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Resumen en Espaiiol

En Aguascalientes, la contaminacion de los suelos por metales pesados se debe
principalmente a las actividades mineras y a la industria, lo que ocasiona un grave problema
que va en aumento. Por lo tanto es importante estudiar y conocer la capacidad de las plantas
nativas para sobrevivir en presencia de metales toxicos ya que pueden estabilizarlos y
eliminarlos del suelo. Los sistemas de propagacion in vitro son eficientes para la produccion
de plantas y ademas pueden ser usados para llevar a cabo diversos tipos de estudios. Los
estudios de tolerancia de las plantas ante los metales pesados pueden servir para la
determinacion de especies aptas para la reforestacion de areas contaminadas. En este trabajo
se propagaron in vitro 41 especies y se evalud su proceso de enraizamiento con Cd, Cu, Cr,
Fe, Mn, Pb y Zn. El mayor nimero de brotes se presentd en las especies Beaucarnea
recurvata y Nolina durangensis con 6 brotes por explante, respectivamente. Las raices de
los brotes de los medios suplementados con metales pesados se compararon con un control.
El tratamiento que resultd mas toxico fue el que contenia cromo. El tratamiento con cromo
fue toxico para la mayoria de las especies de las 41 especies propagadas in vitro, 14
desarrollaron raiz en todos los tratamientos Agave celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A.
salmiana, A. palmeri, Opuntia amyclaea, O. basilaris, O. cochenillifera, O. ficus-indica, O.
macrocentra, O. robusta, Pereskia sacharosa, Pilosocereus chrysacanthus y Polaskia
chichipe. Se determind la capacidad de estas especies de absorber los contaminantes
mediante espectrofotometria de absorcion atomica. De acuerdo a los factores de
translocacion y bioacumulacion las especies se clasificaron como fitoestabilizadoras,
exclusoras, hiperacumuladoras e indicadoras. La propagacion in vitro permite generar
grandes cantidades de plantas y ademas estudiar sus respuestas ante la presencia de
contaminantes. Los géneros Agave y Opuntia mostraron ser tolerantes a los metales por lo

que tienen uso potencial para fitoestabilizar y remediar suelos contaminados.



Abstract

In Aguascalientes, the contamination of soils by heavy metals is mainly due to mining
activities and industry, which causes a serious problem that is increasing. Therefore it is
important to study and know the ability of native plants to survive in the presence of toxic
metals since they can stabilize and eliminate them from the soil. /n vitro propagation systems
are efficient for the production of plants and can also be used to carry out various types of
studies. Studies of tolerance of plants to heavy metals can be used to determine species
suitable for reforestation of contaminated areas. In this work 41 species were propagated in
vitro and their rooting process was evaluated with Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Pb and Zn. The highest
number of shoots occurred in Beaucarnea recurvata species and Nolina durangensis with 6
shoots per explant, respectively. The roots of the media shoots supplemented with heavy
metals were compared with a control. The most toxic treatment was the chromium treatment.
Chromium treatment was toxic for most species of the 41 species propagated in vitro, 14
developed root in all treatments Agave celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A. salmiana, A.
palmeri, Opuntia amyclaea, O. basilaris, O. cochenillifera, O. ficus-indica, O. macrocentra,
O. robusta, Pereskia sacharosa, Pilosocereus chrysacanthus and Polaskia chichipe. The
ability of these species to absorb contaminants was determined by atomic absorption
spectrophotometry. According to the translocation and bioaccumulation factors, the species
were classified as phytostabilizers, excluders, hyperaccumulators and indicators. In vitro
propagation allows to generate large quantities of plants and also to study their responses in
the presence of contaminants. The genus Agave and Opuntia showed to be tolerant to metals,

so they have the potential use to phytostabilize and remediate contaminated soils.



1. Introduccion

Las zonas aridas ocupan mas del 40% de la superficie terrestre y se encuentran ubicadas en
casi todos los continentes del mundo. México presenta extensas regiones de zonas
semiaridas, aridas y muy aridas, que cubren el 54.3% de la superficie total. De los 32 estados
que integran el territorio nacional, 25 presentan porciones aridas en mayor o menor
proporcion. Estas zonas aridas, cubren casi totalmente las superficies territoriales de los
estados de Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Coahuila y Sonora. Se
estima que la flora que las constituye, esta representada por unas seis mil especies, de las
cuales 50% son endémicas. Debido a la sobreexplotacion y el saqueo irracional de las
poblaciones muchas de estas especies se encuentran amenazadas y/o en peligro de extincion
(Cervantes, 2005; Gonzalez, 2012). Tienen ciclos de vida muy largos, bajas tasas de
crecimiento y varias de ellas tienen un mecanismo de reproduccion sexual ineficiente, lo que
dificulta la propagacion masiva por métodos convencionales (Santos-Diaz et al., 2010). La
propagacion in vitro es recomendada como una herramienta biotecnoldgica para conservar
especies en peligro de extincion de las zonas aridas (Mata et al., 2001). Es una técnica Ttil,
porque una vez establecidos los cultivos, estan disponibles en cualquier momento para el
investigador y el tiempo se reduce considerablemente al compararlo con el uso de plantas
enteras (Couselo et al., 2010). Las plantas necesitan de micronutrientes esenciales para vivir
como Fe, Mn, Cu y Zn, que son considerados metales pesados, existen otros como Cd, Cry

Pb que son toxicos para las plantas hasta en pequefias concentraciones (Esetlili ez al., 2014).

En México existen muchos sitios contaminados por metales pesados debido a la mineria, y a
las actividades industriales (Benin et al., 1999; Salas-Luévano et al., 2017). Los estados mas
afectos son Zacatecas, Querétaro, Hidalgo, Guanajuato y San Luis Potosi, en donde se
detectan cantidades elevadas de Cu, Cr, Fe, Mn y Pb (Ramos-Gomez et al. 2012; Covarrubias
y Pefia, 2017). Los metales mas comunes encontrados en sitios contaminados en orden de
abundancia son Pb, Cr, Zn, Cd y Cu (Wuana y Okieimen, 2011). La problematica de los
zonas aridas del pais, se caracteriza por una diversificada explotacion minera que causa la

contaminacion del suelo por metales pesados lo que lleva a la pérdida de la cubierta vegetal



lo que con lleva a la erosion (Guala et al., 2010). Los metales pesados provocan estrés
oxidativo y/o pueden sustituir metales esenciales en enzimas y proteinas inactivandolas. Las
plantas poseen mecanismos de defensa para regular la concentracion de iones metalicos
dentro de la célula para minimizar el dafo (Benavides ef al., 2005). Algunos mecanismos
son sistemas antioxidantes, union de moléculas con el metal, fitoestabilizacion, exclusion y
acumulacion (Srivastava, 2016; Sruthi et al., 2017). La raiz es el tejido de entrada principal
de los metales a la planta, la raiz posee cargas negativas, que interaccionan con las cargas
positivas de los metales. Algunos metales como Cd, Cr y Pb quedan retenidos en la pared
celular, estos compiten con los metales esenciales para ser absorbidos por la planta. Los
metales se ligan a aminoacidos, acidos organicos y fitoquelatinas y son transportados a la
célula a través de reacciones de conjugacion, donde se agrega un grupo polar al metal,
incrementando la solubilidad del téxico. Muchas especies regulan la cantidad de metales y
lo secuestran en vacuola y lo inactivan en compartimientos celulares donde quedan excluidos
de procesos de respiracion o division celular (Navarro-Aviiio et al., 2007). El analisis in vitro
de la tolerancia a metales pesados ya se ha realizado con Arabidopsis thaliana L.
(Ciamporova et al., 2015), y con especies como Populas tremula, Helianthus annuss y Zea
mays (Kali$ova-Spirochova et al., 2002) pero existen pocos reportes en especies de zonas
aridas. Las investigaciones sobre la vegetacion de zonas aridas que crece en suelos afectados
por la actividad minera, puede proporcionar informacion util sobre la tolerancia, acumulacion
y translocacion de metales pesados y puede servir para la rehabilitacion del paisaje (Tamas
y Kovécs, 2005). Las plantas tolerantes se pueden utilizar para restablecer la capa vegetal en
sitios contaminados con altos niveles de metales (Prasad et al., 2010; Fu et al., 2019). El
presente trabajo evaluo in vitro la susceptibilidad de 41 plantas nativas de las zonas aridas
ante metales pesados, las especies tolerantes tienen uso potencial en la restauracion de sitios

contaminados por la mineria.



2. Marco teorico

2.1 Zonas aridas y problematica

Se han propuesto diferentes conceptos de aridez. Uno de ellos se define como aquellas
regiones cuya provision de agua es deficiente, su precipitacion y su humedad atmosféricas
tienen valores muy por debajo del promedio anual mundial. La precipitacion media anual
mundial es de 840 mm (Gonzalez, 2012). Las zonas aridas estan localizadas en casi todos
los continentes del mundo principalmente en Asia, Africa y Australia. En el Norte de
América, se encuentran al sur en Estados Unidos y norte de México; y en Sur América estan

localizadas en Brasil, Argentina, Chile y otros paises (Hochstrasser et al., 2002).

La precipitacion en las zonas aridas es escasa y variable y las temperaturas son extremas
superando los 40° C o muy bajas hasta -10° C (Cervantes, 2005). El clima, la latitud y la
escasez de agua han jugado un papel importante en la diversidad biologica de zonas aridas
las cuales albergan una gran variedad de plantas que han evolucionado para colonizar estos
habitats unicos (Davies et al., 2012). Los suelos que existen en zonas dridas reciben el
nombre genérico de xerosoles o aridisoles, sin embargo, la gran cantidad de sustratos
geoldgicos, caracteristicos del relieve y condiciones climaticas locales, han permitido el
desarrollo de muy diversos tipos de ellos. En ciertas porciones del estado de Aguascalientes,
existen suelos llamados phaeozem, de color oscuro, que tienen alto nivel de fertilidad cuando
son mds profundos y cuando existe traslocacion de particulas se forman los suelos vertisoles,

suelos pesados, arcillosos y de manejo dificil (Cervantes, 2005).

La vegetacion en zonas aridas y semiaridas se ha adaptado a su medio ambiente para
sobrevivir. Dado que la disponibilidad de agua es el factor limitante méas importante, las
plantas del desierto muestran adaptaciones morfoldgicas que les permiten soportar la falta de
humedad y periodos prolongados de sequia. Estas adaptaciones incluyen una mayor
capacidad de almacenar agua, la reduccion de la superficie de la hoja o la ausencia de la hoja
para bajar la tasa de transpiracion. Las plantas que disminuyen la pérdida de agua se llaman

xerofitas. Las plantas del desierto son xerofitas y la mayoria presentan espinas. Las espinas



son estructuras lignificadas, rigidas y puntiagudas y son una modificacion de las hojas.
Muchas xeroéfitas, ademas de controlar la pérdida de agua también la almacenan en sus tejidos
y tienen raices profundas que les permite extraer el agua del subsuelo a mayor profundidad

(Chopra y Paris, 1960).

La mayoria de las plantas adaptadas a las zonas aridas presentan un mecanismo fotosintético
particular, conocido como CAM (Metabolismo Acido de las Crassulaceas). La fotosintesis
CAM, consta de una fase en la que los estomas se abren en la noche para dejar entrar CO, y
salir agua. El CO, es transformado en malato con la intervencion de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), en la fase diurna los estomas se cierran y el malato se
transforma en CO; lo que da inicio al ciclo del Calvin (Matiz et al., 2013). Estos mecanismos
permiten reducir considerablemente la pérdida de agua asociada a la fotosintesis, al abrirse
los estomas solo durante la noche. Las plantas CAM son capaces de responder con rapidez
a la deficiencia hidrica, aun después de periodos considerables de sequia, con un rapido
incremento de asimilacion neta de CO,, después de la precipitacion (Gonzélez, 2012). El
metabolismo CAM, les permite vivir exitosamente en ambientes con escasez de agua

(Jiménez-Sierra, 2011).

Los problemas de las zonas aridas y semiaridas en el mundo son: la erosion, la salinizacién
del suelo, la comercializacion y la pérdida de la cubierta vegetal por contaminacion (Sharma
y Tewari, 2005). En el norte de México, la mineria, ha sido la principal causa de
contaminacion, debido a que a partir de esta actividad, se fundaron diversas ciudades como
Guanajuato, Zacatecas, San Luis Potosi y Aguascalientes. En Aguascalientes se extraen
plata, oro, plomo, cobre y zinc. Como consecuencia de la mineria, los ecosistemas han sufrido
una serie de impactos negativos, como la destruccion, contaminacidon, modificacion del
paisaje y pérdida de especies. El suelo es un ecosistema complejo formado por particulas
solidas, organicas e inorgdnicas, aire, agua y microorganismos. El suelo funciona como filtro,
regulador y transformador de una gran variedad de contaminantes; tienen una gran capacidad
amortiguadora de sustancias toxicas, pero si se rebasan estos limites, pierde su capacidad

(Estudio de Estado, 2008; Martinez-Hernandez, et al., 2016).
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2.2 Caracteristicas de los metales

Los metales se producen por procesos de meteorizacion de materiales parentales a niveles
que se consideran rara vez toxicos. Los suelos se contaminan por metales a través de las
emisiones de las zonas industriales, residuos mineros, gasolina con plomo y pinturas, la
aplicacion al suelo de fertilizante, lodos depurados, plaguicidas, riego con aguas residuales y
derrames petroquimico, entre otros. Los metales mas comunes encontrados en los sitios
contaminados, en orden de abundancia son plomo (Pb), cromo (Cr), zinc (Zn), cadmio (Cd)
y cobre (Cu). Estos metales disminuyen la produccion de cultivos, debido al riesgo de

bioacumulacion y biomagnificacion en la cadena alimentaria (Wuana y Okieimen, 2011).

Varios metales como el fierro (Fe), manganeso (Mn), Zn y Cu en pequefias cantidades, son
esenciales para las plantas (micronutrientes) para tener un crecimiento sano y vigoroso,
cuando estan presentes en exceso, se convierten en toxicos; otros metales no tienen funcién
biologica y son toxicos en pequefias concentraciones para las plantas como Cd, Cr y Pb

(Dargo y Gebresilassie, 2014; Esetlili et al., 2014).

Los micronutrientes a pesar de encontrarse en bajas concentraciones, tienen la misma
importancia que los macronutrientes en el crecimiento de los cultivos. En la Cuadro 1 se

muestran los niveles de los nutrientes requeridos por las plantas (Kirkby y Romheld, 2008).
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Cuadro 1. Niveles optimos de nutrientes requeridos por las plantas.

Nutriente Elemento Contenido mineral (mg Kg”)

Macronutriente Azufre (S) 1 000
Fosforo (P) 2 000
Magnesio (Mg) 2 000
Calcio (Ca) 5000
Potasio (K) 10 000
Nitroégeno (N) 15 000
Oxigeno (O) 450 000
Carbono (C) 450 000
Hidrégeno (H) 60 000

Micronutriente Niquel (N1) 0.05
Molibdeno (Mo) 0.1
Cobre (Cu) 6
Zinc (Zn) 20
Manganeso (Mn) 50
Hierro (Fe) 100
Boro (B) 20
Cloro (Cl) 100

Los efectos biotoxicos (incorporacion a la cadena alimenticia) de los metales pesados son
motivo de gran preocupacion. Los metales pesados se liberan al medio ambiente
naturalmente y por fuentes antropogénicas, especialmente la mineria y las actividades
industriales, ellos se filtran en las aguas subterraneas, moviéndose a acuiferos o arrastrados
por escorrentias para llegar finalmente al suelo. Los metales se encuentran disponibles para

las plantas en suelos con pH acidos, solé en cromo a pH alcalino (Duruibe et al., 2007).

Cadmio (Cd). Su abundancia promedio en la corteza terrestre es de 0.16 ppm; en suelos de
0.1 a0.5 ppm; enrios de 1 ug L' y en aguas subterraneas de 1 a 10 ug L. Se encuentra en
combinaciones con minerales que también contienen zinc, plomo o cobre. Este metal es

usado en galvanoplastia, baterias, pigmentos de pinturas y en aleaciones con otros metales.
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El cadmio es considerado altamente toxico y esta asociado con la mineria (Peer et al., 2005).
Las plantas intoxicadas con Cd presentan clorosis, inhibicion del crecimiento,
oscurecimiento de las puntas de las raices y finalmente mueren. El Cd interfiere en la
absorcion y el transporte de varios elementos (Ca, Mg, P y K).También disminuye la fijacién
de nitrogeno y la funcionalidad de las membranas al inducir la peroxidacion lipidica (Gill,

2014).

