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RESUMEN

Estudios en cultivos in vitro indican que Prosopis laevigata (Humb & Bonpl. Ex Willd) M. C.
Johnst. puede ser considerada como una especie potencialmente hiperacumuladora de cromo
(Cr) y plomo (Pb). En este trabajo se presenta un protocolo para el establecimiento de un
cultivo de células en suspension de P. laevigata, con el objetivo de evaluar el efecto del Cr(VI)
y Pb(ll) sobre el crecimiento, y su acumulaciéon en los cultivos celulares, asi como, la
competencia del Cr(VI) y Pb(ll) por los transportadores de Mn(ll) y Zn(ll), respectivamente. Los
callos fueron inducidos a partir de cotiledones de 15 dias de edad cultivados en medio
Murashige y Skoog adicionado con 1.5 mg L' de &cido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y 1.0
mg L* de cinetina (KIN). La cinética de crecimiento, de las células en suspension cultivadas
en ausencia de metales pesados (MP), presentaron una velocidad especifica de crecimiento
(1) de 0.0491dy tiempo de duplicacion (tq) de 14.1 d, con una viabilidad del 80%. Mientras
que los cultivos en suspension suplementados con 1.0 mM de Cr(VI) o Pb(ll) mostraron una p
y tas de 0.0633 d?, 10.94 d para el Cr(VI), y 0.0620 d?, 11.17 d para el Pb(ll), respectivamente.
Para evaluar el crecimiento celular y la acumulacion de MP se realizaron bioensayos usando
concentraciones desde 0.0 a 3.0 mM de Cr(VI) o Pb(ll). Las células cultivadas con 1.0 mM de
Cr(VI) mostraron un crecimiento relativo (CR) significativamente mayor (122%) que el control
(100%); en contraste, las células cultivadas con 2.0 y 3.0 mM de Cr(VI) tuvieron menor CR
(81% y 58%, respectivamente) comparado con el control. Por otra parte, las células cultivadas
con 1.0 mM de Pb(ll) no presentaron diferencias significativas en el CR con respecto al control,
mientras que en los tratamientos con 2.0 y 3.0 mM de Pb(ll), el CR (81% y 70%,
respectivamente) fue significativamente menor que el control (100%). Con relacion a la
acumulacion de MP en las células en suspension de P. laevigata, se observé una mayor
acumulacién de Pb (14,086-30,079 mg Pb Kg* peso seco (PS)) que Cr (2379-7194 mg Kg™*
PS). Ademas, se observé que al incrementar la concentracién de ambos metales en el medio
de cultivo, también se increment6 la acumulacion de Cr o Pb en la biomasa. Para determinar
la competencia del Cr(VI) por los transportadores de Mn(ll) se realiz6 un bioensayo con
Cr(VD/Mn(ll) (0.0, 0.5 y 1.0 mM), en los cuales, se observd que las células presentaron un
crecimiento relativo del 83-98% en todas las concentraciones y combinaciones de Cr(VI) y
Mn(ll). Cuando el Cr(VI) fue adicionado al medio con o sin Mn(ll), las células mostraron mayor
eficiencia de acumulacién para el metal no esencial (Cr) sobre el metal esencial (Mn). Para

determinar la competencia del Pb(ll) por los transportadores de Zn(ll) se realizé un bioensayo
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con Pb(ll)/zn(ll) (0.0, 0.5 y 1.0 mM), en donde se observé que las células presentaron un
crecimiento relativo del 63-98% en todas las concentraciones y combinaciones de Pb(ll) y
Zn(Il). Ademas, cuando el Pb(ll) fue adicionado al medio con o sin Zn(ll), las células mostraron
mayor eficiencia de acumulacion para el metal no esencial (Pb) sobre el metal esencial (Zn)
(valores del factor de bioconcentracion (FBC) para Pb >> valores de FBC para zinc; 2-33
veces). Las imagenes de las células observadas con microscopia electrénica de barrido
evidenciaron la acumulacién del Cr y Pb en la pared celular. Estos resultados proporcionan
informacion sobre los mecanismos de tolerancia y acumulacion de Cr y Pb que se llevan a
cabo en P. laevigata

Palabras clave: Prosopis laevigata, cromo, manganeso, plomo, zinc, transporte competitivo,

bioacumulacion, fitorremediacion.
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ABSTRACT

In vitro studies indicate that Prosopis laevigata (Humb & Bonpl. Ex Willd) M. C. Johnst can be
considered a potential hyperaccumulator of chromium (Cr) and lead (Pb). This paper presents
a protocol for the establishment of Prosopis laevigata cell suspension culture with the aim of
determining the effect of Cr(VI) and Pb(ll) on the growth and accumulation in P. laevigata, well
as, the competition of Cr(VI) and Pb(ll) by Mn(ll) and Zn(ll) transporters, respectively. The
callus used for this purpose were obtained from cotyledons of 15 days, cultured on Murashige
and Skoog medium supplemented with 2,4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4 -D, 1.5 mg L™)
and kinetin (KIN, 1.0 mg L*). The growth kinetics of cultured cells in suspension in the absence
of MP showed a specific growth rate (1) of 0.0491d* and doubling time (ts) of 14.1 d with a
viability of 80 %. While the suspension cultures added of 1 mM Cr(VI) or Pb(ll) showed a p and
atq of 0.0633 d?, d 10.94 for Cr(VI) and 0.0620 d, 11.17 d for Pb(ll). To determine the growth
and accumulation of Cr and Pb bioassays were performed with different concentrations of Cr
and Pb (0.0 — 3.0 mM) was observed in the cultured cells with 1.0 mM Cr(VI) relative growth
(CR) was significantly higher (122 %) than the control, while the CR of the cultured cells with
2.0 and 3.0 mM of Cr(VI) was lower than in the control treatment (81 % and 58 % respectively).
In the case of Pb was observed that cells cultured with 1 mM Pb(Il) no significant differences
in CR relative to the control, while those which were grown to 2.0 to 3.0 mM Pb CR was
significantly less than control (81 % and 70% respectively). With respect to the accumulation
of Crand Pb by P. laevigata cell suspensions was observed that the cells accumulate more Pb
(14,086-30,079 mg Pb Kg* dry weigth (DW)) to Cr (2379-7194 mg Kg* DW)). It was further
observed that as the concentration is increased Cr or Pb in between both metal accumulation
in biomass was greater. To determine the competence of the Cr(VI) by transporters Mn(ll), a
bioassay with Cr(VI)/ Mn(ll) (0.0, 0.5 and 1.0 mM) was carried out on cell suspension cultures.
Cells showed significant tolerance to growth of 83-98 % in all concentrations and combinations
of Cr and Mn (0.0, 0.5, 1.0 mM). When the Cr(VI) with or without Mn(ll) were added to the
culture medium, the cells showed highest accumulation efficiency for non- essential (Cr) metal
over essential (Mn) metal. Finally, to determine the competence of the Cr(VI) by transporters
Mn(ll), a bioassay with Pb(Il)/Zn(ll) (0.0, 0.5, and 1.0 mM) was carried out on cell suspension
cultures. Cells showed significant tolerance to growth (CR>60%) at all concentrations and
combinations of Pb(ll) and Zn(ll) (0.0, 0.5 and 1.0 mM). When the Pb(ll) with or without Zn(ll)

were added to the culture medium, the cells showed the highest accumulation efficiency for
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non-essential (lead) metal over essential (zinc) metal (bioconcentration factor (FBC) values for
Pb > FBC values for Zn; 2-33 times). Scanning electron micrographs evidenced the
accumulation of Cr and Pb in the cells walls. These results provide insights about the tolerance
and accumulation mechanisms of Cr and Pb occurring in P. laevigata.

