los otros indicadores tales como la conductividad y biomasa se corresponden

con la actividad peroxidasa.
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4. Contenido de proteinas solubles

En la figura 4 se puede apreciar el contenido de proteinas solubles totales de las
plantulas de Agave fourcroydes L. sembradas en diferentes concentraciones de
metales pesados, donde a las concentraciones de 50 pM tanto para Cu como para
Zny en 100 uM de Cu, no se observaron diferencias entre ellas y estos tratamientos
y el control; sin embargo, a la concentracion mas elevada (400 uM) para ambos
metales se cuantificO el mayor contenido de proteinas totales, valor que no los

diferencio pero fueron superiors estadisticamente al resto de los tratamientos.

Se conoce que tanto el Cu como el Zn son microelementos que favorecen la
sintesis de proteinas. EI Cu forma parte de ciertas enzimas oxido-reductoras y la
deficiencia de este reduce la sintesis de proteinas. Por otra parte, el Zn es un
componente de enzimas deshidrogenasas, aunque el mayor efecto de este
elemento se relaciona con la produccion de la auxina &cido indol acético (AIA),
fitorregulador natural que tiene muchos y variados efectos sobre el crecimiento y

desarrollo de los cultivos (Azcon-Bieto y Talén, 2002).

Existen trabajos donde se plantea que las condiciones de estrés ambiental afectan
adversamente al metabolismo normal de la planta (Bouazizi et al., 2007; Vassilev et
al., 2007) y una de sus consecuencias es la reduccion del contenido de proteinas
totales. Esta reduccion se debe a un decremento de su sintesis 0 a un aumento en
su hidrdlisis (Perezmolphebalch et al., 1996). Por ejemplo, Bouazizi et al. (2007)
encontraron una reduccion significativa de contenido de proteinas cuando las
plantas de maiz se sometieron a estrés con cobre. Vassilev et al. (2007) indicaron
un decrecimiento del contenido de proteinas en Salix cuando estas plantas

crecieron en condiciones estresantes por zinc.

Por el contrario, hay pocos trabajos que reportan un incremento del contenido de
proteinas en la plantas bajo condicion de estrés ambiental, y en los que se reporta,
por ejemplo en el caso de la germinacion de semillas bajo estrés salino o de
humedad, indican que el incremento es aparente a nivel de proteinas en
endospermos bajo condicidén de estrés y que no es el resultado de un aumento de

sintesis de proteina (Dubey y Rani, 1990); o en caso de estrés de metales pesados
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se obtuvo un incremento en contenido de proteinas pero solamente en la
concentracion baja de metal, pero disminuye al aumentar la concentracion (Hu et al.
2007).

Contenido de proteinas (mg/ml)

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
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Cu
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0 50 100 200 400 50 100 200 400

Figura 4: Contenido de proteinas solubles en funcién de la concentracion de Cobre y Zinc
presente en medios de cultivo en plantas de henequén sembradas durante 30 dias. Cada
columna representa el valor promedio de 5 plantulas por tratamiento. Medias con letras
distintas indican diferencias significativas segin Décima de Comparacién de Duncan
(0=0.05)

Segun los planteamientos previos, el resultado de este trabajo es contradictorio
pues se produce un incremento significativo del contenido de proteinas solubles
totales con el incremento de la concentracion de los metales en estudio. Sin
embargo, esta diferencia se puede explicar pues la reaccion de las plantas ante una
determinada condicion ambiental es diferente entre especies y variedades (Meharg,

1993) lo que justifica la diversidad bioldgica y el efecto del proceso evolutivo.

Las plantas no siempre son capaces de expresar completamente y de forma
idéntica o similar, su potencialidad genética para la produccion de metabolitos
cuando son sometidas a diferentes condiciones de estrés (Ziegler, 1990). En el caso
de Agave fourcroydes L. se sugiere que el aumento de contenido de proteinas es el

resultado de un incremento de su sintesis, especificamente de nuevas proteinas
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inducidas por exceso de cobre y/o zinc, y que esta respuesta podria ser uno de los

mecanismos de tolerancia a metales pesados en plantulas de esta especie.