Cobre (Cu). Es un elemento esencial para la vida, sin embargo, los animales y las plantas
pueden acumular niveles toxicos de cobre. La sal de cobre mas comun es el sulfato de cobre.
Los compuestos de cobre son usados en la agricultura para tratar enfermedades de las plantas.
La contaminacion de cobre de suelos y agua subterranea por lo general se debe a la mineria.
La mayoria de las plantas toleran el metal por medio de exclusion (Peer ef al., 2005). En los
suelos el Cu se encuentra presente principalmente en la forma divalente. El cobre ayuda en
el metabolismos de las raices y ayuda que las plantas utilicen mejor las proteinas. El cobre
es un constituyente de ciertas proteinas como la plastocianina, también se encuentra presente
en la lignina del xilema, es absorbido por las plantas en forma de Cu*" Es importante en la
asimilacion de CO, y en la sintesis de ATP. El cobre es componente esencial de varias
proteinas como la plastocianina del sistema fotosintético y el citrocromo (Scott, 2005; Gill,

2014).

Cromo (Cr). Su abundancia promedio en la corteza terrestre es de 12 ppm, en suelos un
rango de 11 a 22 ppm y en corrientes acuaticas un promedio de 1 ug L™'. Es encontrado
principalmente como mineral cromo-fierro. Se emplea en aleaciones, galvanoplastia, en
pigmentos y los cromatos son frecuentemente adicionados al agua de enfriamiento para el
control de la corrosion. El cromo es considerado no esencial para las plantas, pero es un
elemento esencial para los animales. Estd presente en muchos estados de oxidacién en el
medio ambiente Cr II a Cr VI, que es considerado mucho mas toxico que el Cr III y es

carcindgeno (Peer et al., 2005).
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Fierro (Fe). Es un elemento esencial para las plantas y para los animales. Es el metal mas
extenso y mas abundante en la superficie de la tierra. Debido a la facilidad con la cual
reacciona, es raro encontrarlo en forma de hierro puro. Por su avidez por el oxigeno, se
encuentra en la naturaleza principalmente en forma de 6xidos. Los compuestos mas usados
por la industria para la extraccion de este metal son: hematita, limonita, magnetita y siderita.
La explotacion del mineral se realiza por el método de minado a cielo abierto. Es absorbido
por las plantas en forma Fe?". El fierro funciona como componente de citocromo y como

cofactor enzimatico, esencial para la sintesis de clorofila (Scott, 2005).

Manganeso (Mn). Es un micronutriente esencial para la sintesis de clorofila. El manganeso
es un elemento poco abundante. Es un metal que se encuentra en muchos tipos de rocas. Entra
al medio ambiente desde plantas de fierro, acero y centrales eléctricas, hornos de coque y de
polvo generado por operaciones de mineria. El Mn compite con el Fe, y en menor grado con
el Cu, Zn, Mg y Ca para ser absorbido por la planta. En suelo se presenta principalmente
como Mn”". Participa en el funcionamiento del fotosistema II de la fotosintesis, responsable
de la fotolisis del agua. Es transportador de electrones en el proceso de fotosintesis. E1 Mn
se mueve a la planta principalmente como ion libre en el floema. Es importante en la
transferencia de electrones y fomenta la formacion de las raices laterales Las manchas de
color marron necroticas en las hojas, peciolos y tallos son un sintoma de toxicidad por Mn

(Scott, 2005; Gill, 2014. )

Plomo (Pb). Es uno de los principales contaminantes ambientales. Su presencia en
abastecimientos de agua puede provenir de descargas industriales, mineras, de hornos de
fundicion o de la disolucion de algunas tuberias. El plomo es un metal téxico sin funcién
fisiologica en el organismo (Torres et al., 2001). Provoca un efecto adverso en la morfologia,
crecimiento y los procesos fotosintéticos de las plantas. Inhibe el alargamiento de la raiz y el
tallo. El plomo causa un engrosamiento radial irregular en las raices. También afecta la

fotosintesis al inhibir la actividad de las enzimas carboxilasas (Gill, 2014).

Zinc (Zn). Es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, pero no es abundante,

ya que representa solo el 0.012 % de la corteza terrestre. En los suelos se encuentra en forma
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divalente Zn”". La mayor parte del zinc producido se emplea en la galvanizacion del hierro

y acero, asi como en la manufacturacion del laton. El zinc es considerado un micronutriente

pero en concentraciones altas es toxico (Rubio et al., 2007). Es muy importante en las plantas,

ya que forma parte de la produccion de las hormonas de crecimiento (sintesis de auxina),

participa en la activacion enzimatica, asi como en los procesos de respiracion y mantiene la

estructura del ribosoma (Scott, 2005).

A continuacion se presenta el Cuadro 2 los efectos toxicos de los metales pesados (Chibuike

y Obiora, 2014).

Cuadro 2. Efectos toxicos de los metales pesados en plantas.

Metal pesado

Cd

Cu

Cr

Planta

Triticum sp. (Trigo)

Allium sativum (Ajo)

Zea mays (Maiz)
Phaseolus vulgaris (Frijol)
Polygonum convolvulus
(enredadera negra)

Chloris gayana (Hierba de
Rhodes)

Triticum sp.

Lycopersicon esculentum
(Tomate)

Allium cepa (Cebolla)

Efecto
Reduccion de la longitud del
tallo y la raiz

Acumulacion del metal.

Inhibicion del crecimiento

de la raiz

Acumulacion del metal en
raiz y malformacion

Reduccion de biomasa

Reduccion del crecimiento
de la raiz

Reducciéon del crecimiento
de la raiz

Disminucion en la
adquisicion de nutrientes

Reduccion de biomasa
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Arthronemun

Acumulacion del metal en

Fe macrostachyum raiz
Arabidopsis thaliana Acumulacion del metal
Vicia faba (Haba) Acumulacion del metal en
parte aérea y raiz
Mn Mentha spicata (Menta Disminucion de la clorofila
verde)
Pisum sativum (Guisante) Reduccion en la tasa de
crecimiento
Zea mays Disminucion en el contenido
de proteina vegetal
Pb Thespesia populnea (Arbol ~ Disminucion de longitud de
de Portia) kit
Avena sativa Inhibicion en la actividad
enzimatica
Cyamopsis Reduccion en biomasa
tetragonoloba (Haba de
racimo)
Zn

Pisum sativum

Lolium perenne (Hierba de
centeno)

Alteraciones en las
estructuras de cloroplastos
Acumulacion del metal en la

parte aérea

2.3 Uso general de plantas para eliminar metales y sus mecanismos

Debido a las acciones antropogénicas, actualmente el medio ambiente esta fuertemente
contaminado por diversos metales toxicos. El estudio de plantas tolerantes a metales pesados,
es de gran importancia debido a que permite minimizar el problema de contaminacion del

suelo (Mudgal et al., 2010).
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El término hiperacumulacion, describe, la funcion una serie de plantas que tienen la

capacidad de crecer en suelos contaminados por metales pesados y acumular altas cantidades

de ellos en los 6rganos aéreos, muy por encima de los niveles que se encuentran en la mayoria

de las especies, sin sufrir efectos fitotoxicos (Sarangi y Chakrabarti, 2008; Rascio y Navari-

Izzo, 2011).

En el Cuadro 3 se muestra ejemplos de plantas propagadas in vitro y la concentracion de

metales pesados a las que fueron expuestas, de acuerdo a la literatura revisada.

Familia

Apocynaceae

Asteraceae

Brassicaceae

Bromeliaceae

Fabaceae

Poaceae

Cuadro 3. Plantas tolerantes a metales pesados.

Planta Metal
Rauvolfia Cobre
serpentina Zinc

Pluchea Zinc
lanceolata Cobre
Arabidopsis Zinc
thaliana Niquel
Plomo
Aechmea Cobre
blanchetiana Zinc
Zinc
Albizia lebbeck Cobre
Cadmio
Zea mays Plomo

Concentracion

5-200 uM
5-500 uM
100-150 uM
50-150 uM

2000 uM
250 pM
1500 uM
14.5 uM
274 M

0.06-0.48 mM

0.02-0.2 mM

0.0001-0.001
mM

0.1 mM
0.5 mM

Autor
Ahmad et al.,
2015
Kumar et al.,

2004

Vargas-
Palomino et al.,
2007
Giampaoli et

al.,2012.

Perveen et al.,

2012.

Kalisava-
Spirochova et

al.,2003
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Leguminosae Prosopis Cadmio 300 uM Usha et al.,

Jjuliflora Cobre 500 uM 2009
Zinc 1 mM
Poaceae Gynerium Mercurio 75 ng/g Ortega et al.,
sagittatum 2011

Las plantas acumulan metales pesados debido a procesos de:

Absorcion y transporte. Las plantas absorben y transportan el metal en un proceso de
acumulacion que implica varios pasos. La absorcion en la raiz puede llevarse a cabo por dos
vias simplasto o apoplasto. Las sales de metal solubles entran en el simplasto, cruzando la
membrana plasmatica de las células endodérmicas o entran en el apoplasto de la raiz a través
del espacio entre células, donde los solutos cruzan las bandas de Casparian, que es una capa
de cera impermeable a los solutos, o pueden pasar por las células de la endodermis a través
de un canal en la membrana (absorcion). Una vez en el xilema, inicia el paso de translocacion
donde el flujo de la savia transporta el metal a las hojas. El metal translocado al tejido aéreo
puede ser almacenado en diferentes tipos de células. Dependiendo de la especie y la forma
del metal, se pueden convertir en menos toxico para la planta (bioacumulacion) (Peer et al.,

2005).

Quelacion: Los metales muestran afinidad por determinados grupos funcionales como
principales ligandos (grupos sulfidrilo, radicales amino, fosfatos, carboxilos e hidroxilos).
Los ligandos que basicamente utilizan son aminoacidos (histidina, cisteina), acidos organicos
(citrato, oxalato, malato) y especificamente dos clases de péptidos: fitoquelatinas
(oligopéptidos formados por la condensacion de varias moléculas de glutation) y
metalotioneinas (ricas en cisteina), que son proteinas que quelan metales, se unen al metal

para evitar dafos a la célula (Mudgal et al., 2010).
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Compartimentacion: proceso por el que el complejo ligando-metal queda retenido en
vacuola. El transporte y acumulacion de metales en el interior de la vacuola se debe a la
tolerancia y a la detoxificacién. Se conocen 5 familias de proteinas transportadoras de Cd a
través de la membrana al interior de la célula en plantas 1) Antitransportador de M'/H", 2)
Del tipo CPx ATPasas, 3) Facilitadores de difusion de cationes (CDF), 4) Los tipo Nramp
(Natural resitance associated macrophage proteins) localizada en la membrana de la vacuola

y 5) Proteinas ZIP como ZRT-IRT (Cortés et al., 2018).

Mecanismos de reparacion celular: mecanismos que restablecen las caracteristicas
iniciales de la planta tales como la activacion de sistemas de defensa que suprimen o eliminan
una especie reactiva de oxigeno (ERO), disminuyendo el estrés oxidativo celular. Los niveles
celulares de ERO son estrictamente regulados por una compleja red de defensa antioxidante,
que incluye reacciones enzimaticas y moléculas amortiguadoras antioxidantes. La red de
defensa antioxidante actiia controlando las cascadas de oxidacion y protegiendo a las células
contra dafios oxidativos. Esta defensa puede actuar de dos formas minimizando la produccién
de ERO; o eliminando las ERO producidas. En las células vegetales, los antioxidantes mas
importantes que regulan la homeostasis de ERO son el ascorbato (ASC) y el glutation (GSH),
ademas de taninos, flavonoides, a - tocoferol, carotenoides y precursores de la lignina (que
sirven de proteccion). Estas moléculas actian como una red que, a través de una serie de
reacciones redox, evita el dafio por ERO. La deshidroascorbato reductasa (DHAR),
monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR) y glutation reductasa (GR) son enzimas que
actuan en el ciclo ascorbato-glutation (ASC-GSH) cuya funcion es eliminar al peroxido de
hidrogeno (H»0O;), los metales inactivan estas enzimas, disminuyendo asi su funcién
antioxidante. El impacto bioquimico de cada contaminante sobre las células vegetales es tan
diverso como su naturaleza quimica, pero existe una clara relacion entre el grado de
toleranciay la eficiencia de la red de defensa antioxidante (Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda,

2012).
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La fitorremediacion de compuestos como los metales pesados implica:

a) Fitoextraccion o fitoacumulacion: consiste en la absorcion de metales contaminantes
mediante las raices de las plantas y su acumulacion en tallos y hojas. La fitoacumulacion se
puede repetir varias veces hasta que la concentracion remanente de metales en el suelo este
dentro de los limites considerados como aceptables y se usa para contaminantes que no
pueden ser degradados como los metales pesados. El mecanismo involucrado es

hiperacumulacion (Delgadillo-Lopez et al., 2011).

b) Fitoestabilizacion: es un mecanismo que utiliza la planta para desarrollar un sistema
denso de raices, que le permite reducir la biodisponibilidad y la movilidad de los
contaminantes evitando el transporte a capas subterraneas o a la atmdsfera. El mecanismo
involucrado es complejacion en contaminantes inorganicos inmovilizandolo asi en la

interfase raiz-suelo (Lopez-Martinez ef al., 2005).

¢) Fitovolatilizacion: implica el uso de plantas para absorber contaminantes del suelo,
transforméandolos en forma volatil a través de las hojas. La fitovolatilizacién se utiliza

principalmente para eliminar mercurio y selenio (Ghosh y Singh, 2005).

Para la remocion efectiva de metales pesados se recomiendan los procesos de fitoextraccion
(plantas hiperacumuladoras) y fitoestabilizacion (plantas exclusoras) (Peralta-Pérez y Volke-

Sepulveda, 2012).

2.4 Plantas de zonas aridas que podrian tolerar metales

Las plantas tolerantes a metales pesados son capaces de sobrevivir, crecer y reproducirse en
suelos contaminados (Zitka et al, 2013). Las plantas tienen muchos mecanismos de
desintoxicacion y tolerancia que permiten sobrevivir en suelos contaminados con metales

(Hall et al., 2002).
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Las familias mas representativas de las zonas aridas de México, que tienen amplia

distribucion en nuestro pais y podrian tolerar metales son:

a) Familia Asparagaceae.

Los Agaves estan constituidos por plantas monocotileddéneas, comprende alrededor de 197
especies de las cuales 136 se encuentran en México, crecen de forma natural en el norte y
centro de América, aunque varias especies han sido introducidas en varios paises de Africa
y Asia, donde se utilizan como alimentos, bebidas, forraje, fibra u ornamental. Los géneros
mas importantes son Agave (Magueyes) y Yucca (Palma del Desierto). México es el centro
de origen del género Agave que crece, principalmente en las zonas aridas y semidridas, el
74% de las especies son endémicas (Mendoza, 2007). Los Agaves se caracterizan por tener
hojas carnosas rigidas y de superficie dura que crecen directamente del tronco para formar
una roseta densa. Las hojas nacen en el tallo y rematan en una espina fuerte y oscura, las
distintas especies varian en longitud desde 1 a 2 metros y en la mayoria de las especies las
hojas contienen espinas afiladas. Los tallos son de cortos a grandes, tienen rizomas
subterraneos, los frutos son bayas que contienen semillas (Zwane et al., 2011). Son plantas
suculentas cuyas caracteristicas morfofisioldgicas estdn relacionadas, no s6lo con la
disponibilidad de agua, sino también con las temperaturas predominantes de las diferentes
regiones donde crecen. Las suculentas poseen oOrganos fotosintéticos masivos que les

permiten almacenar gran cantidad de calor (Gonzélez, 2012).

El Agave potatorum es de gran importancia en el pais porque se utiliza en la produccion de
mezcal. Es una de las especies mas vulnerables debido a las elevadas tasas de extraccion por
la creciente demanda de mezcal (Torres et al., 2013). Del Agave salmiana se obtiene el

pulque (bebida ancestral) y también es explotado como forraje (Morales et al., 2002).

Las Yucca son arbustos o subarbustos trepadores o hierbas perennes erectas. Rizomas breves
o desarrollados, horizontales. Raices fibrosas o carnosas, a veces tuberosas. Tallos erectos;
espinas foliares o caulinares, solitarias o en fasciculos. Cladodios axilares, solitarios o en

fasciculos o lineares. Hojas alternas simples, sésiles, escuamiformes o muy reducidas, a
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menudo prolongadas en la base en una espina recta o curva. Flores actinomorfas, bisexuales
o unisexuales, péndulas o erectas; pedicelos articulados. Con amplia distribucion en las zonas
aridas de América del Norte (Hurell y Delucchi, 2012). Estan conformadas por 44 especies,
31 se encuentran en Mexico, son plantas de hoja perenne, hojas roseodfilas, suculentas-
fibrosas, resistentes a la sequia (plantas CAM). Son protectoras del suelo y se usan como
alimento, forraje, textil, ornamental (Granados-Sanchez y Loépez-Rios, 1998). Entre las
especies productoras de fibras duras se encuentra la Yucca carnerosana conocida como
palma samandoca, ya que de las hojas tiernas o cogollos se extrae el ixtle de palma con el

cual se produce hilo y tela (INIFAP y SEMARNAT, 2009).