Keywords: P. laevigata, chromium, lead, manganese, zinc, competitive transport,
bioaccumulation, phytoremediation
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LISTA DE ABREVIATURAS

K Velocidad especifica de crecimiento
2,4-D Acido 2,4-Diclorofenoxi acético
BAP 6-Bencil aminopurina

Cr Cromo

FBC Factor de bioconcentraciéon

GR Crecimiento relativo

KIN Cinetina

Mn Manganeso

MP Metales pesados

MS Medio Murashige & Skoog

Pb Plomo

RCV Reguladores de crecimiento vegetal
SEM Microscopia electronica de barrido
ta Tiempo de duplicacién

Zn Zinc

PS Peso seco

PF Peso fresco
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1. INTRODUCCION
Los metales pesados (MP) son componentes naturales del suelo, y como elementos traza,
algunos metales pesados como el cobre (Cu), selenio (Se), zinc (Zn), etc., son esenciales
para mantener el metabolismo de los seres vivos, mientras que a concentraciones mas
altas pueden ser toxicos. La toxicidad por metales pesados podria resultar de la
contaminacion del agua, las altas concentraciones en el aire cerca de las fuentes de
emision, o a través de la contaminacion de la cadena alimenticia. La actividad industrial y
minera arroja al ambiente metales toxicos como plomo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd),
arsénico (As) y cromo (Cr), muy dafiinos para la salud humana y para la mayoria de las
formas de vida. Ademas, los metales originados en las fuentes de emisién generadas por
el hombre (antropogénicas), incluyendo la combustiébn de gasolina con plomo, se
encuentran en la atmésfera como material suspendido que respiramos (Zhen-Guo et al.,
2002). Por otro lado, las aguas residuales no tratadas, provenientes de minas y fabricas,
llegan a los rios, mientras los residuos industriales contaminan las aguas subterraneas.
Cuando se abandonan metales téxicos en el ambiente, contaminan el suelo y se acumulan
en las plantas y los tejidos organicos. La peligrosidad de los metales pesados es mayor al
no ser quimica ni biolégicamente degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en
el ambiente durante cientos de afios. Ademas, su concentracion en los seres vivos aumenta
a medida que son ingeridos por otros, por lo que la ingesta de plantas o animales
contaminados puede provocar sintomas de intoxicacion. La exposicion a estos elementos
estd relacionada con problemas de salud como retrasos en el desarrollo, canceres, dafios
en el rifién, e incluso, con casos de muerte (Liu et al., 2008). EI cromo como toxico ambiental
se produce en el medio ambiente principalmente en dos estados de valencia, el cromo
trivalente (Cr lll) y el cromo hexavalente (Cr VI). El cromo trivalente (Cr 1), ocurre
naturalmente y es un nutriente esencial. Mientras que el cromo hexavalente (Cr VI), es
producido por los procesos industriales. EI Cr VI es mas téxico que el Cr lll, bajo una
exposicidn aguda y crénica. El tracto respiratorio es el blanco principal para el cromo. Por
otro lado, el Pb es uno de los elementos mas téxicos y abundantes que existen en el
ambiente, afecta a la salud humana y a la vida silvestre, posee baja solubilidad y ha sido
clasificado como carcinogénico y mutagénico. Las concentraciones del Cr y Pb en el
ambiente se incrementan afio con afio (Govindasamy et al, 2011). Por lo que es necesario
limpiar los suelos contaminados con estos elementos con el fin de minimizar el dafio que
ocasionan al ambiente y a la salud. Uno de los métodos para remediar los suelos es la

fitorremediacion, la cual es considerada como una alternativa amigable con el ambiente
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para la limpieza de suelos contaminados con MP. La fitorremediacion es una estrategia de
biorremediacién, que se define como el uso de vegetacion y la microbiota asociada para el
tratamiento in situ de suelos, sedimentos y aguas contaminadas. Puede utilizarse para
remover, transferir, estabilizar y concentrar metales de suelos, lodos y sedimentos, y puede
aplicarse tanto in situ como ex situ (Salt et al, 1998; Meagher, 2000; Van Deuren et al.,
1997). La fitorremediacion es una tecnologia relativamente reciente, los estudios de
investigacion en esta area se han realizado en su mayoria durante las dos ultimas décadas
(1990 en adelante). Hasta ahora la informacion sobre los mecanismos de
desintoxicacién/tolerancia a MP en las especies vegetales es escasa por lo que una
herramienta importante para conocer las vias y mecanismos de detoxificacion de las plantas
a los MP es el cultivo de tejidos vegetales ya que proporciona informacion acerca de las
relacion planta-contaminante, ayuda a predecir la respuesta de la planta hacia los
contaminantes ambientales, y a disefiar plantas con caracteristicas mejoradas para la
fitorremediacion. Los callos, células en suspension, cultivo de raices y brotes se utilizan
actualmente como sistemas modelo para el entendimiento de la absorcion, localizacion,
metabolismo, toxicidad, y tolerancia de los contaminantes en condiciones asépticas
(Couselo et al., 2012).

Hasta ahora se sabe que el Cr y el Pb no son elementos esenciales para las plantas, sin
embargo, éstas los absorben con facilidad. La entrada del Cry Pb asi como su acumulacion
en las plantas ocurre directamente, cuando son absorbidos a través de las raices junto con
otros minerales y agua (Sengar et al., 2008). En las células vegetales, los MP pueden unirse
a atomos de nitrégeno, azufre y oxigeno, y sustituir metales esenciales, alterando asi diversas
funciones. Sin embargo, ciertas plantas poseen mecanismos por los que pueden tolerar la
presencia de MP, entre éstos se encuentran la unién del metal a la pared celular, su
compartimentalizacion en la vacuola y la activacion de sistemas enzimaticos y no
enzimaticos que eliminan especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la presencia
de MP. El transporte de los MP como el Cr y Pb dentro de una planta, asi como su
localizacién en las células son factores determinantes en la toxicidad que la planta puede
presentar. EI Cr y el Pb ocasionan efectos adversos en la morfologia, crecimiento y
fotosintesis en las plantas e inhiben algunas actividades enzimaticas, ademas de provocar
alteraciones en el balance de agua, en la permeabilidad de la membranay en la absorcion
de minerales. Asimismo, la presencia de estos metales en los tejidos de una planta pueden

ocasionar un incremento en el estrés oxidativo, es decir, una sobreproduccién de especies
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reactivas de oxigeno (ERO) como respuesta al estrés abibtico provocado por su presencia
(Ahsan et al., 2009).