Este planteamiento se basa en que las condiciones ambientales estresantes causan
importantes modificaciones de expresion genética (Vierling, 1991). Estas pueden
conducir la acumulacion o la reduccion de metabolitos, alteraciones en el
comportamiento de muchas enzimas, cambios en la sintesis de proteinas y sintesis
de nuevas proteinas, las cuales son especificas para cada tipo particular de estrés y
posiblemente contribuyen al aumento de nivel de supervivencia de las plantas
(Dubey, 1999).

Una de las posibles nuevas proteinas sintetizadas con la presencia de metales
pesados en Agave fourcroydes L. pudiera ser la fitoquelatina. Este compuesto
constituye un polipéptido rico en ligando metal-cisteina, cuya sintesis es inducida en

presencia de elevadas concentraciones de metales pesados (Shah y Dubey, 1998).

De acuerdo con este planteamiento, De Vos et al. (1992) sefialaron que las
fitoquelatinas son los principales y no Gnicos compuestos ricos en tiol, inducidos en
plantas expuestas a metales pesados. Segun Rausser (1990) y Salt et al. (1989),
las fitoquelatinas representan un mecanismo importante de tolerancia muy

extendido en la filogenia.

Los metales pesados pierden su toxicidad al ser quelados con fitoquelatinas y es
casi seguro que los atomos de azufre de la cisteina son esenciales para unirse a los
metales (Dubey, 1999). Salisbury y Ross (1994) plantearon que la formacion de
fitoquelatinas representa una verdadera respuesta adaptativa a un estrés ambiental,
segun ellos, en el caso especifico del cobre y el zinc, la produccién de fitoquelatinas

en presencia de cantidades excesivas de estos metales se hace evidente.

Otra variante de nuevas proteinas sintetizadas en presencia de metales como el
cobre y el zinc pueden ser las proteinas llamadas metalotioneinas. Estos
compuestos proteicos actuan de forma semejante a las fitoquelatinas pero

presentan una masa molecular mayor (Salisbury y Ross, 1994).
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Segun Guo et al. (2008), las metalotioneinas y las fitoquelatinas comprenden las
dos clases mayores de “péptidos ligando-metal” encontrados en muchos
organismos eucariotas. Autores como Zhou y Goldsbrough (1994); Roosens et al.
(2004) seialaron que en muchas plantas incluidas Arabidopsis, arroz (Oryza sativa)
y la hiperaccumuladora de metal Thlaspi caerulescens, la expresion del gen de
metalotioneinas es fuertemente inducida por tratamiento con cobre y en un menor

grado por zinc y cadmium.

La expresion de los genes que codifican las metalotioneinas se han correlacionado
intimamente con la tolerancia a Cobre entre ecotipos de Arabidopsis y entre la
poblacion de Silene vulgaris y Silene paradoxa (Van Hoof et al., 2001; Mengoni et al.,
2003).

La sintesis de nuevas proteinas transportadoras también puede ser la explicacion
del aumento en contenido de proteinas en nuestro resultado. Segun Kupper et al.
(2004) la tolerancia a los metales pesados debe ser mediante el bombeo activo del
metal a su sitio de almacenamiento, logrado por un incremento de la expresiéon de

proteinas transportadoras en las hoja de las plantas.

Shah y Dubey (1998) plantearon que cuando las plantas crecen en presencia de
metales pesados, la sintesis de muchas proteinas, cuyo peso molecular es mas alto
que las fitoquelatinas también se hace evidente. Por ejemplo, un complejo de la raiz
de lupino expuesto a cobre mostré un incremento en la acumulacion del polipéptido
de 16-kDa (Przymusinski et al., 1995). También se conoce el estimulo de la sintesis
de proteinas para restablecer los dafios a la membrana a través del incremento de

las proteinas de choque térmico.

De lo anterior discutido se evidencia que la funcion principal de las nuevas proteinas
mencionadas es ligarse a los metales pesados por el enlace a grupos sulfidrilos, de
esta manera los iones quedan inmersos en una interaccibn quimica que los

mantiene en equilibrio electronico perdiendo su toxicidad.