Cuatro géneros de gran importancia son Beaucarnea, Calibanus, Dasylirion y Nolina. Son
plantas que se utilizan para el consumo humano y alimento de ganado, asi como una fuente
de construccion de materiales, fabricacion de artesanias y bebidas alcoholicas. El género
Beaucarnea conocida como pata de elefante destaca por su gran belleza lo que ha conducido
al saqueo de las poblaciones naturales. Son de tallo corto o casi sin tallo. Frecuentemente se
propagan por semilla, aunque también produce vastagos a partir de la cauda, que es la region
de la base del tallo (Robles y Espafia, 2008). El género Dasylirion comprende especies que
estan distribuidas en las regiones aridas y semiaridas montafiosas del norte México y el
suroeste de EE.UU, varias especies reciben el nombre de sotol, de donde se extrae una bebida
alcohdlica; el habitat de estas plantas es el matorral xer6filo de zonas secas, particularmente
los matorrales desérticos. Son perennes, monocotiledoneas, dioicas (presentan flores hembra
y macho, en plantas separadas) (Encina-Dominguez et al., 2013). El género Nolina con
frecuencia presenta tallos gruesos y bien desarrollados con hojas en rosetas (Rivera-Lugo y

Solano, 2012).

b) Familia Cactaceae.
La familia Cactaceae, incluye plantas perennes, dicotiledoneas y son desde muy pequenas

hasta gigantescas, suelen tener tallos gruesos y carnosos (suculentos). Las hojas tipicas estan

ausentes, excepto en el género Pereskia que son simples, suculentas y alternas. Las hojas
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evolucionaron y se transformaron en espinas. Las flores delicadas, son de colores brillantes
y vistosos. El fruto es comunmente carnoso, en algunos géneros secos y huecos (Becerra,
2000). Las formas de crecimiento en las cactaceas son arboreo y arbustivo; otras son epifitas
y trepadoras, las cuales crecen encima de otras plantas, como la especie Hylocereus undatus.
Algunas formas son 1) Globular de tamafio grande, 2) Globular pequena, 3) Columnar y 4)

Colgante (Ceja et al., 2008, Vazquez-Sanchez et al., 2012).

Las cactaceas se encuentran distribuidas en el continente americano, desde el norte de Canada
hasta la Patagonia. La mayoria de ellas se desarrollan en ambientes aridos y semiaridos, los
cuales coinciden con latitudes cercanas a los paralelos de 25°, donde dominan zonas de alta
presion atmosférica con corrientes descendientes de aire seco. México es el centro mas
importante del mundo en concentracion de cactaceas, se reconoce la existencia de 913
taxones, conformando 669 especies, las cuales se encuentran agrupadas en 63 géneros, y se
reconocen 244 subespecies. Una de las razones por las cuales muchas especies se encuentran
en riesgo, se debe al gran endemismo de sus poblaciones. En México el 80% de los taxones

son endémicos (Jiménez-Sierra, 2011).

En las zonas aridas de México y desiertos norteamericanos, las cactaceas, son el grupo mas
notorio de plantas suculentas o plantas crasas (que almacena agua en sus tejidos). Casi todas
las partes de las cactaceas se utilizan para consumo humano o animal (Hernandez et al.,

2004).

2.5 Caracteristicas de las especies a estudiar y problemas para usar

planta completa

En el Cuadro 4 se muestra la distribucion, el tamafio y el grado de amenaza de cada una de
las especies mas importantes de las zonas aridas que se evaluaron para restaurar sitios
contaminados con metales pesados y asi impedir se pierda la cubierta vegetal del suelo

(Meza, 2011).
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Cuadro 4. Caracteristicas de las especies representativas de zonas aridas.

Familia Especie

Agave bracteosa

Agave celsii
Agave chiapensis

Agave difformis

Agave funkiana

Agave obscura

Agave palmeri

Agave peacockii

Agave potatorum
Asparagaceae

Agave victoria-
reginae
Agave titanota

Agave salmiana

Beaucarnea
goldmanii

Beaucarnea
recurvata

Distribucion

Noreste de
México
(endémica)
Norte de
México
Sur de México
(endémica)
Centro-Norte
de México
(endémica)

Sur de México

Este de México

Suroeste de
México

Centro de
México
(endémica)
Centro-Sur de
México
Norte México
(endémica)
Sur de México
(endémica)
Occidente y sur
de México
México y
Centro
América
(endémica)
Sur y sureste
de Estados
Unidos
hasta México,
Guatemala,
Belice y
Honduras

Tamano

80 cm

60 cm

50 cm

100 cm

90 cm

80 cm

70 cm

50 cm

70 cm

30 cm

50 cm

2m

15m

10 m

Grado de
amenaza

Amenazada

Amenazada

Proteccion
especial
Bajo ningun
régimen de
proteccion
Bajo ningun
régimen de
proteccion
Bajo ningtin
régimen de
proteccion
Bajo ningun
régimen de
proteccion

Proteccion
especial

Peligro de
extincion
Peligro de
extincion
Proteccion
especial
Peligro de
extincion
Amenazada

Amenazada
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Dasylirion

acrotriche

Dasylirion
glaucophyllum

Nolina
durangensis

Yucca
carnerosana

Yucca filamentosa

Yucca filifera

Echinocereus

ferreirianus var

lindsayi
Echinocereus
knippelianus

Echinocereus
(Morangaya)
pensilis
Echinocereus
spinigemmartus

Echinocereus
triglochidiatus
Cactaceae
Ferocactus
peninsulae

Hylocereus
undatus

Myrtillocactus
cochal

México
(endémica)
México
(endémica)

Estados
Unidos,
México y
Centro
América
(endémica)
Norte de
México
(endémica)

Estados Unidos

Norte y centro
de México
(endémica)

Norte de
México

México
(endémica)
México

Centro de
México
Estados Unidos
y México

México

América
central

Norte de
México
(endémica)

2m

2m

1.5m

5m

9m

10 m

35cm

10 cm

3m

35cm

80 cm

60 cm

50 cm

3m

Amenazada

Bajo ningun
régimen de
proteccion
Bajo ningun
régimen de
proteccion

Peligro de
extincion

Peligro de
extincion
Peligro de
extincion

Peligro de
extincion

Bajo ningtin
régimen de
proteccion
Amenazada

Bajo ningtin
régimen de
proteccion
Bajo ningun
régimen de
proteccion
Bajo ningun

régimen
proteccion

Bajo ningun

régimen
proteccion

Amenazada
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Myrtillocactus Norte y Centro Sm Amenazada
geometrizans de México
(endémica)

Opuntia amyclaea México 1.5m Bajo ningun
régimen de
proteccion

Opuntia basilaris México 6 cm Bajo ningun
régimen de
proteccion

Opuntia México y 4m Bajo ningun
cochenillifera Centro régimen de
América proteccion
Opuntia ficus - Estados Unidos 6 m Bajo ningun
Indica y México régimen de
proteccion
Opuntia Estados Unidos 90 cm Proteccion
macrocentra y México especial
Bajo ningtin
Opuntia robusta México 7 m régimen de
proteccion
Peniocereus Estados Unidos 30 m Proteccion
greggii y México especial
México, Brasil,
Pereskia Paraguay, Sm Amenazada
sacharosa Bolivia 'y
Argentina.
Pilosocereus Sur de México Sm Especie en
chrysacanthus (endémica) riesgo
México Sm Bajo ningun
Polaskia chichipe (endémica) régimen de
proteccion
Selenicereus México 20 cm Bajo ningun
validus (endémica) régimen de
proteccion
Stenocereus México 6 m Bajo ningun
queretaroensis (endémica) régimen de
proteccion

Las familias Asparagacea y Cactaceae son plantas de crucial importancia para nuestro pais,
sin embargo, crecen muy lento y existe gran variabilidad de las semillas, lo cual dificulta la
propagacion masiva por métodos convencionales (Escobar et al., 1986). Una accidon deseable

para salvaguardar las especies mexicanas es mejorar o desarrollar nuevas y eficientes técnicas
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de propagacion. Durante los ultimos afos, las técnicas de cultivo in vitro se han convertido

en un medio eficaz y rapido de propagacion asexual de plantas (Pérez et al., 1998).

2.6 Cultivo in vitro, ventajas de usar este sistema

El cultivo in vitro de tejidos vegetales o la micropropagacién como comunmente se le conoce,
tiene la capacidad de regenerar una planta entera en condiciones estériles en un entorno
controlado, para producir clones de la planta madre en periodos cortos de tiempo (Akin-
Idowu et al., 2009). En el cultivo in vitro de tejidos vegetales, el término totipotencia se
refiere a la habilidad de dividir y diferenciar una planta completa incluyendo nuevos tipos de
tejidos. Esta propiedad de las células del parénquima es importante en la cicatrizacion de
heridas y en la reproduccion asexual. Cuando las concentraciones de auxinas y citocininas
son iguales, las células del parénquima desarrollan callo; altas concentraciones de auxinas y
bajas de citocininas producen raiz; concentraciones relativamente bajas de auxina y altas de

citocininas reproducen brotes (Johri y Mitra, 2001).

La morfogénesis es la organizacion de la estructura de tejidos y 6rganos y existen tres vias
diferentes para la regeneracion de plantas: a) Brotacion y proliferacion de yemas, b)
Organogénesis y ¢) Embriogénesis somadtica (Pérez, 1999). A partir de la siembra in vitro de
diferentes explantes en condiciones Optimas, puede inducirse la formacion de nuevos 6rganos
de manera directa sin la formacion de callo. Si la formacion es de brotes, raices o flores se
denomina organogénesis directa. Si en cambio se induce la formacion de embriones

somaticos, este proceso se denominara embriogénesis directa (Levitus et al., 2010).

Se consideran cinco etapas para la propagacién in vitro. Etapa 0: seleccion de las plantas
donantes y acondicionamiento de la planta madre, esta fase es importante por las
caracteristicas que debe tener la planta que servira para la micropropagacion. Etapa I:
establecimiento aséptico, en esta etapa se debe emplear tejido fresco, establecerlo in vitro 'y
mantenerlo vivo sin contaminar. Es importante elegir un medio de cultivo optimo y

adicionarlo con vitaminas. Etapa II: multiplicacion de brotes, esta etapa es importante, para
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el incremento de Organos o estructuras, y que se obtiene mediante el uso de hormonas
adicionadas al medio de cultivo. Etapa III: enraizamiento, consiste en inducir raiz y también
se utilizan las hormonas, es bien conocido que las auxinas son un factor esencial para el
crecimiento de raices y la etapa [V: transferencia a su ambiente natural, lo que comprende la
aclimatacion gradual en invernadero y luego en campo (Pollard y Walker, 1990; Cancino-

Escalante et al., 2015).

La eleccion de un medio de cultivo adecuado para la especie y tipo de explante, determina
en gran medida el éxito o fracaso de los cultivos in vitro. En teoria los requerimientos
nutricionales de los tejidos vegetales cultivados in vitro, deben ser similares a los que se
presentan en la planta completa bajo condiciones normales, pero existen algunas diferencias:
los tejidos vegetales cultivados in vitro no son autétrofos, ya que su tasa fotosintética es muy
baja, por lo tanto requieren de la adicién de una fuente de carbono orgéanico en el medio para
subsistir, también requieren de algunas sustancias orgéanicas que en condiciones normales la
planta es capaz de producir, como la tiamina, que deben adicionarse al medio de cultivo.
Actualmente el medio de cultivo mas utilizados es MS (Murashige y Skoog, 1962), se usa
cuando el objetivo es la regeneracion in vitro de plantas (Pérez-Molphe-Balch y Ramirez,

1999).

Es necesario adicionar hormonas al medio de cultivo para inducir brote o raiz. Existen cinco
grupos de hormonas: auxinas, citocininas, acido giberélico, acido abscisico y etileno. Las
hormonas estan presentes en las plantas en pequefias concentraciones. En el cultivo de tejidos
vegetales se utilizan mas las primeras dos, auxinas y citocininas. Las auxinas promueven el
desarrollo de raices y las citocininas en combinacidn con las auxinas regulan la morfogénesis

(Kende y Zeevaart, 1997).

Las ventajas que ofrece con respecto a los métodos convencionales son: a) Es un sistema de
propagacion clonal debido a que mantiene todas las caracteristicas genotipicas del material
inicial, b) Se trata de un sistema independiente de las condiciones externas, por lo que no se
ve afectado por las estaciones del afio, sequias, heladas, altas temperaturas u otros factores

ambientales, ¢) Se pueden obtener muchas plantas en espacios reducidos, y d) Las plantas
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que se obtienen estan libres de bacterias, hongos, y nematodos fitopatdgenos (Dominguez et

al., 2008).

Los métodos de propagacion in vitro, se consideran técnicas valiosas para la conservacion de
recursos fitogenéticos en extincion (Ruvalcaba et al., 2010). Para la propagacion in vitro de
plantas de zonas aridas se recomienda el medio de cultivo (MS) (1962), para su propagacion
masiva se recomienda el regulador de crecimiento benciladenina (BA) y en la etapa de
enraizamiento acido indol butirico (IBA), entre otros reguladores de crecimiento

(Dominguez et al., 2008).

En los ultimos afos, diversas especies de las zonas aridas han sido propagadas por medio de
estas técnicas y se han tenido avances significativos por lo que se esta aplicando en nuestro
pais. Estos trabajos han demostrado que es factible su propagacion masiva por la via de
organogénesis directa (Lopez-Escamilla, 2005). Reyes et al. (2013) lograron la propagacioén
masiva in vitro de Beaucarnea goldmanii, Nolina durangensis y Nolina longifolia. En cuanto
a las citocininas probadas, BA result6 las mas eficiente y los brotes regenerados enraizaron

satisfactoriamente.
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3. Justificacion

En las zonas donde se ha desarrollado la mineria, se ha perdido la cubierta vegetal y se ha
destruido el suelo debido a la contaminacion por metales. El presente trabajo pretende evaluar
la tolerancia a Cd*", Cu®", Cr*", Fe*", Mn”", Pb*" y Zn*" asi como su acumulacion en diversos
tejidos, en varias especies de plantas de zonas aridas y semiaridas de México. Esto con el fin
de seleccionar las especies mas tolerantes que pudieran ser utilizadas en la restauracion de
areas contaminadas. El estudio se realizo in vitro, y con especies de plantas cuyo sistema de
propagacion masiva ha sido previamente desarrollado. Esto permitio disponer de todo el
material vegetal necesario durante el proyecto, y para posibles aplicaciones futuras del
mismo, sin necesidad de colectar material de su habitat natural. Se plante6 un estudio de tipo
exploratorio en el que se evalud la respuesta ante varios metales del mayor niumero de

especies posible. Se trabajo con el siguiente material:

a) Familia Asparagaceae, varios géneros, al menos 20 especies.

b) Familia Cactaceae, varios géneros, al menos 21 especies.

4. Hipotesis

Existen especies de plantas de zonas aridas y semiaridas que pueden propagarse in vitro, son
tolerantes y acumulan metales. Esto pueden servir para seleccionar especies con la capacidad

de sobrevivir en suelos contaminados.
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5. Objetivo general

Evaluar in vitro la susceptibilidad a diferentes tipos y concentraciones de metales en plantas

de zonas aridas y semiaridas.

II.

II1.

IV.

5.1 Objetivos especificos

Propagar in vitro plantas de las zonas aridas para la obtencion de los brotes que se

utilizaron en todas las fases del proyecto.

Evaluar el efecto de la presencia de los metales Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Pb y Zn en el

proceso de enraizamiento.

Analizar el desarrollo y la morfologia de los sistemas radicales generados in vitro, en

presencia y ausencia de los metales pesados.