En el presente trabajo se evaluo la tolerancia y capacidad de remocién de Cr(VI) y Pb(ll) en
cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Fitorremediacion de metales pesados

La contaminacion por MP constituye un serio problema a nivel mundial. La movilizacién de
MP a través de la extraccion de minerales y su subsecuente procesamiento para diferentes
aplicaciones es lo que ha permitido la liberacion de esos elementos en el ambiente. El
problema con la contaminacion por MP ha llegado a ser mas serio con el incremento en la
industrializacién y la alteracion de los ciclos biogeoquimicos. A diferencia a de las
sustancias organicas, los MP no son biodegradables por lo que se acumulan en el ambiente.
La acumulacion de los MP en suelos y mantos acuiferos constituye un riesgo para la salud
ambiental y humana. Estos elementos se acumulan en los seres vivos (bioacumulacion) y
sus concentraciones se van incrementando (fenédmeno conocido como biomagnificacion).
En el suelo, los MP ocasionan efectos toxicos sobre los microorganismos del suelo, lo que
puede llevar a una disminucion en su niumero y actividades (Padmavathiamma et al., 2007).
De acuerdo al rol de los MP en los sistemas biolégicos estos son clasificados como
esenciales y no esenciales. Los MP esenciales son aquellos que son necesarios en
cantidades minimas por los organismos vivientes para sus funciones fisiol6gicas y
bioquimicas vitales. Algunos de los metales esenciales son hierro (Fe), manganeso (Mn),
Cu, Zn. Los metales no esenciales son aquellos que no tienen ninguna funcion fisioldgica
ni bioquimica, entre ellos se encuentran, el Cd, Pb, Cr, As y Hg. Las concentraciones de
MP mas alla de los limites umbrales poseen efectos adversos para la salud humana porque

interfieren con el normal funcionamiento de los sistemas vivos (Ali et al., 2013).

2.1.1 Fuentes de los metales pesados en el ambiente

Los MP llegan al ambiente de fuentes naturales como son la actividad volcanica y la erosion,
ademas, de algunas fuentes antropogénicas (Tabla 1) como la mineria, la industria, el uso

de pesticidas y fertilizantes, etc. (Ali et al, 2013).

e
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Tabla 1. Fuentes antropogénicas de metales pesados en el ambiente

Metal pesado Fuente origen Referencia
As Pesticidas, conservadores de la Thagavel y Sbbhuramm, 2004
madera
Pinturas y pigmentos,
Cd estabilizantes plasticos, Salem et al,, 2000, Pulford y

galvanoplastia, fertilizantes Watson 2003

Cr Ir_ldustrla del acero, curtido de Khan et al, 2007
pieles
Cu Pesticidas y fertilizantes Khan et al, 2007

Minas de Au-Ag, combustion de Memon etal,, 2009, Wuana y

Hg carboén, desechos médicos %‘Smen' 2011, Rodrigues et al.,
Efluentes industriales, aparatos de
. cocina, instrumentos quirdrgicos, .
Ni aleaciones de acero, baterias de Tariq etal., 2006
automoviles
Combustién de gasolina con Pb, .
Pb fabricacién de baterias, Thagavel y Sbbhuramm, 2004;

herbicidas, insecticidas Wuanay Okieimen, 2011

2.1.2 Efectos de los metales pesados sobre la salud humana

Los MP ocasionan efectos adversos en la salud humana, por lo que la
contaminacion de la cadena alimenticia requiere especial atencion. Muchos MP son
toxicos y pueden causar efectos indeseables y problemas severos a bajas
concentraciones. Los MP provocan estrés oxidativo por la formacion de radicales
libres. El estrés oxidativo se refiere a un incremento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), los cuales pueden vencer la defensa antioxidante de
las células permitiendo dafio o muerte celular. Ademas, pueden remplazar los
metales esenciales en los pigmentos o enzimas alterando su funcién. De acuerdo a
su toxicidad los MP mas toxicos son Hg, Cd, Pb, As, Cu, Zn, Sn y Cr. De estos
metales Hg, Cd, Pb y As son metales no esenciales, mientras que el Cuy Zn son
metales esenciales (elementos traza). Los MP pueden ocasionar diferentes
problemas de salud segun del metal que se trate, concentracion, estado de
oxidacion, etc. (Ali et al., 2013) (Tabla 2).

e
Maldonado-Maganiia A. (2014). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 17



“Tolerancia y capacidad de remocion de Cr(VI) y Pb(Il) en cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata”

Tabla 2. Efectos tdxicos de los metales pesados sobre la salud

Metal

pesado Efecto téxico Referencia
As (arsenato) es un analogo del fosfato por lo que interfiere con procesos ) ]
As celulares esenciales como la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP ~ Tripathi et al., 2007
Carcinogénico, mutagénico y teratogénico, disruptor endocrino, interfiere
cd con la regulacién del calcio en sistemas bioldgicos, provoca fallarenaly ~ Degraeve, 1981; Salem et al.,
anemio crénica 2000 y Awofolu, 2005
Cr Provoca perdida del cabello Salem et al., 2000
Elevados niveles ocasionan dafio cerebral y renal, cirrosis, anemia Salem et al., 2000; Wuana y
Cu cronica, irritacion estomacal e intestinal Okieimen, 2011
Ansiedad, enfermedades autoinmunes, depresion, alteraciones en el
equilibrio, somnolencia, fatiga, pérdida de cabello, insomnio, irritabilidad,  Neustadt y Pieczenik, 2007; Ainza
Hg pérdida de memoria, infecciones recurrentes, alteraciones en la vision, etal, 2010y Gulatu et al., 2010
temblores, ulceras, dafio cerebral, renal y pulmonar
_ Dermatitis alérgica, su inhalacion puede ocasionar cancer pulmonar, Salem et al., 2000, Khan et al.,
Ni nasal y de senos paranasales, asi como cancer de gargantay estémago, 2007, Das et al., 2008
En nifios ocasiona alteraciones en el desarrollo, retraso mental, perdida ~ Salem et al., 2000;
Pb de la memoria, problemas de aprendizaje; insuficiencia renal, Padmavathiamma y Li, 20007;
alteraciones cardiovasculares. \2/\(/;1%”& y Okieimen, 2011; y Igbal,
Zn Una sobredosis puede ocasionar mareos y fatiga Hess y Schmid, 2002