En general, es posible que Agave fourcroydes L. presente mecanismos de
tolerancia al cobre y el zinc semejantes a los descritos para las especies tolerantes,

con el objetivo de impedir la intervencion de los mismos en el metabolismo.
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5. Contenido de carbohidratos solubles totales y azlica res reductores

Los azlcares son considerados compuestos muy importantes del metabolismo de
las plantas, no solo porque son los primeros complejos organicos producidos como
resultado de la fotosintesis, sino que aportan la mayor fuente de energia respiratoria

y se emplean en la proteccion contra heridas, infecciones, etc.

La cantidad de azucares reductores, azucares no reductores mas polisacaridos,
carbohidratos totales y porcentaje de azlcares reductores segun carbohidratos

solubles totales se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Efecto de diferentes concentraciones de metales pesados en el metabolismo del carbono.
Cada valor representa el promedio de 5 plantulas por tratamiento. Medias con letras distintas
indican diferencias significativas segin Décima de Comparaciéon Student-Newman-Kewls (SNK).
(a=0.05). Los datos de porcentaje se transformaron segun la férmula log 1o %.

% de Azucares

Azucares | Azucaresno | Carbohidratos | reductores segun
Tratamientos | Concentracién | reductores. |  reductores y totales carbohidratos
ny ug/ml polisacaridos ug/ml totales
Control 0 39,7e 47,3 f 87 e 45,63 b
Cobre 50 34,8 f 66,2 d 101d 34,45d
100 53,6 d 75,4 c 129 ¢ 41,55 bc
200 116,2 b 119,8 b 236 b 49,23 a
400 165,1 a 169,9 a 335a 49,25 a
Zinc 50 34,2 f 55,8 e 90 de 38,00 c
100 53,2d 72,8c¢c 126 ¢ 42,22 bc
200 97,2c 120,8 b 218b 44,58 b
400 168,9 a 153,1 a 322 a 52,45 a

Todas las porciones de carbohidratos evaluadas se incrementaron con relacion al
aumento de las concentraciones de los metales pesados (tanto Cu como Zn), sin
embargo el contenido de azucares reductores y porcentaje de azucares reductores
segun carbohidratos totales presentaron una disminucion significativa con relacion
al control, en la concentracion de 50 M.
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Este resultado puede ser la consecuencia de un mayor consumo de los azUcares
reductores lo que favorece un mayor crecimiento, para ambos metales a esa

concentraciéon, o una menor actividad de las enzimas amiloliticas.

El incremento de azucares azlcares indican una mayor actividad de la enzima
amilolitica por la presencia de concentraciones elevadas de Cu y Zn. Mohamed
(1986) sugiriéo que la acumulacién de azucares reductores en hojas de plantas de
tomate se debié a la presencia de metales pesados como Mn, Zn y Fe, los que
estimularon la actividad amilolitica y como resultado condujo a un incremento de

azucares solubles méas que de polisacaridos.

De manera similar se ha reportado una fuerte correlacion entre la acumulacion de
azucares y la tolerancia al estrés en numerosas plantas incluyendo experimentos
con transgénicos (Taji et al., 2002; Parida et al., 2002).

Numerosos estudios fisioloégicos han sugerido que bajo condiciones de estrés los
carbohidratos no estructurales (sacarosa, hexosas y polioles) se acumulan aunque

con variaciones en dependencia de la especie (Bartels y Sunkar, 2005).

La hipotesis actual sobre la funcion protectora de los azlcares en las plantas

sometidas a estreses abidticos incluye aspectos tales como:

- Proteccion a macromoléculas y estabilizacion de estructuras membranosas
(Bartels y Sunkar, 2005).

- Reduccion de procesos de fusion de membranas a partir de la interaccion entre
los grupos polares de los azucares con las cabezas hidrofilicas de los lipidos de

membrana (Bartels y Sunkar, 2005).

- Ajuste osmotico (Parvaiz y Satyawati, 2008).

- Reservorio de carbono (Parvaiz y Satyawati, 2008).