Cuantificar y evaluar las concentraciones de metales acumulados en la parte aérea y en

el sistema radical de las plantas generadas in vitro.
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6. Metodologia

A continuaciéon se muestra la metodologia general que se realizd para el trabajo de

investigacion.
SELECCION DE LAS ESPECIES A
TRABAJAR
PRODUCCION DE BROTES > ENRAIZAMIENTO DE BROTES
(Propagacién in vitro) (Medio de cultivo MS)
Medio Control Medio con metales
\ (Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Pb y Zn)
Programa “Imagen Java” ANALIZAR MORFOLOG[A DE LOS

SISTEMAS RADICALES

v

CUANTIFICAR METALES PESADOS ACUMULADOS EN LAS
PLANTAS REGENERADAS in vitro
(Espectrofotémetro de absorcién atémica)

/\

Parte aérea Raiz

Figura 1: Esquema general de la metodologia empleada

6.1 Material vegetal

El material vegetal para la propagacion se tomo de las especies establecidas en el Banco de
Germoplasma in vitro de la Unidad de Biotecnologia de la Universidad Autonoma de
Aguascalientes (UAA). Los protocolos para la propagacion de estas especies han sido
previamente desarrollados en ésta unidad. Se seleccionaron especies de talla mediana a
grande para que tuvieran un mayor impacto de uso en la restauracion de sitios contaminados

(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Familias y especies seleccionadas del Banco de Germoplasma.

Asparagaceae
1. Agave bracteosa S. Watson ex
Engelm
2. Agave celsii Hook.
3. Agave chiapensis Jacobi
4. Agave difformis A. Berger
5. Agave funkiana K. Koch & C. D.
Bouché

6. Agave obscura Schiede ex Schitdl.

7. Agave palmeri Engelm

8. Agave peacockii Croucher

9. Agave potatorum Zucc.

10. Agave victoria-reginae T. Moore
11. Agave salmiana Otto ex Salm-
Dyck

12. Agave titanota Gentry

13. Beaucarnea goldmanii Rose

14. Beaucarnea recurvata Lem

15. Dasylirion acrotriche (Shiede)
Zucc.

16. Dasylirion glaucophyllum Hook.
17. Nolina durangensis Trel.

18. Yucca carnerosana Trel.
Mckelvey

19. Yucca filamentosa L.

20. Yucca filifera Chabaud

Cactaceae

1. Echinocereus ferreirianus var
lindsayi (J. Meyran) NP Taylor

2. Echinocereus knippelianus Liebner
3. Echinocereus (Morangaya) pensilis
(K. Brandegee) J.A. Purpus

4. Echinocereus spinigemmatus A. B.
Lau

5. Echinocereus triglochidiatus
Engelman

6. Ferocactus peninsulae (F. A. C.
Weber) Britton & Rose

7. Hylocereus undatus (Haworth)
Britton & Rose

8. Myrtillocactus cochal (Orcutt)
Britton & Rose

9. Myrtillocactus geometrizans
(Martius) Console,

10. Opuntia amyclaea Tenore

11. Opuntia basilaris Engelmann &
Bigelow

12. Opuntia cochenillifera (Linnaeus)
P. Miller

13. Opuntia ficus-indica (Linnaeus) P.
Miller

14. Opuntia macrocentra Engelmann
15. Opuntia robusta HL. Wendland
16. Peniocereus greggii (Engelmann)
Britton & Rose,

17. Pereskia sacharosa Grisebach

18. Pilosocereus chrysacanthus
(F.A.C. Weber) Byles & G.D. Rowley,
19. Polaskia chichipe (Roland-
Gosselin) Backeberg

20. Selenicereus validus S. Arias & U.
Guzman

21. Stenocereus queretaroensis
(F.A.C. Weber) Buxbaum
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6.2 Propagacion in vitro

Se propagaron 41 plantas nativas de las zonas aridas y semidridas en condiciones in vitro. El

material vegetativo seleccionado para el presente estudio, se multiplico, utilizando el medio

de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962) descrito en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Medio Murashige y Skoog.
Soluciones Stock

Solucion Preparar
A 1000 X para 50ml
Cloruro de calcio
1000 X para 50 ml
B Yoduro de potasio
Cloruro de cobalto
400 X para 50 ml
Fosfato monobasico de
C potasio
Acido Boérico
Molibdato de sodio
400 X para 50 ml
Sulfato de magnesio
D Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc

Sulfato de cobre

200 X para 100 ml
E Sulfato ferroso

E.D.T.A. Disodico

NOTA. Disolver por separado y en
caliente, agregar poco a poco la

solucién de fierro a la EDTA y aforar.

Formula Cantidad
CaCl, . 2H,0 22¢
Kl 41.5 mg
CoCl,. 6H,0 1.25 mg
KH,P04 340 g
H;BO; 0.124 ¢
NaMo04 5 mg
MgS04. 7H,0 740 ¢g
MnS04. H,0 034 ¢
ZnS04.7H,0 0.172 g
CuS04. 5H,0 0.50 mg
FeS04. 7H,0 0.557 ¢
0.745 g
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100 X para 100 ml

(Solucidén de vitaminas MS)

F Glicina 20 mg
Piridoxina HCI 5mg
Acido nicotinico 5. 1mg
Tiamina HCl 1 mg
Inositol lg

Sacarosa 30 g Nitrato de potasio (KNO;) 1.9 g y Nitrato de amonio (NH4;NO3) 1. 65 g

Se usaron plantulas generadas in vitro, para la familia Asparagaceae se elimino la parte apical
de las hojas y las raices para obtener un explante basal y para la familia Cactaceae se llevo a
cabo mediante la activacion de areolas. Los explantes fueron seccionados a una longitud de
0.5 a 1 cm. En frasco de 250 ml se colocaron cuatro explantes en medio de cultivo MS. El
pH en el medio de cultivo se mantuvo a 5.7. Las condiciones ambientales del cuarto de
incubacion del laboratorio fueron a una temperatura de 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas oscuridad. El medio de cultivo fue suplementado con Benciladenina (BA)
utilizado en las concentraciones descritas en el Cuadro 7 para la multiplicacion in vitro de las
especies. Para la asepsia se utilizd una campana de flujo laminar Cemlab y un esterilizador

Germinador ™ 500.

Cuadro 7. Medio de cultivo para la induccion de brotes.

Material vegetal Medio de cultivo
1. Asparagaceae (Agavey 2 mg L' de Benciladenina y 8 g L' de agar
Yucca)
2. Asparagaceae 2.5mg L™ de Benciladeninay 8 g L' de agar
(Beaucarnea,
Dasylirion y Nolina)
3. Cactaceae 1 mg L' de Benciladeninay 10 g L' de agar
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Se calcul6 la tasa de multiplicacion potencial para cada especie con base a los resultados
obtenidos de un ciclo de cultivo de un solo explante, tomando los subcultivos para la
proliferacion del segundo y tercer ciclo. Las variables evaluadas fueron nimero de brotes por
explante y longitud de la plantula. Los datos se registraron a los tres meses, con una n=16.

Se calculo media y desviacion estandar.

6.3 Efectos de los metales pesados en las plantas durante la etapa de

enraizamiento

Algunos de los metales a evaluar son micronutrientes presentes en el medio de cultivo como
Cu (0.0001 mM), Fe (0.1 mM), Mn (0.1 mM ) y Zn (0.03 mM); su toxicidad suele presentarse
cuando se encuentran en concentraciones mayores a las presentes en el medio de cultivo MS.
Otros de los metales a evaluar no son micronutrientes, por lo que no estan presentes de

manera normal en los medios de cultivo Cd, Cr y Pb.

2 . . . + + + -+
Se seleccionaron en total siete metales, cuatro micronutrientes Cu’ . Fe? ! Mn? y Zn® y tres

que no estan presentes en el medio de cultivo Cd*", Cr®" y Pb*".

En el Cuadro 8 se muestran las concentraciones de las sales de los metales que se evaluaron
en el proceso de enraizamiento y su grado de pureza. eligiendo las concentraciones mas altas
de los rangos manejados en la literatura (Ayari et al., 2010; Molero et al., 2008; Ramos-

Gomez et al., 2012).
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Cuadro 8. Tratamientos de las sales de los metales adicionados al medio de cultivo para la
evaluacion del efecto en la formacion de raices.

Pureza Sal del metal Concentracion

98% * CdCl,! 0.005 mM
98% CuSO4- 5H,0 ! 0.2 mM

99.5% K,Cr,0;* 1 mM
99% FeSO, 7TH,0 2 1 mM
99% MnS04-H,0 * 1.6 mM
99% Pb(NO03), 2 0.4 mM
99% ZnS0,47H,0 ! 0.48 mM

*Grado de reactivo analitico 1 = PhytoTechnology Laboratories 2 = SIGMA Aldrich

Se evalud la supervivencia de las plantulas en presencia y ausencia del metal pesado. Se
realizd un disefio completamente al azar. Los datos se registraron a los dos meses de
establecidos con una n=9. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba Dunnet
con una nivel de significancia del 95% con el paquete estadistico GraphPad Prism version

7.09.

Para analizar el efecto toxico de las plantas ante el medio de cultivo con metales pesados

durante el proceso de enraizamiento se usé una escala subjetiva con cuatro categorias:
: sin efecto (planta viva, tejido aparentemente sano, sin deterioro en ambos limbos

foliares)

. : efecto minimo (planta viva con menor desarrollo, sin pérdida severa de color

verde)
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. : efecto medio (planta con sefiales de clorosis, la planta puede recuperarse) y
. : efecto grave (planta con clorosis, necrosada o muerta).

El nimero de plantas se cuantificé considerando que un brote afectado era el que mostraba

al menos el 50% de dano. n=9.

6.4 Morfologia del sistema radical de las plantas de zonas aridas

propagadas in vitro

Se evalu6 la morfologia de las raices de forma periodica en todos los tratamientos para poder
realizar una comparacion entre el tratamiento control contra los siete tratamientos con
metales pesados. En esta etapa se cuantifico la supervivencia de las plantas considerando
como planta viva a aquella que no se observo afectada por los tratamientos con metales

pesados, partiendo del tratamiento control como 100%.
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Figura 2. Agave celsii propagado in vitro dividido en parte aérea y raiz.

Se utilizé el programa Imagen Java version 1.46, para calcular el aérea de las raices
desarrolladas de las 41 especies, con el tratamiento control y los siete tratamientos con
metales pesados, con una n=3. Todas las fotografias fueron tomadas a la misma altura 50 cm
con un tripie y en las mismas condiciones de luz y tamafio ajustadas de la camara y con una

camara SONY, Zoom 8x y 20.1 megapixels.

6.5 Cuantificacion de los metales pesados

Se eligieron 14 especies las que presentaron raiz en todos lo tratamientos, el control y los
que contenian metales pesados Cd*", Cu*", Cr*', Fe™, Mn*", Pb*" y Zn*" A. celsii, A.
chiapensis, A. osbcura, A. palmeri, A. salmiana, O. amyclaea, O. basilaris O. cochenillifera,

O. ficus-indica, O. macrocentra, O. robusta, P. sacharosa, P. chrysacanthus y P. chichipe.
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Para la parte aérea y raiz (tejido vegetal) se utilizd un equipo de liofilizacién Freezone® 4.5
Labconco y para homogenizar las muestras se uso el equipo TissueLyser II QIA GEN®. Se
realizaron controles de calidad que consistieron en un blanco, estandar (metal conocido),
fortificado (metal conocido + muestra), no fortificado, duplicado uno y duplicado dos. La
mezcla acida de digestion contenia 120 ml de H,O destilada, 130 ml de HCI concentrado
Instra y 84 ml de HNOs concentrado Instra. La mezcla de HNO; 8.8% contenia 2 gramos de
cloruro de potasio, 125 ml de HNO; concentrado Instra y se aford a un litro. La cuantificacién
de metales pesados se realizd por espectrofotometria de absorcion atomica en la modalidad
flama, usando un equipo PerkinElmer 100 con lamparas de catodo hueco
(PineAACLE900H). Todas las determinaciones analiticas se desarrollaron utilizando los
siguientes controles de calidad: muestra fortificada al azar (porcentaje de recuperacion entre

85y 115%), duplicados azar (coeficiente de variacion menor al 15%) y el uso de patrones de

DIVIDIDAS EN: |

referencia (Figura 3).

PARTE AEREA RAIZ MEDIO DE CULTIVO
LIOFILIZACION DIGESTION ACIDA
Tissuelyser —sy Homogenizaciérln de la muestra
DIGESTION ACIDA 25 ml de medio de muestra

25 ml de HNO; al 8.8%
2.5 ml de HNO, concentrado instra

Dejar reposar por .y Muestra + 15 ml de mezcla
24 horas acida (HCI/ HNO,)
CALENTAR CALENTAR
(2.5 horas) (1 hl‘"’a)
FILTRAR Y AFORAR FILTRAR Y AFORAR
(30 ml con HNO, al 8.8%) (25 ml con HNO, al 8.8%)

Lectura metales

Figura 3. Esquema de la metodologia para cuantificacion de metales pesados.
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En el Cuadro 9 se muestran las concentraciones de los metales que se utilizaron para los
estandares.

Cuadro 9. Concentracion de los metales en el estandar.

Metal Volumen
Cd* SLM 300 uL
Cr®* SLM 300 uL
Cu? SLM 600 uL
Fe" SLM 300 uL
Mn** SLM 300 uL
Pb** SP 300 uL
it 1.8 ml

SLM = solucion madre, SL1= Solucion 1, SP= Estandar primario.

El medio de cultivo se cuantificod solo para corroborar la concentracion de cada tratamiento

que se afiadio.

El factor de translocacion (TF) se calculd de la siguiente manera (Ali y Chaudhury et al.,

2016, Chang-Kee et al, 2018):

concentracion metal parte aérea
Factor de translocacion =

concentracion metal raiz

El factor de biacumulacion (BAC) para la parte aérea se calculd de la siguiente manera:

concentracion metal parte aérea
Factor de bioacumulacion =

concentracion metal en el medio de cultivo
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El factor de bioacumulacién para la raiz se calcul6 de la siguiente manera:

concentracion metal raiz
Factor de bioacumulacion =

concentracion metal en el medio de cultivo

Siel TF > 1, la planta es hiperacumuladora, quiere decir que traslada eficazmente los metales
pesados de la raiz a la parte aérea de la planta, si el TF < 1 es fitoestabilizadora, la planta
acumula la mayor cantidad de metales pesados en la raiz. Si el BAC < 1 es exclusora,
restringe la acumulacion de metales pesados en la raiz y se categorizé como indicadora si la
concentracion del metal fue similar a la que se anadié al medio de cultivo (Ashraf et al.,

2011).
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7. Resultados y discusion

7.1 Propagacion in vitro

Se establecieron las 41 especies en la etapa de multiplicacion, las cuales presentaron
suficiente nimero de brotes para ser establecidos en la etapa de enraizamiento, como se
observa mas adelante. En la Figura 4 se presentan los explantes meristematicos y la longitud

a la que fueron seccionados.

Figura 4. Longitud de los explantes de: a) Agave palmeri, b) Beaucarnea goldmanii, ¢) Yucca
carnerosana y d) Stenocereus queretaroensis.
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El medio de cultivo MS (1962) es reportado como el medio dptimo para la obtencion del
mayor numero de brotes por explante de plantas propagadas in vitro (Ahmad et al., 2014).
En la Grafica 1 se muestran los resultados de numero de brotes por explante de la Familia

Asparagaceae.

Familia Asparagaceae

5.7 5.6

{ 4.7
4.4 { 4.4
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3.1

Numero de brotes
=
]
=

2.6 }

18

A. celsii
A. obscura
A. palmeri
A. titanota
Y. filifera

A. funkiana

A. bracteosa

A. chiapensis

A. difformis

A. peacockii

A. potatorum

A. victoria-reginae
A. salmiana

B. goldmanii

B. recurvata

D. acrotriche

D. glaucophyllum
Y. carnerosana

Y. filamentosa

Grafica 1: Promedio de brotes por explante de las especies de la familia Asparagaceae.

La especie B. recurvata y N. durangensis, obtuvieron 6 brotes por explante. B. goldmanii y
D. acrotriche, presentaron 5 brotes por explante y D. glaucophyllum 4 brotes por explante.
A. funkiana obtuvo 4 brotes por explante. Los rangos Optimos para la propagacién masiva
reporado para el género Agave van de 1 a 2 mg L' de BA (Dominguez et al., 2008). Se

propagaron in vitro B. goldmanii, B. recurvata 'y N. durangensis utilizando 3 mg L™ de BA
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en medio MS se obtuvieron hasta 10 brotes por explante (Reyes ef al., 2013). Las especies
Y. filamentosa y Y. filifera generaron 4 brotes por explante. Karpov (2004) trabajé con la
especie Yucca aloifolia L., la cual propagd en medio de cultivo MS adicionado con 1.5 mg
L' de BAP obteniendo de 7 a 8 brotes por explante. La mayor formacion de raices fue con 1

mg L' de IBA.
En el Cuadro 10 se presentan los resultados de la tasa de multiplicacion potencial de cada
una de las especies evaluadas. La tasa de multiplicaciéon potencial nos da una idea de la

produccion de brotes aunque los resultados podrian ser mayores.