2.1.3 Limpieza de suelos contaminados con metales pesados
Las concentraciones de los MP en el ambiente se incrementan afio con afio (Govindasamy
et al, 2011). Por lo que es necesario remediar los suelos contaminados con MP con el fin
de minimizar el dafio que ocasionan al ambiente y a la salud. Los métodos convencionales
de remediacion in situ incluyen la vitrificacion, incineracién del suelo y excavacion y relleno,
lavado del suelo, la solidificacion, y métodos electrocinéticos (Sheoran et al, 2011; Wuana
y Okieimen, 2011). Los métodos fisicos y quimicos tienen como desventajas altos costos,
cambios irreversibles en las propiedades del suelo y alteraciones en la microflora nativa del
suelo. Los métodos quimicos también pueden crear problemas de contaminaciéon
secundarios (Sheoran et al., 2011). Por lo anterior, es necesario desarrollar métodos
econdémicos, eficientes y amigables con el ambiente para la limpieza de suelos
contaminados con MP. Uno de estos métodos es la fitorremediacion, la cual se define como
el uso de vegetacién y la microbiota asociada para el tratamiento in situ de suelos,
sedimentos y aguas contaminadas. Se caracteriza porque las plantas generalmente
manejan a los contaminantes sin afectar el suelo, conservando su utilidad y funcionalidad.
Ademas, las plantas pueden aumentar la fertilidad del suelo mediante la aportaciéon de

materia organica (Mench et al., 2009). Por otra parte, pueden utilizarse para remover,
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transferir, estabilizar y concentrar metales de suelos, lodos y sedimentos, y puede aplicarse
tanto in situ como ex situ (Salt et al, 1998; Meagher, 2000; Van Deuren et al., 1997). Las
plantas tienen una enorme capacidad de absorber contaminantes del ambiente y llevar a
cabo su detoxificacién por diversos mecanismos. La fitorremediacion es una tecnologia
relativamente reciente, los estudios de investigacion en esta area se han realizado en su
mayoria durante las dos ultimas décadas (1990 en adelante), demostrando que, es una
técnica estéticamente agradable, adecuada para la aplicacion en sitios grandes donde otros
métodos de remediacién no son rentables o factibles (Garbisu y Alkorta, 2003). Ademas,
tiene un bajo costo para su instalacion y mantenimiento comparada con otras técnicas de
remediacion (Van Aken, 2009). Adicionalmente, el establecimiento de vegetacion sobre
suelos contaminados puede ayudar a prevenir la erosion y la lixiviacion de los MP
(Chaudhry et al., 1998).

2.1.4 Estrategias de fitorremediacion

Las plantas exhiben diferentes mecanismos de captacion de contaminantes organicos e
inorganicos que se emplean en los procesos de fitorremediacion (Pilon-Smits, 2005) (Figura
1).

LVE
Fitodegradacion

Fitovolatilizacion

® Contaminante °
°
° 3
¢ ¥
[ ]

s Rizodegradacion
Fitoestabilizacion g

Figura 1. Posibles destinos de los contaminantes durante la fitorremediacion, pueden ser estabilizados o
degradados en la rizosfera, secuestrados o degradados dentro de la planta o volatilizados. Tomado de Pilon-
Smits, 2005

2.1.4.1 Fitoextraccion
La fitoextraccibn (también conocida como fitoacumulacién, fitoabsorcion o

fitosecuestracion) se refiere a la acumulacién y translocacion, a través de las raices, de

contaminantes presentes en el suelo hacia diferentes partes de la planta, dando como
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resultado la limpieza permanente del sitio. Esta es la tecnologia méas estudiada entre todas
las de este tipo (Tangahu et al., 2011).

2.1.4.2 Fitofiltracion
La fitofiltracién se refiere a la remocién de los contaminantes del agua o aguas residuales
por plantas (Mukhopadhyay y Maiti, 2010). La fitofiltracion se puede dividir en rizofiltracién
(uso de raices), y blastofiltracion o caulofiltracién (uso de plantulas). En la fitofiltracion los
contaminantes son absorbidos o adsorbidos y por lo tanto su disponibilidad hacia aguas
subterraneas es minimizada.

2.1.4.3 Fitoestabilizacion
La fitoestabilizacion o fitoinmovilizacion es el uso de ciertas plantas para la estabilizacion
de contaminantes en suelos contaminados (Singh, 2012). Esta técnica es empleada para
disminuir la movilidad y biodisponibilidad de contaminantes en el ambiente, evitando asi su
migracion a aguas subterraneas o su entrada en la cadena alimenticia (Erakhrumen, 2007).
Las plantas pueden inmovilizar los MP a través de la sorcion en sus raices, precipitacion,
formacion de complejos, reduccién de la valencia del MP en la rizésfera (Barcelo y
Poschenrieder, 2003; Ghosh y Singh, 2005). Los metales con diferente valencia varian en
su toxicidad. Debido a ciertas enzimas redox las plantas tienen la capacidad de convertir
metales altamente toxicos en menos téxicos. Por ejemplo, la reduccion de Cr(VI) en Cr(lll)
es ampliamente estudiada, ya que este Ultimo es menos toxico. Aunque la fitoestabilizacion
limita el movimiento de los MP hacia la cadena tréfica o mantos acuiferos, no es una
solucion permanente ya que los MP siguen estando en el suelo. Actualmente, es empleada
COmo una estrategia para la estabilizacion (inactivacion) de contaminantes potencialmente
téxicos (Vangronsveld et al., 2009).

2.1.4.4 Fitovolatilizacion
La fitovolatilizaciéon es la absorcién de los contaminantes del suelo por las plantas, su
conversion en formas volatiles y subsecuente liberacién a la atmosfera. Esta técnica puede
ser empleada para contaminantes organicos y algunos metales como el Hg y Se. Sin
embargo, su uso es limitado por el hecho de que no remueven el contaminante
completamente solo lo transfieren del suelo a la atmosfera (Padmavathiamma y Li, 2007).

2.1.4.5 Fitodegradacion
La fitodegradacion es la degradacion de los contaminantes organicos por las plantas a
través de enzimas como deshalogenasas y oxigenasas. Las plantas pueden acumular

contaminantes organicos de sitios contaminados y eliminarlos a través de sus actividades
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metabdlicas. La fitodegradacion estd limitada solo a contaminantes orgénicos porque los
metales no son biodegradables (Vishnoi y Srivastava, 2008).

El éxito de cualquier estrategia de fitorremediacion depende de la identificacion de especies
vegetales adecuadas, que acumulen altas concentraciones de metales y produzcan
grandes cantidades de biomasa. Pocas son las especies de plantas adaptadas para
sobrevivir en suelos contaminados con altas concentraciones de metales. Estas especies
se dividen principalmente en dos grupos: las llamadas pseudometalofitas, que crecen tanto
en suelos no contaminados como en suelos contaminados; y las metalofitas, que crecen
solo en suelos contaminados con metales y/o naturalmente ricos en ellos (Baker, 1987).
Las plantas que crecen en su habitat natural y que acumulan en sus tejidos aéreos altas
concentraciones de metales (mayor a 1000 mg Kg* en peso seco) se conocen como
hiperacumuladoras (Reeves, 1992). Generalmente las concentraciones en brotes, usadas
como criterio para definir especies hiperacumuladoras se encuentran entre 1 y 5% en peso
seco., especificamente 0.1% para Ni, Co, Cu y Pb; 1.0% para Zn y 0.01% para Cd (Baker
et al., 2000). Se ha reportado una gran biodiversidad de especies con potencial, probado
en campo Yy en laboratorio, para la fitorremediacién. A la fecha, se han identificado 163
taxones de plantas, pertenecientes a 45 familias, tolerantes a los metales y capaces de
crecer en concentraciones elevadas. Entre las angiospermas se han identificado cerca de
400 hiperacumuladoras; entre las familias dominantes se encuentran: Asteraceae,
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Cyperaceae, Cunouniaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae,
Lamiaceae, Poaceae, Violaceae y Europhobiaceae. De estas familias, Brassicaceae tiene
el mayor nimero de taxones, 11 géneros y 87 especies, con capacidad para hiperacumular
metales (Prasad y Freitas, 2003).