- Eliminacion de radicales libres (Parvaiz y Satyawati, 2008).

Liu et al. (2004) han referido que el estrés abidtico reduce las concentraciones de
sacarosa y almidon en las hojas, pero incrementa la concentracion de hexosas.
Trouvirie et al. (2003) y Bartels y Sunkar (2005) reportaron que la acumulacion de
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azucares simples como glucosa y fructosa estd dada a un incremento en la
actividad de enzimas hidroliticas como la a y 3 amilasas, hechos que fueron

corroborados por (Zeid, 2004).

Existen trabajos que indican que el incremento de la conductividad favorece la
pérdida de potasio, sin embargo, a pesar de que en las concentraciones mas altas
se observaron las mayores lecturas de conductividad, no deben haber inducido tal
pérdida, de lo contrario seria imposible explicar los valores obtenidos,
significativamente superiores al control, de concentracién de carbohidratos y
proteinas a las mayores concentraciones de Cu y Zn. Segun Ascon-Bieto y Talon
(2002) la insuficiencia de K™ en la nutricién de los vegetales induce inhibicion en la

sintesis de proteinas y disminucién de la produccion de carbohidratos.

Al analizar los resultados en conjunto se aprecia que las concentraciones de
metales pesados empleadas no afectaron severamente el metabolismo del
henequén, pues no se observo en ningun tratamiento ni clorosis ni necrosis, lo que
sugiere la activacion de un grupo de mecanismos que favorecen su tolerancia a las

posibles condiciones adversas.

El incremento de la sintesis de compuestos carbonados, estimulados por la
presencia de metales pesados indica que este cultivo eleva la fijacion y asimilacion
de CO; bajo estas condiciones adversas, al mismo tiempo se evidencia el papel
protector de esta especie sobre el medio ambiente al contribuir a la reduccion de

uno de los gases de efecto de invernadero.

Por ultimo se hace necesario tener en cuenta, que Agave fourcroydes L. es una
planta CAM en la cual, la produccion de acido organico (acido mélico) es muy
elevada (Lehninger, 1988). Este acido posee la capacidad de ligarse con los
metales pesados a través de los enlaces débiles de oxigeno. (Klupper et al. 2009)
plantearon que este tipo de enlace es esencial en la tolerancia de las plantas

hiperacumuladoras de metales pesados.

Wang et al. (2002) y Kupper et al. (2004) indicaron que en las plantas
hiperacumuladoras de metales pesados casi todos estos son ligados por acidos

organicos, los cuales se encuentran comunmente en vacuola. Ademas de los
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posibles mecanismos de tolerancia a los metales pesados mencionados durante
toda la discusion del trabajo, Agave fourcroydes L. posee este recurso que
evidencia la estabilidad de su metabolismo a altas concentraciones de zinc y cobre,
y por lo tanto, podria significar uno de los mecanismo que justifican la tolerancia a

metales pesados.
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CONCLUSIONES

- Se concluye que las concentraciones de metales pesados empleadas no afectaron
severamente el metabolismo de las plantas lo que sugiere la tolerancia de estas,

dada la activacién de posibles mecanismos que sustentan esta respuesta.

- El incremento de la biomasa fresca se estimulé por encima del control a la
concentracion de 50 pM para ambos metales (108 % para Cu y 109 para Zn), sin
embargo se produjo disminucion del incremento, a concentraciones superiores a

200 pM, el cual fue inferior al 50% del control.

- El contenido de carbohidratos solubles totales y de azlcares reductores se elevo
en proporcién con el incremento de las concentraciones de metales pesados, asi

como la sintesis de proteinas solubles y la conductividad eléctrica.

- La respuesta de la actividad catalasa y peroxidasa por la accion del Cobre se
diferencia de la del Zinc y dentro del mismo metal tendio a la diferencia, a pesar de
ello la actividad de ambas enzimas contribuyeron a contrarrestar la accion oxidativa

inducida por ambos metales.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda evaluar el empleo de mayores concentraciones de estos y de otros

metales pesados.

- Plantar posturas de henequén en condiciones de suelos contaminados por

metales pesados.
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