Cuadro 10. Tasa de multiplicacion potencial con base a los resultados obtenidos de la familia

Asparagacea.
Especie Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
A. bracteosa 13.52 70.30 365.58
A. celsii 25.92 186.62 1343.69
A. chiapensis 15.68 87.81 491.72
A. difformis 10.58 48.67 223.87
A. funkiana 28.88 219.49 1668.11
A. obscura 38.72 340.73 2998.48
A. palmeri 6.48 23.33 83.99
A. peacockii 10.58 48.67 223.87
A. potatorum 14.58 78.73 425.15
A. victoria-reginae 19.22 119.16 738.82
A. salmiana 24.5 171.50 1200.50
A. titanota 14.58 78.73 425.15
B. goldmanii 50 500 50000
B. recurvata 64.98 740.77 96270.73
D. acrotriche 44.18 415.30 36695.20
D. glaucophyllum 38.72 340.74 26386.60
N. durangensis 62.72 702.46 88117.08
Y. carnerosana 24.5 171.50 1200.50
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Y. filamentosa 33.62 275.68 2260.61
Y. filifera 36.98 318.03 2735.04

En la familia Cactaceae, H. undatus obtuvo 7 brotes por explante, O. basilaris con 6 brotes

por explante. La especie F. peninsulae con 2 brotes por explante (Grafica 2).

Familia Cactaceae

Niamero de brotes

E. pensilis

0. amyclaea

O. basilaris

0. macrocentra
0. robusta

P. greggii

P. sacharosa

P. chrysacanthus
P. chichipe

S. validus

O. ficus - Indica

E. knippelianus

E. spinigemmatus
E. triglochidiatus
M. geometrizans

0. cochenillifera

S. queretaroensis

E. ferreirianus var lindsayi

Grafica 2. Promedio de brotes por explante de las especies de la familia Cactaceae.

En el caso de la familia Cactacea la especie P. gregii produjo 3 brotes por explante con 1 mg
L' BA. En un estudio Peniocereus gregii se propagd in vitro con la adicion de 4 mg L' BA
induciendo 3 brotes en promedio y en la etapa de enraizamiento con 2 mg L™ IBA, siendo
¢éste el medio optimo (Cortés et al., 2008). Retes-Pruneda et al. (2007) propagaron in vitro
cactaceas, evaluando dos citocininas Isopenteniladenina (2ip) y BA, especies como
Echinocereus knippelianus, y Polaskia chichipe respondieron significativamente a los

tratamientos con BA. Utkarsha et al. (2010) reportan que al afiadir BA (5 mg L) a altas
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concentraciones en el medio MS, para la propagacion masiva de O. ficus-indica, se tiene

mayor numero de brotes por explante.

En el Cuadro 11 se muestran los resultados de la tasa de multiplicacion potencial de cada una

de las especies evaluadas.

Cuadro 11. Tasa de multiplicacion potencial con base a los resultados obtenidos de la familia

Cactaceae.

Especie Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
E. ferreirianus var 8.82 37.04 155.58
lindsayi
E. knippelianus 24.5 171.50 1200.50
E. pensilis 10.58 48.67 223.87
E. spinigemmatus 20.48 131.07 838.86
E. triglochidiatus 52.02 530.60 5412.16
F. peninsulae 8 32 128
H. undatus 87.12 1149.98 15179.79
M. cochal 9.68 42.59 187.40
M. geometrizans 8.82 37.044 155.58
O. amyclaea 36.98 318.03 2735.04
O. basilaris 81.92 1048.58 13421.77
O. cochenillifera 67.28 780.45 9053.20
O. ficus - Indica 27.38 202.61 1499.33
O. macrocentra 25.92 186.62 1343.69
O. robusta 28.88 219.49 1668.11
P. greggii 12.5 62.50 312.50
P. sacharosa 11.52 55.30 265.42
P. chrysacanthus 15.68 87.81 491.72
P. chichipe 18 108 648
S. validus 56.18 595.51 6312.38
S. queretaroensis 15.68 87.81 491.72
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*Anexo A. Resultados de brotacion etapa de multiplicacion.

Las especies fueron propagadas in vitro exitosamente (Figura 5) los brotes de las 41 especies

fueron establecidos en la etapa de enraizamiento en todos los tratamientos con metales.

Figura 5. Aspectos de la generacion de brotes en: a) Agave salmiana, b) Dasylirion
glaucophyllum, c) Yucca carnerosana 'y d) Pereskia sacharosa.

Se mantuvieron las condiciones artificiales reguladas durante la evaluacion de las especies.
Las hormonas, el fotoperiodo y la temperatura son un disparador de la respuesta

morfogenética en la propagacion masiva de plantas in vitro (Téllez, 2012).
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7.2 Efectos de los metales pesados en las plantas durante la etapa de

enraizamiento

Los brotes se subcultivaron en medio MS para la induccion de raiz y afiadi6 el metal pesado.

En la Figura 6 se muestran la longitud de los brotes.

Figura 6. Brotes para la induccion de raiz a) Agave titanota b) Dasylirion acrotriche c)Yucca
filamentosa 'y d) Opuntia ficus-indica.

*Anexo B. Presencia y/o ausencia de brote y raiz de las 41 especies.

*Anexo C. Longitud de la parte aérea de las plantas.
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Se observo el efecto toxico durante el proceso de enraizamiento de las 41 especies

establecidas expuesta a metales pesados. Las especies A. celsii, A. chiapensis, A. difformis,

A. titanota, B. recurvata, D. acrotriche, D. glaucophyllum, N. durangensis y Y. filifera no

toleraron el tratamiento con Cr, presentando un efecto grave. En la mineria, la acumulacién

de metales, provoca en las plantas, inhibicion del crecimiento, clorosis y necrosis. La

exclusion es caracteristica de especies sensibles y tolerantes a metales, y la acumulacion es

comun en especies resistentes, que se desarrollan en suelos contaminados (Prieto et al.,

2009). En el Cuadro 12 se muestran los resultados de los efectos ente la presencia de metales

pesados.

Cuadro 12. Efectos toxicos en las plantas por la presencia de los metales en el medio de

cultivo.

Familia

Asparagaceae

Control

A. bracteosa

A. celsii

A. chiapensis

A. difformis

A. funkiana

A. obscura

A. palmeri

A. peacockii

A. potatorum

A. victoria-reginae

A. salmiana

A. titanota

B. goldmanii

B. recurvata

D. acrotriche

D. glaucophyllum

N. durangensis

Y. carnerosana
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Y. filamentosa

Y. filifera

Familia Control

Cactaceae

E. ferreirianus
var lindsayi
E. knippelianus

E. (Morangaya)
pensilis
E. spinigemmatus

E. triglochidiatus

F. peninsulae

H. undatus

M. cochal

M. geometrizans

O. amyclaea

O. basilaris

O. cochenillifera

O. ficus - Indica

O. macrocentra

O. robusta

P. greggii

P. sacharosa

P. chrysacanthus

P. chichipe

S. validus

S. queretaroensis

Cd=0.005mM Cu=02mM Cr=1mM Fe=1mM Mn=1.6mM Pb=04mM Zn=0.48 mM

0: sin efecto, I: efecto minimo, I: efecto medio y I: efecto grave.

En la familia Cactaceae se observo mas del 90% sin efecto, el género Opuntia fue en el que
resistio la presencia de metales pesados en el medio de cultivo, ya que solo la especie O.
macrocentra presento efecto minimo. Estas plantas tienen gran potencial para restaurar sitios

contaminados por la mineria. La relacion de las especies y los metales pesados en el medio
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de cultivo que no presentaron dafios, sin efecto se consideran tolerantes, la planta es resistente
ante la presencia del metal pesado, lo estd bioacumulando; en efecto minimo corresponden a
ligeramente tolerantes, la planta puede absorber, transportar y concentrar el metal en sus
tejidos, manifestando toxicidad leve pero pueden recuperarse ante el estrés; en efecto medio
pertenece a moderadamente tolerantes, la planta tolera cierto grado de acumulacion, sin
manifestacion de dafio total y en las que se presentd efecto grave se consideran muy
susceptibles ante la presencia de metales pesados, mostrando sensibilidad ante el toxico y

ocurre muerte temprana (Peléez et al., 2014).

En la Figura 7 se observan algunos efectos de las especies estudiadas, entre los cuales se

destacan clorosis, necrosamiento parcial y muerte total de la planta.

Figura 7. Efectos de los metales en las especies a) Agave potatorum expuesta a Cr, b) Yucca
filifera expuesta a Cu, ¢) Echinocereus triglochidiatus expuesta Fe y d) Dasylirion acrotriche
expuesta a Pb.
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La sensibilidad ante el cromo varia debido a una diferencia de absorcion entre las especies,
la fitoxicidad provoca trastornos que afecta el crecimiento de la parte aérea y raiz, reduciendo
la productividad de las plantas (Gunsé, 1987). Las altas concentraciones de Cu y Zn afectan
negativamente a las plantas, la regeneracion in vitro disminuye, causa necrosis, se dafian los
cloroplastos e inhibicion de la biosintesis (Ahmad et al., 2014). Mna 0.4 mM y Zn a 0.12
mM vy niveles mas altos reducen significativamente el crecimiento y longitud del tallo, el
aumento de la concentracion provocod una disminucion significativa en la morfogénesis
(Gatti, 2008). En el Cuadro 13 se presenta la supervivencia de las 41 especies generadas in
vitro en los tratamientos analizados. En el tratamiento con cromo se presentaron los niveles
mas bajos de supervivencia, la especie D. glaucophyllum, fue la mas afectada por este

tratamiento, obtuvo un 5% de supervivencia.
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Cuadro 13. Supervivencia de las especies evaluadas expuestas a metales pesados en la etapa de enraizamiento.

Familia

Asparagaceae

A. bracteosa
A. celsii

A. chiapensis
A. difformis
A. funkiana
A. obscura
A. palmeri
A. peacockii
A. potatorum

A. victoria-
reginae

A. salmiana
A. titanota
B. goldmanii
B. recurvata

D. acrotriche

D. glaucophyllum

N. durangensis

Control
(%)
933 0.6
100 =0
99.3 £0.6
100 =0
99 =0
100 =0
100 =0
100 =0
98.3+2.1
100 =0

100 =0
100 =0
993 £0.6
993 £0.6
98+ 1.7

99.7x0.6

98+ 1.7

cd*

96.7 2.1
97.7+23
98.3 0.6
973=«1.5
97 1.7
98.3 0.6
973x1.2
97.7«1.5
98.3 0.6

96 = 1.7

99.7 £ 0.6

963+ 1.5

58.7 = 12.5%

60.7 = 17.5%

71.7+£9.8

78 £ 36.4

47 £ 21.7*

2+
Cu

93£5.2
99.3 0.6
90.7x1.2
933+5.8
94 1.7
96 £5.3
963 5.5
99.3 0.6
92 +10.6

97.7+1.5

963 £5.5
82.7 = 4.6*
88.7+23
90.7x1.2
7272

793 3.1

95.7+3.1

+
Cr®

78.3 = 16.1
60.3 = 35.4*
66.3 + 3.5%
70 = 10*
36.3 = 15*
85+6.2
82.7 = 4.6*
73 = 3*
50 = 5%

65 = 8.5*

89 = 9.5%
62.7 +3.1*
31.7 = 15.3*
34.3 +24.9*
17.7 + 6.8*

5= 5%

16.7 =12.6*

+
Fe?

96 5.2
97.7%1.5
98 +1.7
O SEPAL
9235
90.7 £1.2
98.7 0.6
98.3+0.6
97.7x1.5

983x1.2

97 +2
97.7+23
66.3+29.7
38.7 = 13*
76.3 £20.3

41 £ 21.5*

30.3 + 8.4*

+
Mn’

60 + 24*
963 5.5
95 1.7
96 +3
98.3x1.2
98. 7«13
972
98.7 £ 0.6
99 = 1

99.3 0.6

99.3+0.6
98 +1.7
97+ 1.7
83.3£5.8
98 1.7

933

90.7 x5

Pb**

79 = 13.5

97.7+1.5
96.7 2.1
99.3+0..6
89.7+3.5
88 +19.1

82.7 = 4.6*
94.7+4.5
99.3 0.6
98.7+ 0.6

97.7x1.2

78.3 £20.2

71.7+7.6
43.3 +26.3*

66.3 = 16.5

36.3 +12.3*

+
Zn?

77.7x13.7
97.7x1.5
97 +1.7
96.9 1.6
97.7+0.6
97 +1.7
93£5.2
97 +1.7
93.7+£9.2

97.7x1.5

973x1.2
95 £4.6
95 1.7
8834
97 +1.7

96 +3

66 = 18.7



Y. carnerosana
Y. filamentosa
Y. filifera
Familia
Cactaceae

E.  ferreirianus
var lindsayi

E. knippelianus

E.  (Morangaya)
pensilis

E. spinigemmatus
E. triglochidiatus
F. peninsulae

H. undatus

M. cochal

M. geometrizans
O. amyclaea

O. basilaris

O. cochenillifera
O. ficus - Indica
O. macrocentra

O. robusta

95.7+3.5
94 + 1.7
97 +34
Control
(%)
100 =0

983 x2.1
98.7x0.6

100 =0
993 £0.6
100+ 0
97 1.7
100 =0
93+3
100 =0
973x29
100 =0
993 £0.6
99 +0
100 =0

82 +139

84 +104

95 +1.7
cd*

99.3 0.6

88.7 £2.3*

99.3 £ 0.6

98.7x1.2
98 1.7
972=+1.1
983 x2.1
97 1.7
97.7+1.5
99.3 0.6
99+ 1
97+ 1.7
98.3+0.6
97.7x1.5

963 x2.5

76.7x17.9
76.7 3.1
60x14.6

2+
Cu

96 £5.2

88.3 £ 6.8*

98.7 0.6

94 £3.5
95 1.7
95 £4.6
94.7+23
963 x2.5
96.7 2.1
963 +3.9
953+1.2
95+ 1.7*
96 +3
96 £5.2

98+ 1.7

16.7 + 7.7*
35 + 5%
17.3 + 6.8*
cr%

63 = 8.9*

81 = 1.7*

65.3 = 13.6*

523 +8.1*
65.3 = 4*
83 + 3*
94 1.7
62 = 13.1*

833 £5.8*
97.7+1.5
71 =10.1*
98+ 1.7
93 +5.2%

913 x13.3

93.7+6.8

91«17
63.3x153
91«17

+
Fe?

82 3.5%

95 4.6

98+ 1.7

78.7 = 8.1*
82.7+233
86.3 = 8.5*
97+3.5
97 1.7
9352
98+ 1.7
95.7+0.6
97+ 1.7
97+3.4
96 +3

98+ 1.7

89.7+35
88 +7.2

89.7+1.5
Mn?*

99.3+0.6

963 «5.5

98 1.7

99.3+0.6
97.7«1.5
97 1.7
96 +3
94 1.7
94.7+2.3
94 +3.5*
96 +3
97 1.7
99.3 0.6
96.7+1.2

97+ 1.7

88.7+2.3

42 + 13.1*

27.3 + 15%
Pb**

90.3+2.5%

98+ 1.7

97 +1.7

91315
97 +1.7
92£3.5
98+ 1.7
95 1.7
95£3.5
97 +1.7
95 1.7
93 + 3*
97.7+1.5
97 +1.7

95312

55 +19.5%
7833
447 + 12.3*

+
Zn?

979 =«1.6

97+3.5

91 1.7

94 £3.5

91 1.7

94 £3.5

96 £5.2

91 1.7

95.7+3.1
91 +1.7*

97 +1.7

94 = 1.7*
90.7 +2.1*
97 +1.7

94 1.7
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P. greggii 98.3+2.1

P. sacharosa 97 = 1.7
P. chrysacanthus 97 +3.5
P. chichipe 99 0
S. validus 973 +29
S. queretaroensis 973 2.1

97515

975+23

98 +1.1

973 1.5

963 x2.5

96.7 2.1

97+ 1.7

98.7+ 0.6

97+ 1.7

963 x2.5

953 x4

973=«x1.5

73 +11.8*%
883 x11.6
79.7 £9.1*
71 =10.1*
93+3

86.3 =5.5%

87375
98+ 1.7
533 +5.8*
9235
86 +17.3

96 +3

Media + Desviacion estandar n=9. Prueba Dunnet (P < 0.05). * Indica diferencia significativa.