Un prerrequisito para la hiperacumulacién de metales, es la capacidad de una especie para
tolerar eficientemente altas concentraciones de metales dentro de sus tejidos y células. Las
plantas hiperacumuladoras de metales tienen la habilidad de solubilizar metales del suelo,
absorbiéndolos en sus raices y translocandolos hasta sus brotes (Pollard et al., 2002). La
superficie de la raiz esta especificamente desarrollada para captar los nutrientes
elementales presentes en el suelo y en soluciones. Algunas de las plantas acumuladoras
de metales liberan componentes que atrapan los metales en la rizésfera, lo cual ayuda a su
solubilizacién y captacién, como en el caso del Fe (Ma y Nomoto, 1996), el aluminio (Al)
(Pellet et al., 1995) y, posiblemente, el Zn (Cakmak et al., 1996).
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El principal mecanismo en especies tolerantes a metales, parece ser la captacion en el
compartimento vacuolar, la aparente tolerancia de las plantas para incrementar niveles de
elementos toxicos en sus tejidos puede ser resultado de la exclusion de los mismos
elementos toxicos de los sitios celulares donde se llevan a cabo los procesos vitales, tales
como la division celular y la respiracion. Lo anterior provee a la planta con un efectivo
mecanismo de proteccion (Chaney et al., 1997; Hall 2002).
Para la adecuada limpieza, por fitorremediacién, de un suelo contaminado con metales, es
necesaria la seleccion adecuada de especies vegetales. Una planta adecuada para
fitorremediacion debe poseer las siguientes caracteristicas (Raskin et al., 1997):

e Capacidad para acumular metales, preferentemente en sus partes aéreas.

e Tolerancia a los efectos toxicos del metal acumulado

e Rapido crecimiento y grandes cantidades de biomasa

e Sistema radicular extenso, raices profundas y ramificadas

e Buena adaptacion a las condiciones ambientales y climéticas

e Resistencia a patégenos

e Facil cultivo y cosecha

e Rechazo a herbivoros para evitar la entrada en la cadena alimenticia

2.1.5 Uso de arboles en la fitorremediacion

A pesar de los avances que se han hecho en estudio de fitorremediacién, su aplicacion en
campo aun es limitada debido a que las especies vegetales hiperacumuladoras muchas
veces producen poca biomasa, pobre adaptacion a las condiciones geograficas y
climatolégicas de los sitios contaminados, susceptibilidad a enfermedades. Por lo que la
fitorremediacion con arboles ha estado recibiendo mayor atencién debido a la capacidad
gue tienen para crecer en suelos pobres de nutrientes, por su mayor capacidad para
producir biomasa, sistema radicular profundo, resistencia a los contaminantes del suelo y
la acumulacion selectiva de contaminantes (Liu et al., 2013).

Hasta ahora se sabe que los MP son absorbidos y translocados por las plantas en diferentes
grados. La biodisponibilidad de los metales y su subsecuente acumulacién en los tejidos
del arbol pueden variar en gran medida dependiendo de la fuente de contaminaciéon por
metales y las condiciones del sitio. La movilidad de los MP en suelos depende de muchos
factores, incluyendo el pH, potencial redox, capacidad de intercambio cati6nico, presencia

de materia organica, actividad biolégica, etc (Liu, et al., 2013).
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Numerosos estudios demuestran que la absorcion de MP por arboles varia con la edad de
este. En Salix viminalis la acumulacién de Cd, Co, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn se ha estudiado en
relacion con la edad del arbol y los resultados indican que arboles de entre dos y tres afios
de edad son mas eficientes con fines de remediacién, exhiben mayor tolerancia al estrés y
una mejor capacidad de adaptacién que plantas de un afio de edad.

En el sauce y el alamo, Lombini et al. (2003) ha atribuido estas variaciones a diferentes
tasas de crecimiento que se producen durante un afio. Dinelli y Lombini (1996) reportaron
que las concentraciones de los MP fueron mas altas en la etapa inicial de crecimiento
vegetativo, debido a la alta absorciébn de nutrientes en comparacion con la tasa de
crecimiento. El crecimiento vigoroso diluye las concentraciones hasta la etapa de floracion,
en la que se obtuvieron los valores minimos para casi todos los elementos. Ademas,
también se han encontrado variaciones estacionales en la absorcién de MP por los arboles.
La absorcién de MP en Silene armeria es mas activo en la zona radicular durante las
primeras etapas del crecimiento, cuando las necesidades de nutrientes son mayores; con
la madurez de la planta y con condiciones ambientales mas célidas se favorece la
transpiracion y la translocacion del metal a la parte superior de la planta y en la etapa de
senescencia los MP tienden a almacenarse en las hojas (Lombini et al., 2003). Hasselgren
(1999) reporta una tendencia de incremento de Cu en las hojas de sauce en el otofio como
un posible efecto de desintoxicacion en relacion con la defoliacion.

La translocacion de MP en arboles varia entre las diferentes especies. Rosselli et al. (2003)
reportaron que Salix viminalis y Betula pendula almacenan Zn y Cd en ramas y hojas
mientras que Alnusm incana, Fraxinus excelsior y Sorbus mougeotii los excluyen de sus
tejidos aéreos. Stoltz y Greger (2002) observaron que existen diferencias en la absorcion y
translocacion de los MP dentro de la misma especie vegetal cuando las plantas son
cultivadas en campo y en sistemas hidroponicos; estas diferencias probablemente se deben
a los procesos que ocurren en la interfaz raiz-suelo. Pulford et al. (2001) confirmaron que
el Cr se transloca poco desde la raiz a los tallos sin importar la forma en que es suministrado
(I'y VI). Sin embargo, el Zn se transloca facilmente de raices a tallos y hojas (Pulford et
al., 2001). Se sabe que la transpiracion es una fuerza motriz importante en el transporte de
los MP de las raices a la parte aérea. Por lo cual, se ha sugerido que el Cd y Zn se
transportan de manera gradual desde la raiz hacia las hojas durante el crecimiento a través
de la transpiracion (Takenaka et al., 2009).