98 1.7
96 +3
98 1.7
94+ 1.7
427+ 32.4%

95 1.7

93£5.2

96 +3

97 +1.7

949 +33

954 =1

93 +0.1

97+3.5

94 £3.5

95 4.6

94 1.7

96 +3

97 +1.7
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En el tratamiento con cromo se presentd menor supervivencia en la familia Asparagaceae a
diferencia de la familia Cactaceae; el género Opuntia presenta hasta 98% de supervivencia.
El cromo (VI) se transfiere activamente mediante transportadores de sulfato; el cromo se
encuentra restringido a los tejidos vasculares de las raices (xilema secundario). Experimentos
realizados en plantas modelos demostraron disminucion de la biomasa, presencia de clorosis
y reduccion de la tasa fotosintética. La acumulacion de cromo es principalmente en raices

con un minimo transporte a la parte aérea (Babula et al., 2010).

7.3 Morfologia del sistema radical de las plantas de zonas aridas

propagadas in vitro

Familias como la Asparagaceae y Cactaceae presentan dos formas de raices; una es cuando
la radicula se deriva de una semilla entonces se forma una raiz tipica pivotante y la otra es
cuando la radicula se origina de una reproduccion vegetativa como la propagacion in vitro,

entonces la raiz que se forma es del tipo fasciculada superficial (Nobel, 2003).

*Anexo D. Longitud de la raiz.

A continuacion se presentan los resultados del programa imagen Java donde se calculd el
area de las raices desarrolladas en el tratamiento control y en los siete tratamientos con

metales pesados Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Pb y Zn.

Nuestro resultados mostraron que el Cu a 0.2 mM inhibi6 el proceso de enraizamiento en A.
funkiana, A. victoria-reginae, F. peninsulae, P. greggii, B. recurvata y D. glaucophyllum
(Grafica 3 y 4). En un estudio sobre el efecto toxico de Cu, caus6 dafio en arroz y trigo a una

concentracion de 10 uM (Mahmood et al., 2007).
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Grafica 3. Efecto de los metales en el desarrollo de las raices de las especies analizadas en los

tratamientos con a) Cu’*, b) Fe**, ¢) Mn*" y d) Zn*".
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En Cu, 4. bracteosa y A. difformis presentan mayor area que en el tratamiento control; en Fe,
A. bracteosa, A. chiapensis y A. difformis; en Mn, A. obscura, A. palmeri, D. glaucophyllum
y N. durangensis y en Zn, A. bracteosa, A. difformis, A. palmeri, D. glaucophyllum y N.
durangensis. En el tratamiento con Cu y Fe, B. recurvata y D. glaucophyllum no
desarrollaron raiz, en Mn B. recurvata'y D. acrotriche no formaron raiz'y en Zn, B. recurvata

no presento raiz.

En este trabajo, el Cr evaluado fue VI a una concentracion de 1 mM, el tratamiento ocasiono
la inhibicion del desarrollo en la raiz de A. bracteosa, A. difformis, A. funkiana, A. peacockii,
A. potatorum, A. victoria-reginae y A. titanota. S6lo cinco de las 20 especies evaluadas de la
familia Asparagaceae desarrollaron raiz en el tratamiento con cromo, 4. celsii, A. chiapensis,
A. obscura, A. palmeriy A. salmiana. Gonzalez-Pineda et al. (2006) evaluaron al Cr (IIT) y
Cr (VI), encontrando que el Cr (VI) fue altamente toxico para Zea mays y fue un buen

acumulador de este metal a nivel radicular hasta 97% a diferencia del Cr (III) con un 91%.
La especie A. difformis desarralld mayor area de las raices en el tratamiento con Cd y Pb que

en el tratatamiento control. En el tratamiento con plomo solo B. recurvatayy Y. carnerosana

no desarrollaron raiz (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de los metales en el desarrollo de las raices de las especies analizadas en los
tratamientos con a) Cd**, b) Cr®* y ¢) Pb*.



Laespecie A. celsii present6 raiz en todos los tratamientos, en plomo fue donde obtuvo menor

area (Figura 8).

Control Cadmio Cobre Cromo

Fierro Manganeso Plomo Zinc

Figura 8. Morfologia de las raices desarrolladas in vitro con su respectivo tratamiento de la

especie Agave celsii.
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N. durangensis no tolerd el tratamiento con cromo presentado muerte total. En cromo
presentd menor elongacion de la raiz (Figura 9). La acidez en los suelos puede llevar a un
aumento en la disponibilidad y absorcion de iones metalicos en plantas, lo que lleva a que la

planta presentan sintomas de toxicidad la epidermis de la raiz puede llegar a ser lignificada
(Balsberg, 1989).

Control Cadmio Cobre Cromo
Fierro Manganeso Plomo Zinc

Figura 9. Morfologia de las raices desarrolladas irn vitro con su respectivo tratamiento de la
especie Nolina durangensis.
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Y. filamentosa fue susceptible a Cr y Fe, presentando muerte total, en Cd no desrrollo raiz y
en Pb y Zn presentd menor desarrollo de la raiz (Figura 10). En un estudio sobre los efectos
de metales en el crecimiento de Populus tremula y P. alba, la toxicidad del Cd indujo la
perturbacion del citoesqueleto en las raices (Durand et al. 2010). El metal Cd destruye
cloroplastos y es un bioindciador de toxicidad, el Cr inhibe el crecimiento, la biomasa y la
formacion de raices (mecanismos de interferencia) y el Pb reduce el nimero de hojas y area

foliar e inhibicion de la actividad enzimatica (Bouzon et al. 2012).

Control Cadmio Cobre Cromo
Fierro Manganeso Plomo Zinc

Figura 10. Morfologia de las raices desarrolladas in vitro con su respectivo tratamiento de la

especie Yucca filamentosa.

En el tratamiento con Cu, F. peninsulae y P. greggii no desarrollaron raiz, en Fe E.
ferreirianus var lindasay y P. greggii no presentaron raiz, en Mn las 21 especies
desarrollaron raiz y en el tratamiento con Zn, E. triglochidiatus y P. greggii no formaron

raiz (Grafica 5).
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Grafica 5. Efecto de los metales en el desarrollo de las raices de las especies analizadas en los

tratamientos con a) Cu’*, b) Fe**, ¢) Mn*" y d) Zn*".
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Las especies E. spinigemmatus y E. triglochidiatus no desarrollaron raiz en el tratamiento
control pero en el tratamiento con Cu si presentan raiz, en Fe E. spinigemmatus no formo
raiz pero en el tratamiento control si, en Mn E. spinigemmatus y E. triglochidiatus
presentaron raiz pero no desarrollaron raiz en el tratamiento control, en Zn la especie E.
spinigemmatus desarrolld raiz pero en el tratamiento control no formé raiz. Nuestros
resultados coinciden con los reportados. La adiciéon de metales considerados como
micronutrientes Cu 0.05 mM y Zn 0.12 mM promovié la formacion de raices en la especie
Albizia lebbeck L. hasta una 70% (Perveen et al., 2012). La especie Aechmea blanchetiana
de la familia Bromeliaceae, estimulo el desarrollo de las raices en medio con 0.14 mM de Cu

y 0.002 mM de Zn (Giampaoli et al., 2010).

En la Gréfica 6 se muestran los resultados de los metales pesados Cd, Cr y Pb en la formacién
de raices. En el tratamiento con Cd, E. spinigemmatus, E. triglochidiatus, P. greggii y S.
validus no presentaron raiz, en Cr E. ferreirianus var lindasay, E. knippelianus, E. pensilis,
E. spinigemmatus, E. triglochidiatus, M. cochal, P. greggii, S. validus y S. queretaroensis y
finalmente en Pb, E. spinigemmatus, E. triglochidiatus y P. greggi no formaron raiz. Las
plantas que crecen en suelos contaminados por metales pesados tiene raices de menor
longitud y las raices adventicias son muy delgadas, estas modificaciones morfoldgicas se

deben a las altas concentraciones del toxico (Ashraf ef al., 2011).
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tratamientos a) Cd*", b) Cr®" y c) Pb*".
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Grafica 6. Efecto de los metales en el desarrollo de las raices de las especies analizadas en los



La especie O. amyclaea obtuvo menor elongacion en Fe y Cr. En el tratamiento con Cu se
obervan raices laterales (Figura 11). Vargas-Palominos et al. (2007) concluyeron que el metal
Pba 1.5 mM y Zn a 2 mM producen raices laterales. La toxicidad de metales puede ser
estudiada mediante la evaluacion de los efectos sobre el crecimiento de las plantas. En este
trabajo la concentracion del tratamiento con Pb fue de 0.4 mM y de Zn 0.48 mM; se observd

crecimiento de raices laterales.

Control Cadmio Cobre Cromo

E
.~

Fierro Manganeso Plomo Zinc

Figura 11. Morfologia de las raices desarrolladas in vitro con su respectivo tratamiento de la
especie Opuntia amyclaea.
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7.4. Cuantificacion de los metales pesados

De las 41 especies propagadas in vitro 14 desarrollaron raiz en todos los tratamientos A.
celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A. salmiana, A. palmeri, O. amyclaea, O. basilaris, O.
cochenillifera, O. ficus-indica, O. macrocentra, O. robusta, P. sacharosa, P. chrysacanthus
y P. chichipe, estas especies fueron seleccionadas para la cuantificacion de metales pesados

en parte aerea y raiz.
*ANEXO E. Curva de calibracion de los metales pesados.
Los resultados de concentracion de metales pesados en parte aérea y raiz de las cinco especies

de la famila Asparagaceae A. celsii, A. chiapensis, A. obscura, A. palmeri y A. salmiana se

muestran acontinuacion en la Grafica 7.

*ANEXO F. Concentracion de los metales pesados familia Asparagaceae.
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En el tratamiento con Cu y Fe las cinco especies acumularon la mayor cantidad de metal en
la raiz. En Mn, A. chiapensis, A. obscura 'y A. palmeri y en Pb A. obscura presentan mas
concentracion del metal en la parte aérea. Las plantas tolerantes acumulan y restringen el
metal en la raiz y las plantas hiperacumuladoras translocan activametne el metal a la parte
aérea. Boularbah et al. (2006), evaluaron el grado de acumulacion de metales en plantas que
se encontraban en zonas mineras, encontraron que las plantas que crecieron en el lugar, no
fueron hiperacumuladoras pero si hipertolerantes, por lo que podrian utilizarse como una
herramienta para el restablecimientos de la vegetacion, por ejemplo Ailanthusn altissima
toler6 0.05 mM de Cu, 0.4 mM de Mn y 0.12 mM de Zn, en concentraciones mas altas

afectaron la morfogénesis.

En la Gréfica 8 se muestran las concentraciones de los metales Cd, Cr y Pb en la parte aérea

y raiz de la familia Asparagaceae.
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En el tratamiento con cadmio la especie 4. chiapensis presentd mayor concentracion del
metal en la parte aérea. El cromo se acumulo en la raiz de las especies A. celsii, A. chiapensis,
A. osbcura, A. salmiana y A. palmeri. El Agave americana tiene mecanismos de exclusion
para Cr debido a que se acumula principalmente en las raices por lo que tiene un enorme
potencial de fitoestabilizacion de cromo (Ramana et al., 2016). El control de las proteinas
transportadoras presentes en las membranas celulares le permite a la planta modificar el
ingreso y limita el movimiento del metal en la planta, favoreciendo en la mayoria de los casos

su acumulacion en las raices (Azpilicueta et al., 2010).

Las especies A. celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A. salmiana y A. palmeri acumularon el
metal Pb en la raiz. El Pb se acumula mayormente en la raiz de la planta debido a que el ion
Pb>" se une fuerte al grupo carboxilo del acido galacturdnico que esta en presente en las
paredes celulares y que restringe su transporte via apoplasto (Peléez et al., 2014).

*ANEXO G. Concentracion de los metales pesados familia Cactaceae.

En la Grafica 9 se muestran los resultados de la acumulacion de metales de la familia

Cactaceae.
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En Cu, O. amyclaea, O. basilaris, O. cochenillifera, O. ficus-indica, O. macrocentra, O.
robusta, P. sacharosa, P. chrysacanthus y P. chichipe presentan mayor cantidad del metal
en raiz. En Fe, O. basilaris, P. chrysacanthus y P. chichipe acumularon el metal en mayor
concentracion en la parte aérea. En Mn, P. chrysacanthus y P. chichipe, en Zn O. basilaris y
O. ficus-indica acumularon el metal en raiz. En un estudio de transferencia de metales
pesados Cd, Cu, Cr, Pb y Zn a la cebada (Hordeum vulgare) concluyeron que las raices
desarrollan mecanismos de exclusion a altas concentraciones (Cd 0.26, Cu 24, Cr 40, Pb 90
y Zn 44 mg Kg') de metales pesados y mecanismos de retencion de metales en la raices

fendmeno definido como “root barrier”(Soriano-Disla et al., 2014).

En la Gréfica 10 se muestran los resultados de cuantificacion de Cd, Cr y Pb en parte derea

y raiz de la famila Cactaceae.
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Las nueve especies evaluadas de la familia Cactaceae O. amyclaea, O. basilaris, O.
cochenillifera, O. ficus-indica, O. macrocentra, O. robusta, P. sacharosa, P. chrysacanthus
y P. chichipe en Cd, Cr y Pb presentan mayor concentracion de los metales en la raiz. Los
mecanismos fisioldgicos en plantas consiste en el secuestro del metal en la pared celular,
reduccion de la absorcion del metal por la membrana plasmatica, la quelacion del metal en
el citosol por fitoquelatinas y el secuestro del metal en vacuolas (Gonzalez-Mendoza et al.,
2008). En Arabidopsis thaliana a una concentracion de 200 uM, el dicromato de potasio
inhibe el crecimiento de la raiz primaria. El dicromato de potasio compite con nutrientes
minerales esenciales mediante su unién a los transportadores, lo que afecta la la divisién

celular, que inhibe el crecimiento de la raiz (Ortiz-Castro et al., 2008).

Durante la evaluacion de la bioacumulacion y toxicidad del cadmio en el pasto Brachiaria
dictyoneura se observo una disminucion en el crecimiento y tamafio de hasta 65% (Arroyave
et al., 2010). El cadmio produce clorosis, afectando el crecimiento de la planta, la morfologia
y la fotosintesis (Liu et al., 2014). Los transportadores al interior de la célula son los
transportadores especificos de calcio, proteinas IRT-1 y Nramp localizada en la membrana

de la vacuola (Rodriguez et al., 2008).

En los cuadros 14 y 15 se presentan los resultados del TF y BAC de todos los tratamientos

con metales pesados.

Cuadro 14. Media del factor de translocacion (TF) y factor de bioacumlacion (BAC) para Cu,
Fe, Mn y Zn familia Asparagaceae.

Especie / Cu’* Fe* Mn** Zn*
Metal TF BAC C TF BAC C TF BAC C TF BAC C
A. celsii 004 331 F 045 347 F 097 3878 1 051 7052 F
A.chiapensis  0.02 155 F 0.07 135 F 253 3481 H 062 6644 F
A. obscura 027 11,73 F 021 822 F 1.11 3155 H 1.06 53.57 H
A. palmeri 005 897 F 0.19 554 F 147 2013 H 082 36.66 F
A. salmiana  0.08 5.13 F 025 217 F 080 31.60 F 0.44 4003 F

C: Clasificacion, F : Fitoestabilizadora, H: Hiperacumuladora, I:Indicadora.
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En Cuy Fe, las cinco especies fueron clasificadas como fitoestabilizadoras. En Mn y Zn, se
presentaron especies hiperacumuladoras. En Mn, 4. celsii fue indicadora lo que quiere decir

que la concentracion encontrada en la planta, fue similar a la afiadida al medio de cultivo.

En cadmio y cromo se clasificaron especies como fitoestabilizadora, hiperacumuladora y

exclusoras. En plomo las cinco plantas fueron exclusoras (Cuadro 15).

Cuadro 15. Media del factor de translocacion (TF) y factor de bioacumulacion (BAC) para
Cd, Cr y Pb familia Asparagaceae.

Especie / Metal cd* cr Pb**
TF BAC C TF BAC C TF BAC C
A. celsii 075 553 F 027 404 F 001 019 E
A. chiapensis 215 498 H 002 042 E 0 0 E
A. obscura 089 8278 F 0.8 255 F 010 044 E
A. palmeri 0 0 E 0 0 E 0 0 E
A. salmiana 011 8 F 038 640 F 0 0 E

C: Clasificacion, F : Fitoestabilizadora, H: Hiperacumuladora, E: Exclusora.

Las especies fueron fitoestabilizadoras y exclusoras solo A. chiapensis fue hiperacumuladora
en Cd. Las plantas tolerantes acumulan y restringen el metal en la raiz. Si el TF es mayor a
1, el potencial de la planta es de hiperacumular metales en la biomasa aérea. Las plantas que
presentan TF menor a 1, tienen potencial de fitoestabilizar metales en sus raices, si la planta

solo restringe la acumulacion a sus raices es exclusora (Hesami et al., 2018).