El transporte de los iones absorbidos por las raices y su migracion hacia la parte aérea se

lleva a cabo a través de la savia en las células del xilema (Clemens et al., 2002). La

Maldonado-Maganiia A. (2014). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 23



“Tolerancia y capacidad de remocion de Cr(VI) y Pb(Il) en cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata”

translocacion de los MP a la parte aérea de la planta (hojas, vainas, brotes) depende de
diversos factores siendo los mas importantes el estado de oxidacién y concentracion del
MP, la capacidad de los tallos para formar 6rganos de almacenamiento asi como las
interacciones entre los metales (Ernst, 1996). El Cd y el Zn suelen interactuar en la
absorcion por las plantas, ademas estos metales poseen cierta similitud quimica. En
Populus tremula se ha encontrado que existe una fuerte correlacién entre las
concentraciones de Cd y Zn y el factor de bioacumulacion lo que sugiere mecanismos de
transporte similares para estos dos metales (Hassinen et al., 2009); la translocacién de Cd
y Zn de la raiz hacia la hoja fue mayor que en el tallo y los tratamientos de Cd y Zn
estimularan la translocacion del Cd hacia las hojas y tallo, mientras que la translocacion de
Zn fue menor. Por lo tanto, la interaccion fue fuertemente sinérgica con el Cd en presencia
del Zn. Sin embargo, White y Chaney (1980) reportaron que la absorcion de Cd se redujo
en raices y brotes de soya cuando se aplicé Zn. Por lo que, el efecto de la interaccién Zn-
Cd puede variar con diferentes especies.

La acumulacion de los MP en los diferentes 6rganos de los arboles varia dependiendo del
metal. En P. tremula se ha reportado que el Zn se almacena en partes especificas de
organos: hojas viejas y corteza; mientras que el Cd no presenta tal compartimentalizacion.
Otros estudios han demostrado que el Zn se transloca a las hojas; mientras que el Cu es
poco translocado en éste mismo érgano. El Zn junto con el Cd se acumula principalmente
en las hojas de P. tremula cultivada en suelo con contaminacién mixta, mientras que el Cu
y Pb no son translocados (Langer et al., 2012)

Hasta ahora la informacion sobre los mecanismos de desintoxicacion/tolerancia a MP en
las especies arbéreas es escasa y la mayoria esta centrada en las metalotioneinas (MTs)
y en los sistemas antioxidantes de diferentes especies. En el sauce y de alamo se ha
encontrado que los MP estimulan la sobreproduccion de radicales libres en raices y causan
diminucion en la actividad de la guayacol peroxidasa y probablemente alteran la
lignificacién; las actividades de las enzimas ascorbato peroxidasa y glutation reductasa no
se vieron afectadas por la presencia de MP. Se ha encontrado que las MTs estan
involucradas en la eliminacién de ERO, ya que la expresion de MTs induce la produccién
de enzimas antioxidantes, aunque las MTs juegan un papel importante en la detoxificacion
de ERO, las vias y mecanismos especificos no se han determinado adn (Liu et al., 2013).
Una herramienta importante para conocer estas vias y mecanismos de detoxificacion es el
cultivo de tejidos vegetales ya que proporciona informacion acerca de la relacion planta-

contaminante, ayuda a predecir la respuesta de la planta hacia los contaminantes
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ambientales, y a disefiar plantas con caracteristicas mejoradas para la fitorremediacion. Los
callos, células en suspension, cultivo de raices y brotes se utilizan actualmente como
sistemas modelo para el entendimiento de la absorcién, localizacion, metabolismo,
toxicidad, y tolerancia de los contaminantes en condiciones asépticas. Ademas, los cultivos
in vitro se pueden propagar indefinidamente, estan disponibles durante todo el afio, y su
uso permite una reduccioén en la cantidad de material vegetal necesario para la investigacion
(Couselo et al., 2012).

2.2 Cultivo de tejidos vegetales

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” (CTV) involucra diferentes técnicas de
cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos (células desprovistas de
su pared celular), células, tejidos, érganos y plantas completas. Mediante éstas y otras
técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres de microorganismos en un medio
nutritivo aséptico (estéril) en condiciones ambientales controladas. También se le conoce
como “cultivo in vitro de plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (hoy también de
otros materiales) (Pierik, 1990).

Las primeras experiencias relacionadas con el CTV se remontan a 1902, pero en 1922 se
logro el primer experimento exitoso: la germinacion in vitro de semillas de orquideas. Luego
de la germinacion, las plantulas obtenidas se transfirieron a un medio de cultivo en
condiciones asépticas, y asi se mantuvieron protegidas del ataque de patégenos (hongos,
virus y bacterias) ((Pierik, 1990).

Los objetivos perseguidos con la utilizacion del CTV son numerosos y diferentes.
Brevemente, las aplicaciones de tales cultivos se pueden resumir como: a) estudios basicos
de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines; b) bioconversion y produccién de
compuestos Utiles; ¢) obtencion de plantas libres de patégenos; e) propagacion de plantas;
y f) conservacion e intercambio de germoplasma (Pierik, 1990).

El fundamento del CTV, se asocia a la teoria de la totipotencialidad celular que constituye
el principio rector de las técnicas de CTV. Enuncia la posibilidad de obtener una planta
entera a partir de cualquier célula viva, bajo condiciones controladas de cultivo. Resulta
requisito lograr la desdiferenciacion previa de la célula inicial, induciendo la pérdida de las
caracteristicas de especializacion de dicha célula hasta un estado de desdiferenciaciéon
meristematica. Posteriormente se buscara la rediferenciacion de esta célula de partida, para
lograr variadas respuestas morfogenéticas tales como la obtencion de callo, la regeneraciéon

de brotes o primordios de raiz, etc. Para promover estas posibles respuestas es necesario
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adicionar a los medios sintéticos de cultivo reguladores del crecimiento, fundamentalmente
auxinas y citoquininas (Pierik, 1990).

2.2.1 Establecimiento de Cultivos de Tejidos Vegetales
Las plantas continuamente responden a sefiales o estimulos (externos e internos) que
usan para alterar su fisiologia, morfologia y desarrollo. Dichos estimulos son: luz,
nutrientes minerales, compuestos organicos, agua, suelo, calor, frio, reguladores de
crecimiento vegetal (RCV), pH, gases (COz2, O2, C2Ha), etc. (Buchanan et al., 2000). Por
tanto el éxito sobre el establecimiento de CTV se asocia en gran medida a dichos
estimulos, por lo que deben considerarse los siguientes factores cuando se desean
establecer CTV: a) fuente de explantes, b) constituyentes nutricionales inorganicos y
orgénicos del medio de cultivo, ¢) RCV y d) temperatura, luz y pH (Bhojwani y Razdan,
1983; Pierik, 1990; Trigiano y Gray, 2000).
2.2.1.1 Fuente de explantes

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento
de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion esta determinada por el objetivo
perseguido.

Si el objetivo final es la produccion de callos, es factible la utilizacion de una amplia
gama de explantes que, cultivados en condiciones apropiadas, permiten la proliferacion
callosa. Cualquier explante que contenga células nucleadas vivas se puede emplear
potencialmente para la obtencion de callos; por ejemplo, en el caso de numerosas
dicotiledoneas se puede lograr la proliferacion callosa con relativa facilidad mediante la
utilizacién de explantes provenientes de diversas partes del vegetal. En el caso de
vegetales en los cuales la obtencion de callos no esté limitada por el tipo de explante,
este se seleccionara por razones practicas como disponibilidad, facilidad de
manipulacién, homogeneidad, baja contaminacién con microorganismos y rapida
respuesta in vitro; en estos casos se opta por explantes provenientes de plantas
jovenes. Sin embargo, hay otros vegetales mas recalcitrantes para la obtencion de
callos, y en estos casos es necesario utilizar ciertos explantes, esto ocurre con muchas
plantas lefiosas y algunas gramineas. La respuesta de los explantes cultivados in vitro
puede variar notablemente con el estado de desarrollo y edad ontogénica de los
mismos. El tamafio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta para el

establecimiento de los cultivos; cuanto mas grande sea, mayores son las posibilidades
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de obtener proliferacion callosa. Se debe tener en cuenta la presencia de otros factores
gue a menudo pueden alterar las respuestas de los explantes cultivados; entre estos
factores estan la época del afio que se realizan los cultivos. Otros factores son los
pretratamientos de los explantes y las condiciones de crecimiento de las plantas
donantes de los mismos (Bhojwani y Razdan, 1983).

2.2.1.2 Medios de cultivo
Los requerimientos nutricionales para el éptimo crecimiento de un tejido in vitro dependen
de la especie a ser cultivada, inclusive puede ser diferente entre tejidos de distintas partes
de una planta, por tanto un medio de cultivo especifico no sera completamente satisfactorio
para el cultivo de todos los tipos de tejidos y érganos (Trigiano y Gray, 2000; Bhojwani y
Razdan, 1983).
Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacién de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacion de los cultivos. Existen
numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6 y 40 compuestos
(Tabla 3).
Basicamente, los medios de cultivo se componen de (Pierik, 1990):

e Una fuente de carbono

e Nutrientes minerales

e Sustancias vitaminicas

e Sustancias reguladoras del crecimiento

e Agente gelificante (en el caso de medios semisoélidos)

e Otros compuestos
Fuente de carbono: Practicamente todos los cultivos son heterdtrofos (unos pocos son
autotrofos) y por ende necesitan del suministro de una fuente de carbono. La sacarosa, en
concentraciones de 2 al 5%, es el azUcar mas utilizado. En algunos medios se le reemplaza
por glucosa.
Nutrientes minerales: Los medios de cultivo deben suministrar los macro y micronutrientes
esenciales para el crecimiento de las plantas enteras. En general se destacan las
concentraciones relativamente altas de nitrégeno y potasio. El nitrdgeno es suministrado en
forma de amonio y/o nitrato. También se pueden utilizar urea, glutamina y caseina
hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea incorporado conjuntamente con un agente

guelante (NazEDTA), lo que lo hace disponible en un amplio rango de pH.
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Sustancias vitaminicas: De todas las que comunmente se incorporan a los medios,
pareciera que la tiamina es la Unica realmente imprescindible para el buen crecimiento de
los cultivos.

Sustancias reguladoras del crecimiento: En la mayoria de los casos los medios utilizados
para el establecimiento de los cultivos contienen auxinas (acido naftalenacetico [ANA],
acido 2,4-diclorofenoxiacetico [2,4-D], acido indolacetico [AlA], &cido indolbutirico [IBA],
acido naftoxi-2-acético [NOA], Dicamba, Picloram) y/o citocininas (bencilaminopurina [BA],
cinetina [KIN], zeatina [ZEA], 6-y,y-dimetilalilaminopurina [2iP], Thidiazurén [TDZ]). Las
giberelinas (especialmente GAs) son requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de
meristemas o para la elongacion de brotes.

Agente gelificante (en el caso de medios semisoélidos): El agar (entre 0,6 y 1%) es el
compuesto mas utilizado. También pueden emplearse «Agargel» (0,40-0,60%),
«Transfergel» (2-2,60%), «Phytagel» (0,25-0,40%), agarosa (0,80-0.90%) y «Gelrite» (0,10-
0,20%).

Otros compuestos: Muchas sustancias, de variada composicién quimica, suelen ser
adicionadas a los medios basicos. Ademas de la glicina, otros aminoacidos se pueden
agregar a los medios. Es el caso de L-tirosina, asparagina y cisteina, aunque hay que tener
presente que en dosis altas pueden inhibir el crecimiento de los cultivos. El carb6n activado
(0,1 a 5%) suele ser incorporado al medio, dado que es probable que absorba metabolitos
téxicos para los cultivos. En algunos medios se incorporan acidos organicos como el malico,
el citrico, el piravico y el succinico y es frecuente el empleo de L-glutamina y de caseina
hidrolizada. Aln hoy se siguen utilizando ciertas sustancias de composicion quimica
indefinida como el agua de coco (5 a 15%), jugo de tomate y puré de banana. También en
ocasiones es necesaria la incorporacion de agentes antioxidantes (L-cisteina, &cido
ascorbico, polivinilpirrolidona, entre otros) para prevenir el ennegrecimiento tisular causado
por la oxidacion de polifenoles presentes en los explantes. Este ennegrecimiento puede

causar la muerte de los mismos.

Maldonado-Maganiia A. (2014). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 28



“Tolerancia y capacidad de remocion de Cr(VI) y Pb(Il) en cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata”

Tabla 3. Composicion de algunos medios de cultivo.

Componentes 8> | MS ‘ wWMP
mg Lt (mM)
Macronutrientes
KNO3 2500 1900 -
Ca(NO3)24H,0 - - 556
NHsNO3 - 1650 400
(NH,)2S0, 134 - -
NaH>PO4HO 150 - -
KH2PO4 - 170 170
K2S04 - - 990
CaClz2H0 150 440 96
MgS047H.0 250 370 370
Micronutrientes
FeSO47H,0 27.80 27.80 27.80
MnS0O44H20 13.20 22.30 22.30
ZnS0O47H0 2.00 8.60 8.60
H3BOs3 3.00 6.20 6.20
KI 0.75 0.83 -
CuS045H0 0.025 0.025 0.25
Na;Mo042H,0 0.25 0.25 0.25
CoClz6H0 0.025 0.025 -
Na;EDTA 37.30 37.30 37.30
Compuestos
organicos
Mioinositol 100 100 100
Glicina -- 2.00 --
Acido nicotinico 1.00 0.5 0.5
Piridoxina 1.00 0.5 0.5
Tiamina 10.00 0.1 1.0