En los cuadros 16 y 17 se presentan los resultados del TF y BAC de todos los tratamientos

con metales pesados.
En Cu, todas las especies evaluadas fueron fitoestabilizadoras; en Fe, O. basilaris, P.

chrysacanthus y P. chichipe fueron hiperacumuladoras; en Mn, O. amyclaea y en Zn, P.

sacharosa fueron indicadoras (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Media del factor de translocacion (TF) y factor de bioacumulacion (BAC) para
Cu, Fe, Mn, Pb y Zn familia Cactaceae.

Especie / Ccu’ Fe** Mn** Zn*

Metal TF BAC C TF BAC C TF BAC C TF BAC C
O. amyclaea 030 1759 F 0.14 318 F 197 5155 1 094 5663 F
O. basilaris 035 1429 F 9.76 16.56 H 7.50 1447 H 026 1569 F
O.cochenillifera 027 16.53 F 0.18 3.93 F 174 36.69 H 1.60 111.16 H
O. ficus-indica  0.29 9.91 F 0.19 218 F 190 2540 H 046 3332 F
O. macrocentra 048 1522 F 0.72 975 F 1.09 2191 H 535 11299 H
O. robusta 035 1036 F 0.10 330 F 129 4113 H 098 5537 F
P. sacharosa 0.10 258 F 094 734 F 135 2274 H 2.68 13568 1
P.chrysacanthus 034 18.08 F 12.62 2086 H 0.07 206 F 239 5049 H
P. chichipe 027 904 F 1.18 2087 H 084 1053 F 194 1580 H

C: Clasificacion, F : Fitoestabilizadora, H: Hiperacumuladora, I:Indicadora.

Las especies se clasificaron como fitoestabilizadoras y exclusoras solo P. chrysacanthus fue

hiperacumuladora (Cuadro 17).

Cuadro 17. Media del factor de translocacion (TF) y factor de bioacumulacion (BAC) para
Cd, Cr y Pb familia Cactaceae.

Especie / Metal cd* cr Pb*
TF BAC C TF BAC C TF BAC C
0. amyclaea 0.13 2728 F 034 548 F 001 024 E
O. basilaris 002 258 F 027 516 F 0 0 E
0. cochenillifera 0 0 E 016 201 F 009 178 F
O. ficus-indica 0 0 E 0 0 E 042 536 F
0. macrocentra 006 2752 F 031 18 F 007 050 E
0. robusta 0 0 E 005 043 E 022 465 F
P. sacharosa 058 543 F 046 158 F 007 156 F
P.chrysacanthus 104 2636 H 012 287 F 022 148 F
P. chichipe 047 264 F 068 496 F 002 028 E

C. Clasificacion, F : Fitoestabilizadora, H: Hiperacumuladora, E: Exclusora
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El Cd es capturado por las células de las raices, se une a la pared celular epidérmica y es
transportado por intercambio i6nico a la parte aérea (Pernia ef al., 2008). La absorcién de Cu
es a través de la epidermis de la raiz, el movimiento de los iones de la epidermis a la
endodermis radicular es apoplastica (Leén y Sepulveda-Jiménez, 2012). El Cr®" entra en las
raices de las plantas por transporte activo. Tiene alto poder téxico lo que produce
desnaturalizacion de proteinas, alteraciones nutricionales y afecta el crecimiento radicular
(Giardina et al., 2012). El Fe se absorbe por las raices y se transporta a la parte aérea por
transpiracion, exceso de Fe provoca radicales libres que dafan las estructuras de las células.
La entrada del Mn es por la raiz y es transportado a apoplasto. Las raices que presentan
toxicidad por Mn son de color marrén (Gill, 2014). El ion Pb traspasa la membrana
plasmatica de la epidermis y el cortex de las raices y se une fuertemente a los grupos
carboxilo del acido galacturonico que esta en paredes celulares y restringe su transporte via
apoplasto lo que hace se acumule mayormente en raices (Pelaez et al., 2014). El Zn entra por
las raices, la toxicidad limita el crecimiento de la parte aérea y raiz. Provoca deficiencia de

fosforo (color rojo o violeta en las hojas) (Gill, 2014) (Figura 12).

4) Distribucidn en tejidos

«—— 3) Trafico y secuestro intracelular

1) Absorcién y secuestro de los

metales \

_, MembranCu— COMP1 cd** Cr&*  Pb?+
FeTRT  zn—Hma4
7n Cd—FDR3 Cu? Fe?- Mn2- Zn2*

Vacuola Fe - A
Cd—Z|P/' Mn— NIP ' o pp———

Pared

Figura 12. Distribucion de los metales pesados en plantas
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Mecanismos en plantas ante la presencia de metales pesados (Barceld y Poschenrieder, 1992;

Gonzalez-Mendoza et al., 2008; Prieto et al., 2009):

1) Mecanismos de absorcion, transporte y acumulacion de los metales por la planta.

La raiz es el organo prioritario de entrada y acumulacion de metales pesados. Se ha
demostrado la compartimentacion en vacuola y pared celular. La via del apoplasto transporta
sustancias diversas como sales minerales, es el primer filtro de difusion y de regulacion en la
endodermis.

2) Mecanismos primarios de su toxicidad a nivel molecular, celular y subcelular.

La célula presenta numerosos lugares de accion primaria, como la membrana
(transportadores y sistemas de bomba), el ntcleo y la pared celular. Se presentan efectos
toxicos primarios relacionados con la ithibicion del crecimiento (principales posibilidades de
toxicidad) disminucion de la integridad de las membranas, efectos en el citoplasma y en los
organulos y en la pared celular.

3) Mecanismos secundarios de interferencia con los procesos funcionales de las plantas.
Sintomas visibles de fitotoxicidad por metales pesados como reduccion del crecimiento,
sobre todo en raices, clorosis y necrosis en hojas, senescencia y abscision. Sintoma mas
caracteristico de la toxicidad, es la reduccion de la raiz, debio a los procesos fisiologicos
modificados. Desequilibro entre el balance de los nutrientes.

4) Mecanismos de respuesta homeostatica.

Los mecanismos metabolicos y hormonales en las plantas contrarrestan la toxicidad y actiian
anivel celular e intercelular. Para los metales pesados la toxicidad inicia en la raiz y en menos
concentracion en las hojas (mecanismo de secuestro e inactivacion en el citosol).

5) Mecanismos de resistencia frente al metal pesado.

Las plantas excluyen el metal o toleran el metal. Los principales mecanismos de resistencia
o tolerancia son: 1) Retencion del metal en la raiz o vias de conduccion, 2) Inmovilizacién
del metal en la pared celular, 3) Inmovilizacion en vacuolas, 4) La planta forma compuestos
que secuestran e inactivan los metales toxicos y 5) Tolerancia a los metales de los sistemas

enzimaticos (Fitoquelatinas ante presencia de metales pesados).
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Las especies A. celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A. salmiana, A. palmeri, O. amyclaea, O.
basilaris, O. cochenillifera, O. ficus-indica, O. macrocentra, O. robusta, P. sacharosa, P.
chrysacanthus y P. chichipe tienen uso potencial para restaurar zonas contaminadas por
metales pesados. La ecologia de la restauracion es una disciplina que recién comienza.
Existen diferentes tipos de modelos de restauracion, dependiendo el agente, el tipo y el nivel
de degradacion. Para las zonas afectadas por las actividades mineras se utiliza “la sustitucién
de un ecosistema totalmente destruido” donde se recupera el ecosistema al menos

parcialmente, en funcionalidad y estructura (Navarro et al., 2017).

*ANEXO H. Aceptacion Articulo.
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8. CONCLUSIONES

En la etapa de propagacion in vitro, se desarrollaron y probaron los diferentes protocolos
para la propagacion masiva de las plantas de zonas aridas de la familia Asparagaceae y

Cactaceae.

En la etapa de enraizamiento fueron 14 especies de las 41 evaluadas, las que desarrollaron
raiz en todos los tratamientos con metales pesados A. celsii, A. chiapensis, A. osbcura, A.
salmiana, A. palmeri, O. amyclaea, O. basilaris, O. cochenillifera, O. ficus-indica, O.

macrocentra, O. robusta, P. sacharosa, P. chrysacanthus y P. chichipe.

En presencia del metal cromo las especies evaluadas presentaron efectos medios y grave,
obtendiendo porcentajse bajos de superviviencia. Los géneros Agave y Opuntia fueron

tolerantes a los tratamientos con metales pesados.

Con base a los resultados obtenidos, se clasificaron las plantas en fitoestabilizadoras,
exclusoras, hiperacumuladoras e indicadoras. Las plantas fitoestabilizadoras y exclusoras se
recomiendan para establecer programas de restauracion de suelos de sitios contaminados con
metales pesados; las plantas hiperacumuladoras e indicadoras presentarian buenos resultados
en programas de remediacion de suelos contaminados con metales pesados debido a sus

caracteristicas.

Finalmente es relevante resaltar que los resultados de este trabajo de investigacion son muy
importantes, no solo para programas de restauracion y remediacion, sino para programas de
rescate, conservacion y replantacion de especies de zonas aridas amenazadas y/o en peligro

de extincion.
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ANEXO A. Resultados de brotacion etapa de multiplicacion

10.ANEXOS

Cuadro A. Promedio del nimero de brotes por explante y longitud

Longitud del brote

Especie

1. Agave bracteosa

2. Agave celsii

3. Agave chiapensis

4. Agave difformis

5. Agave funkiana

6. Agave obscura

7. Agave palmeri

8. Agave peacockii

9. Agave potatorum

10. Agave victoria-reginae
11. Agave salmiana

12. Agave titanota

13. Beaucarnea goldmanii
14. Beaucarnea recurvata
15. Dasylirion acrotriche
16.Dasylirion
glaucophyllum

17. Nolina durangensis
18. Yucca carnerosana
19.Yucca filamentosa

20. Yucca filifera

21. Echinocereus
ferreirianus var lindsayi
22. Echinocereus
knippelianus

23. Echinocereus
(Morangaya) pensilis
24. Echinocereus
spinigemmatus

25. Echinocereus
triglochidiatus

Numero de brotes por

explante

Familia Asparagacea
2.6« 1°
3.6 0.6
2.8+0.5
23=+03
38«13
44+0.5
1.8 0.5
23=1.1
2.7+0.5
3.1x0.5
3.5+0.9
277+04

5+14
5.7x1.6
47+1.4
44 +0.6

5.6 0.5
3506
4.1 £0.7
43 x0.5
Familia Cactaceae

21x03
3507
23x03
32+1.1

5.1+0.1

(cm)

2505
39+0.6
3506

2+0.1
28=x0.5
3512
21x03

2+0.6

3+0.8
3409
4.1x0.8
32+0.5
73+09
6.6 0.6
85+0.5
7.8+0.9

85+0.5
7404
7.2+0.5
73+04

31+0.3
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26.
27.
28.
29.

Ferocactus peninsulae
Hylocereus undatus
Myrtillocactus cochal
Myrtillocactus

geometrizans

30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

Opuntia amyclaea
Opuntia basilaris
Opuntia cochenillifera
Opuntia ficus - Indica
Opuntia macrocentra
Opuntia robusta
Peniocereus greggii
Pereskia sacharosa
Pilosocereus

chrysacanthus

Si
40.
41.

Polaskia chichipe
Selenicereus validus
Stenocereus

queretaroensis
a = media b = Desviacién estandarn = 16

Familia

2+x04
6.6x1.2
22=x05
2.1+ 0.1

43x1.2

64«1
5.8+x0.7
3.7+x1.1
3.6x0.9
3.8+x0.8
25204
2403
28x04

3+0.2
53x12
28 =1.1

21x03
3+0.8
23=x0.5
2.1x0.2

34+0.5
33+0.6
32+0.5
4.1x0.7
27x0.5

3+0.8
29x0.6
29x0.6
21x03

2+0.7
22=x05
2.7x0.6

ANEXO B. Presencia y/o ausencia de brote y raiz en las 41 especies.

Cuadro B. Presencia y/o ausencia de brote y de raiz

Control Cd

Agavaceae

Especies

1. Agave

Brote  Raiz  Brote  Raiz

+
n
m
m

bracteosa

2. Agave celsii 4

3. Agave
chiapensis
4. Agave
difformis
5. Agave
Sfunkiana
6. Agave
obscura
7. Agave
palmeri
8. Agave
peacockii
9. Agave

+
+
+

+ o+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+ o+ o+

potatorum

Cu

Brote

+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

Raiz

+

+ o+ o+ o+

Cr

Brote

+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

Fe

Raiz Brote Raiz
= + +
+ |+ +
+ |+ +
- + +
- + +
+ |+ +
+ |+ +
- + -
- + +

Mn
Brote Raiz
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

Pb

Brote

+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

Zn

Raiz  Brote  Raiz

+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+
+

+
+

+ o+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+ o+ o+
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10. Agave
victoria-
reginae

11. Agave
salmiana

12. Agave
titanota

13.
Beaucarnea
goldmanii

14.
Beaucarnea
recurvata

15. Dasylirion
acrotriche
16.Dasylirion
glaucophyllum
17. Nolina
durangensis
18. Yucca
carnerosana
19.Yucca
filamentosa
20. Yucca
filifera

Familia

Cactaceae

Especies

21.
Echinocereus
ferreirianus
var lindsayi
22.
Echinocereus
knippelianus
23.
Echinocereus
(Morangaya)
pensilis

24.
Echinocereus
spinigemmatus
25.
Echinocereus
triglochidiatus
26. Ferocactus
peninsulae

27. Hylocereus
undatus

28.
Mpyrtillocactus
cochal

29.
Mpyrtillocactus
geometrizans
30. Opuntia
amyclaea

31. Opuntia
basilaris

32. Opuntia
cochenillifera
33. Opuntia
ficus - Indica

+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
Control
Brote = Raiz
+ o+
+ o+
+ o+
—+ &
+ E
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ o+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+

+ o+ o+ o+

+

+

Cd

Brote

+

+ o+ o+ o+

Raiz

+

+ o+ o+ o+

+

+

Brote

+

Raiz

+

Brote = Raiz

+ -

+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
—+ -
+ 4+
+ =
+ o+
—+ -
+ &
+ 4+
Fe
Brote = Raiz
+ -
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
=+ -
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+

+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
—+ -
—+ -
+ 4+
+ o+
—+ 5
+ 4+
+ 4+
Mn
Brote = Raiz
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+

+ o+ o+ o+

+

+

Pb

Brote

+

Raiz

+

+ o+ o+ o+

+

+

Zn

Brote

+

+ o+ o+ o+

+

+

Raiz

+
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34. Opuntia
macrocentra
35. Opuntia
robusta

36.
Peniocereus
greggii

37. Pereskia
sacharosa

38.
Pilosocereus
chrysacanthus
39. Polaskia
chichipe

40.
Selenicereus
validus

41.
Stenocereus
queretaroensis

+

+

+ 4+
+ o+
+ _
+ 4+
+ 4+
+ 4+
+ _
+ 4+

(+ )= Presente (- )= Ausente n=9

+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ o+
+ o+
+ 4+
+ o+

+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ o+
+ o+
+ _
o _

+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ 4+

+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ 4+

+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ 4+

ANEXO C. Longitud de la parte aérea de las plantulas.

+ o+
+ o+
+ _
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+
+ o+

Cuadro C. Longitud (cm) de la parte aérea de las plantulas expuestas a los tratamientos

Agavaceae

1. Agave
bracteosa

2. Agave celsii

3. Agave
chiapensis

4. Agave
difformis

5. Agave funkiana

6. Agave obscura

7. Agave palmeri

8. Agave
peacockii

9. Agave
potatorum

10. Agave
victoria-reginae
11. Agave
salmiana

12. Agave
titanota

13. Beaucarnea
goldmanii

14. Beaucarnea
recurvata

Control

5.6" +
0.8°
5804
53206

33+0.6

2.8+03
62+03
34x05

24x05
4.7+0.6
33+0.6
6.7x0.6
3.4+ 0.5

7.2+0.7

62+03

control y con metales pesados.

Cd

26+05

35+0.5
32+03

3.7+0.5

2.7+0.6
5.8+x04
2 £1.6

22x02

57+0.6

23+05

44+09

3207

3.8=+1.1

5+09

Cu

32+1.6

58+0.3
3.3 0.6
23+05
29+0.2
3505
2.5 *
0.5

22+03

47=+1.5

Cr

23+03

2+14
29+04

21x02

23+04
22+03
24x05

23+05

21x02

23+04

33+0.6

28+03

24x22

47+04

Fe

2.7+0.5

3.6x0.7
3x0.2

23+05

27+04
2.7+0.6
302

22+03

32+03

32+03

3.8+05

39+£03

35+2.1

6.5+0.5

22x02

e 23 157
69+04

24+x0.8

5.1+0.5
3.5+ 0.5
2.8x0.4

3.8+0.7

57+1.6

33+0.6

55+0.9

29x02

5208

7.6 0.5

Pb

2.1+0.1

3605
29+02
23+0.6
24x05
3.8x04
2405

41+1.6

3.1+02
33+0.6

26x09

53+0.6
3+1
2.5+0.5

33x0.6
6.1x0.2
3.8+0.8
53=+0.1
28+0.3

57+05

64+04
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15. Dasylirion
acrotriche
16.Dasylirion
glaucophyllum
17. Nolina
durangensis
18. Yucca
carnerosana
19.Yucca
filamentosa
20. Yucca filifera

Cactaceae

21. Echinocereus
ferreirianus var
lindsayi

22. Echinocereus
knippelianus

23. Echinocereus
(Morangaya)
pensilis

24. Echinocereus
spinigemmatus
25. Echinocereus
triglochidiatus
26. Ferocactus
peninsulae

27. Hylocereus
undatus

28.
Mpyrtillocactus
cochal

29.
Mpyrtillocactus
geometrizans

30. Opuntia
amyclaea

31. Opuntia
basilaris

32. Opuntia
cochenillifera
33. Opuntia ficus
- Indica

34. Opuntia
macrocentra

35. Opuntia
robusta

36. Peniocereus
greggii

37. Pereskia
sacharosa

38. Pilosocereus
chrysacanthus
39. Polaskia
chichipe

40. Selenicereus
validus

41. Stenocereus
queretaroensis

73=+15

88+0.3

84+0.5

7.4+0.5

7.3x0.6

Control

25x02

36x03

23+03

45+0.5

32 03

2.7+0.6

32+03

2.5+0.5

24x0.6

53+0.6

35+09

5.7+0.6

5.1=l.1

32+02

4.7+0.6

22x02

43+0.6

2604

22+03

2.7+0.6

23+02

49+1

47+23

34x22

43=x2.1

41=+09

52=+0.7
Cd

2.1+0.1

28+04

21+03

2.5+0.5

24x05

24x04

26+03

2.5+0.5

28+04

53+0.6

33+05

2.8+03

3.8+0.2

2.7+0.5

29+03

2.7+0.6

33+05

22+03

24x04

2.7+0.6

22+03

a=media b = Desviacion estandar n =9

62=x14

6.5+0.5

6.1x0.2

48=+03

49+ 1.1

33+1.2
Cu

2.7+0.6

2.8+03

2.1+0.1

26+0.8

23+04

3504

3104

22x03

1.9+0.2

2.8x0.2

35+0.5

23+02

2907

2.7+0.6

32+03

2.5+0.5

2.7+0.6

22+03

2.1=x1

0.8+1.5

34+05

33+0.6

1.7x12

21x02

22+03

21x02

22+03

22+0.2

23+04

3.1+0.2

2.1 0.2+

22+02

2.5+0.5

23+03

32x02

3.7+0.5

24x05

22+03

3.6=x1.5

22+03

5312

3522

27+1.2

3111

54+1.2

32x08
Fe

22x03

24x05

21x02

22+03

23+05

22x02

23+0.6

2903

24x05

2.7+ 0.6

2.5+0.9

22+03

32+08

24x04

32+08

22+03

6.2+0.7

57+0.6

47=1.1

47=+1.5

62+03

48=13

35+0.5

3.8+x03

22+03

33+02

5.7+0.6

23+02

39+0.8

27+1.2

3.1+0.1

45+ 0.5

43=x2.1

5.8+0.8

6.3 x0.6

5.8+0.8

5.7+0.6

33=x1.5

57+0.6

23+05

21x02

33+0.6

21x03

2.1+0.1

6.4+0.38

57+0.6

3.1 £0.2
Pb

28+03

35+09

22x03

2.5+0.5

23+0.6

2.1x02

26+05

2.1+0.1

27+04

44=+0.5

23+02

24+04

35+0.5

24x05

3.5+0.5

32x02

45+0.5

2.1+0.1

22+03

23+04

27+04

6.7+0.6
6.5+0.5
53x27
29+0.9
4312

32+03

3404

41=1.1

21x02

2306
28=1.1
2306
3.8+0.3

24x05

4.1=0.1
22+03
29+0.2
2.1+0.1
21+03
2712

2.1+0.1
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Familia
Agavaceae

1. Agave bracteosa
2. Agave celsii

3. Agave chiapensis
4. Agave difformis
5. Agave funkiana
6. Agave obscura

7. Agave palmeri

8. Agave peacockii
9. Agave potatorum

10. Agave victoria-
reginae
11. Agave salmiana

12. Agave titanota

Familia
Asparagaceae
13. Yucca
carnerosana
14.Yucca filamentosa

15. Yucca filifera
Familia
Cactaceae

16. Echinocereus
ferreirianus var
lindsayi

17. Echinocereus
knippelianus

18. Echinocereus
(Morangaya) pensilis
19. Echinocereus
spinigemmatus

20. Echinocereus
triglochidiatus

21. Ferocactus
peninsulae

22. Hylocereus
undatus

23. Myrtillocactus
cochal

24. Myrtillocactus
geometrizans

25. Opuntia amyclaea

26. Opuntia basilaris

Cuadro D. Longitud de la raiz de las 41 especies evaluadas

Control

12.1+1.9
11.1=1.1
5803

10.5+0.5
12712
73+0.6
11.3£3.8
83+0.6
83+0.6
2203

4908
7505

Control
121+0.5

8303
11.3+1.3

Control

22+03

39+0.1
4203
2203
1.6x04

7.9+04
44+0.6

ANEXO D. Longitud de la raiz.

Cd

4513
81=1.9
28=+0.3
72x1
11.5=1.5
6.1=1
543
28+0.7
5.8+0.7
1.8+0.3
32+03
0

Cd

6.4+0.5

0
3203

Cd

2.1+0.1

1.5+£0.3

4.8+0.8
35+0.5

Cu

5.1+ 02
3203
108

48«15

3.1+0.1
3203
0.6+0.5
4.1x0.1

3302
2203

1.1+0.1

1202
2202
0.8+0.3

3.8+0.6

Cr

0
83+0.2
2602

1.1+0.1
07+13

Cr

0.5+0.5

35204
3.1+0.1

Fe

8+0.2
7.1+0.2
8+0.1
7x0.1
49 +0.1
0.9+0.1
33+0.6

59+0.1
0.5+0.1

09+0.1
39+0.1

Fe

3703

Fe

1.1+0.1
09+0.1

09+0.1

0.4+04

0.5+0.1
0.5+0.1

Mn

5.1 0.1
6=+0.1
4+0.1
3+0.1
6=+0.1
10.6 + 0.5
8.7+29
2+0.1
7x0.1
2+0.1

3x0.1
5+0.1

6.4+0.1
8403

12+03

1.6+0.2
1.6+0.2
3.1+0.1
1.1+0.1
1.9+0.1
2.1+0.1
0.5+0.1
9303

5102
8x0.1

Pb

5102
1.1+£0.2
41+0.2
8.9+0.1
10.3+0.8
4.1+0.6
3.1+ 0.9
2.1+0.1
28+03
25+0.7

0.7+0.1
3.1+0.1

Pb

3£0.1
6.4+0.3

Pb

2203

0903

3.1+0.2
3.7+x04

Zn

6.9=0.1
10.8+0.3
5£0.1
82=+0.8
7x0.1
52=+0.2
73 +0.6
3102
6.8+0.2
2.1+0.1

3.1+0.1
41x0.2

Zn

7.7+0.3

35+x04
8703

Zn

0.6+0.2

1.1+0.6

3302
39+0.1
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27. Opuntia
cochenillifera

28. Opuntia ficus -
Indica

29. Opuntia
macrocentra

30. Opuntia robusta

31. Peniocereus
greggii

32. Pereskia
sacharosa

33. Pilosocereus
chrysacanthus

34. Polaskia chichipe

35. Selenicereus
validus

36. Stenocereus
queretaroensis

Familia
Nolinaceae

37. Beaucarnea
goldmanii

38. Beaucarnea
recurvata

39. Dasylirion
acrotriche

40. Dasylirion
glaucophyllum
41. Nolina
durangensis

a = media b = Desviacion estandar n =9

8.8+0.8

103 £1
3404

9303
3203

2404
1404

6=+1.7

Control

143 1.5

6.5+0.5

23+0.6

4605

31+03

0.7+0.3
2203
2203

1303

0.8 0.7
12+03

12+03
0.5+0.2

0.8+0.3

Cu

5202

152=+1.1

0

2303

Cr

10.8 £0.8

0

20.8+0.8

8.1+0.1

0.6+0.1

3302

1.4+0.1

3.1+0.2
19+13

6.9+0.1

11.5£0.5

0

0

11.9+1.6

132£0.8

3102
1.6+0.2

1.8+0.3
0.6+0.1

2409

Pb

7.8+0.2
09+0.1

09 =0.1
59+0.1

1405

Zn

133+1.2
0
8.8+0.2
133+0.6

59+0.1
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Cd

Grafica 1E.

Cu

Absorbancia

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8

Absorbancia

0.6
0.4
0.2

ANEXO E. Curva de calibracion de los metales pesados.

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Curva de calibracion cadmio

y =2.2727x
R?Z=1

0.1 0.2 0.3 0.4

Concentracién mg/L

0.5

Curva de calibracion del metal Cd para la cuantificacion de metales pesados

Curva de calibracion cobre

0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracién mg/L

y = 5.6934x
R?=0.99999

0.3

Grafica 2E. Curva de calibracion del metal Cu para la cuantificacion de metales pesados
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Cr

Absorbancia

Grifica 3E.

Fe

Absorbancia

Grafica 4E.

Curva de calibracion cromo

6

5 ..®

4 e

c —

2 e y =17.725x + 0.0061
......... R2=1

1 T

o
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentracién mg/L
Curva de calibracion del metal Cr para la cuantificacion de metales pesados

Curva de calibracion fierro
3.5

2.5

15 y = 9.0909x

R?=1

0.5 L4

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Concentracién mg/L

Curva de calibracion del metal Fe para la cuantificacion de metales pesados
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Pb

Curva de calibracion manganeso

0.7
0.6 .
0.5 :

o4

03 . y =3.6356x + 1E-04
0.2 RZ=1

Absorbancia

0.1 .
[ 2

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18

Concentracién mg/L

Grafica SE. Curva de calibracion del metal Fe para la cuantificacion de metales pesado

Curva de calibracion plomo
12

10 ..

y =40.916x + 0.0213

Absorbancia
[e)]

4 ..
R?=0.99999
2 e
o
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracion mg/L

Grafica 6E. Curva de calibracion del metal Pb para la cuantificacion de metales pesados
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/n

Absorbancia

Grafica 7E.

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0.1

Curva de calibracion zinc

0.2

0.3

Concentracién mg/L

0.4

R?Z=1

y =1.3623x + 0.0007

0.5

0.6

Curva de calibracion del metal Pb para la cuantificacion de metales pesados
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ANEXO F. Concentracion de los metales pesados familia Asparagaceae

Concentracioén de metales pesados

Tratamientos Cu

mg kg'1

Especies Brote Raiz Brote
1. A. celsii 39.82 887.32  191.11
2. 4. 18.56  1044.93 74.45
chiapensis

3. A. osbcura 140.77 513.42  452.39
4. A. palmeri 107.64 222092 305.01
5. 4. salmiana  61.61 750.74 119.72

Fe

Raiz
420.40
997.09

2120.77
1569.64
468.55

Mn

Brote
3374.29
3028.57

2745.54
1751.82
2749.38

Raiz
3489.93
1196.58

2455.09
1194.69
3446.41

Zn

Brote
2186.15
2059.92

1660.71
1136.62
1241.09

Raiz
4263.16
3327.27

1573.77
1392.31
2824.43

Cu =12 mg kg Fe= 55 mg kg Mn= 87 mg kg y Zn= 31 mg kg ' de concentracién en el medio de cultivo.

Tratamientos

mg kg'1

Especies Brote
1. A. celsii 27.65
2. A. chiapensis 24.93
3. A. osbcura 41.39
4. A. palmeri 0
5. A. salmiana 4

Cd

Raiz
36.96
11.59
46.38
9.45
36.52

Brote
416.99
43.83
263.01
0
659.30

Cr Pb
Raiz Brote Raiz
1541.58  16.15 1129.22
1942.5 0 487.34
1482.91  36.61 364.12
114543 0 319.74
1721.16 0 450.42

Cd=0.5 mg kg Cr= 103 mg kg Pb= 82 mg kg de concentracion en el medio de cultivo.
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Se calcul6 el factor de bioconcentracion de la raiz

Especies
1. A. celsii
2. A. chiapensis
3. A. osbcura
4. A. palmeri

5. A. salmiana

Cu

73.94
87.07
42.78
185.07
62.56

Factor de bioconcentracion de la raiz

Fe
7.64
18.12
38.55
28.53
8.51

Mn

40.11

39.61

Zn

137.52
107.33

4491
91.11

Cd
73.92

92.76

73.04

*ANEXO G. Concentracion de metales pesados familia Cactaceae

Tratamientos
mg kg
Especies

1. O. amyclaea

2. O. basilaris

3. O. cochenillifera
4. O. ficus-indica
5. O. macrocentra

6. O. robusta
7. P. sacharosa

8. P. chrysacanthus
9. P. chichipe

Brote

211.11
171.55

198.45
119
182.70
124.41

31.06

217
108.51

Concentracioén de metales pesados

Cu

Raiz

702.80
480

732.60
403.74
377.59
348.27

294.42

625.42
395.90

Brote

175.14
910.80

216.67
120.24
536.64
181.91

404.09

1147.47
1148

Fe

Raiz

1185.45
93.26

1170.97
606.70
743.02
1747.09

429.313

90.91
965.88

Mn
Brote Raiz
448549  2276.78
1259.65  167.87
3192.51  1831.39
2210.03  1162.79
1906.47  1748.47
3578.84  2773.59
1978.57  1464.68

180 2295.36
916.94  1090.24

Cr
14.97
18.85
14.39

16.71

Zn

Brote

1755.81
486.67

3446.22
1033.07
3502.91
1716.69

4206.13

1565.49
489.99

Pb

Raiz

1858.69
1867.32

2143.82
224436
653.85
1736.84

1566.34

653.85
252.41

Cu =12 mg kg Fe= 55 mg kg”' Mn= 87 mg kg y Zn=31mg kg de concentracién en el medio de cultivo.
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Tratamientos
mg kg’
Especies

1. O. amyclaea

2. O. basilaris

3. O. cochenillifera
4. O. ficus-indica
5. O. macrocentra

6. O. robusta
7. P. sacharosa

8. P. chrysacanthus
9. P. chichipe

Brote
13.64

1.29

13.76
0

27.15

13.18
1.32

Cd

Raiz

103.73
63.46

18.18
222.11
204.42

87.42

46.17

12.59
2.77

Brote
564.55

531.89

207.5
0
188.20
4434

163.61

296.43
511.51

Cr

Raiz

1650.91
1911.83

1244.48
1491.71
597.07
823.40

350.20

2304.98
751.91

Pb

Brote

20.04

0

146.34
439.72
41.23

381.36

128.23

121.50
23.65

Cd=0.5 mg kg Cr =103 mg kg Pb= 82 mg kg de concentracion en el medio de cultivo.

Se calcul6 el factor de bioconcentracion de la raiz

Especies
1. O. amyclaea
2. O. basilaris
3. O. cochenillifera
4. O. ficus-indica
5. O. macrocentra
6. O. robusta
7. P. sacharosa
8. P. chrysacanthus

9. P. chichipe

Cu
58.56
40
61.05
33.64
31.46
29.02
24.53
52.11
32.99

Factor de bioconcentracion de la raiz

Fe
21.55

21.29
11.03
13.50
31.76
7.80

Mn

26.38
12.53

Zn

56.63

60.23

72.39

56.02

Cd Cr
207.46  16.02
126.92  18.56

- 12.08
408.84 5.79
92.34 34

- 22.37
5.54 7.3

Raiz

1359.54
254.49

1611.87
1027.97
583.03

1694.21

1798.21

539.79
921.98

Pb

19.65
12.53

20.66
21.92
6.58
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ANEXO H. Especies testigos imagenes.

Agave palmeri

Opuntia

cochenillifera

Opuntia Opuntia robusta Pereskia sacharosa

macrocentra

Pilosocereus Polaskia chichipe

chrysacanthus
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