MS medio Murashige y Skoog (1962); B5 medio Gamborg (1976);
WMP Medio Lloyd y McCown (1981)
2.2.1.3 Reguladores de Crecimiento Vegetal
Los RCV son compuestos organicos, diferentes de los nutrientes, que en pequefias
cantidades y por la naturaleza o el arreglo particular de su molécula fomentan, inhiben
o modifican el desarrollo de las plantas.
Actualmente se reconocen 7 tipos de reguladores:

e Auxinas: Compuestos caracterizados para inducir la extensién de las células.
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e Giberelinas: Compuestos que estimulan la divisién o la elongacién celular.
e Citoquininas: Sustancias que provocan la division celular.
e Etileno: Sustancia gaseosa que actla sobre el crecimiento isodiamétrico en
tallos y raices.
e Acido abscisico: Sustancia inhibidora del crecimiento y el desarrollo. Tiene un
efecto antagonico a las giberelinas.
¢ Inhibidores: Retrasan o inhiben el proceso fisioldgico o bioquimico. Compuestos
generalmente sintéticos.
2.2.1.3.1 Auxinas
Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en comun la capacidad
de producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin embargo, se ha encontrado que
promueven la division celular (formacién de callo) y formacion de raices adventicias,
inhibicién de formacion de vastagos axilares y adventicios, y frecuentemente embriogénesis
en los cultivos de células en suspensién. Es decir, con una concentracion baja de auxinas
predomina la formacién de raices adventicias, mientras que con altas concentraciones da
lugar a la formacién de callo (Pierik 1990).
Las auxinas son encontradas en su mayoria en su forma conjugada con aminodacidos y
azlcares, 6 en su forma libre/activa (aproximadamente el 1% del total de auxina en la
planta) (Benjamins y Scheres, 2008), siendo el &cido indol-3-acético (AIA) la principal
auxina en la mayoria de las plantas. El AIA si bien puede ser producido en grandes
cantidades, tiene el inconveniente de degradarse con la luz. Por ello se han buscado
compuestos mas estables. Los mas usados son: acido indol-butirico (IBA), &cido
naftalenacético (ANA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), &cido triclorofenoxiacético
(2,4,5-T), picloram.
En la practica el uso de las auxinas es un arte. No es posible establecer una concentracion
particular de la auxina que se debe utilizar.
2.2.1.3.2  Citocininas
Las citocininas por su parte, se usan para estimular el crecimiento y el desarrollo, siendo
las mas comunes, el 6-furfurilaminopurina 6 cinetina (KIN), 6-bencilaminopurina (BAP), 6-
dimetilaminopurina (2iP), y 6-hidroximetilbuterilaminopurina (zeatina). Estos reguladores,
ademas de promover la division celular, inducen la formacién de vastagos axilares por la
disminucion de la dominancia apical y retarda el envejecimiento (Cardoza 2008; Pina 2008;
Pierik 1990).
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2.2.1.3.3 Interaccion Auxina — Citoquinina

Existen efectos controlados por la interaccion auxina — citoquinina (Fig. 2).

AUXINAS CITOCININAS

alto Efecto de auxinas + citocininas

bajo

Formacion de raiz sobre explante P —

e INiCI2CI0N de callo en Monocots s——
— |0 estado de embriogenesis ———
. Formacion de raiz adventicia .
sobre callo
Iniciacion de callo en dicots re—

= Formacion de brotes adventicios

—— P TOliferacion de brotes axilares A
en cultivo de brotes

bajo alto

Figura 2. Interacciones de Auxinas y Citocininas requeridas para el crecimiento y morfogénesis en
CTV(Adaptado de Staden et al., 2008).

Sin embargo no siempre se obtienen estos resultados. En las monocotiledéneas el callo es
inducido por altos niveles de auxina sin que haya necesidad de aportar citoquinina.

No obstante, en general es necesario un balance entre auxinas y citoquininas para la
formacion de tallos adventicios y meristemas radicales.

La interaccidn es compleja y a veces es necesario la combinacién de mas de dos sustancias

para obtener el efecto dptimo (Stadel et al., 2008).

2.2.1.3.4  Giberelinas, poliaminas, brasinoesteroides, dcido abscisico y etileno
Comparada con las auxinas y citocininas, las giberelinas (GAs), poliaminas y
brasioesteroides (BRs) son rara vez empleados en CTV ya que en la mayoria de los
casos son sustancias no esenciales pero se usan cuando se desea potenciar el
crecimiento o la regeneracién de plantas (Herman, 2000). En general las GAs inducen

en algunas especies la elongacién de brotes, el crecimiento de los meristemos o yemas,
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rompe la dormicion de embriones aislados in vitro, siendo GAs la mas usada para dichos
fines, pero debe tenerse en cuenta que es muy sensible al calor (se pierde el 90% de
su actividad biologica después del autoclaveado) (Pierik, 1990; Trigiano y Gray, 2000;
Davies, 1995). Se ha demostrado que las poliaminas (putrescina y espermina) estan
relacionadas con la diferenciacion celular y el desarrollo durante la embriogénesis,
reportandose que su adicién al medio de cultivo puede mejorar la productividad en
sistemas de embriogénesis somatica (Pierik, 1990; Herman, 2000). Se sabe que los
BRs (brasindlida [BrL], 24-epibrasiodlida [24-EBrL] biobras-6), promueven la elongacion
de brotes, inhiben el crecimiento y desarrollo de la raiz, y promueven la sintesis de
etileno (Davies, 1995), y su uso en CTV se refiere a analogos sintéticos reportados
como sustitutos de auxinas y citocininas en procesos de callogénesis, embriogénesis
somatica y multiplicacion de brotes para micropropagacion (Herman, 2000).

El acido abscisico (ABA) no es considerado normalmente un importante RCV en CTV,
excepto cuando se esta llevando a cabo la embriogénesis somatica ya que en bajas
concentraciones puede promover la maduracion y germinacion de embriones soméaticos
de algunas especies debido a que éste contrarresta el efecto de la giberelina sobre la
sintesis de la a-amilasa en el proceso de germinacion (Trigiano y Gray, 2000; Gamborg
y Phillips, 1995; Davies, 1995). Su empleo en altas concentraciones suprime el
crecimiento y promueve la dormancia (Gamborg y Phillips, 1995). Por otro lado, se sabe
gue los cultivos de callos y érganos son capaces de producir etileno y debido a que los
contenedores son sellados, éste RCV puede acumularse llegando a reprimir el
crecimiento y acelerando la senescencia en algunos cultivos, por lo que algunas veces
se emplea nitrato de plata para inhibir su sintesis (Trigiano y Gray, 2000; Gamborg y
Phillips, 1995). Sin embargo, parece ser que el efecto del etileno sobre la diferenciacion
in vitro, particularmente para la rizogénesis, depende de la etapa en la que ésta se
encuentra, siendo efectivo cuando es aplicado después del inicio del tratamiento de
rizogénesis (Herman, 2000).

2.2.1.4 Temperatura, luzy pH

En los CTV la fotosintesis no es eficiente, sin embargo, la iluminacién influye en los
procesos morfogenéticos y en general en el metabolismo. El fotoperiodo generalmente
utilizado es de 16 horas luz y 8 de oscuridad, con una intensidad de luz de 25-50 pmol m~
s. Algunos cultivos son también incubados en la oscuridad, debido a que la luz incrementa

la produccion de compuestos fendlicos, los cuales interfieren con el crecimiento del cultivo
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de callos (Pina 2008; Cardoza 2008; George y Davis 2008). A veces, dependiendo de la
especie experimental, se elige una temperatura mas baja (18° C para especies bulbosas),
0 una temperatura mas alta (28-29° C para especies tropicales), pero debe tomarse en
cuenta que la temperatura interior de los recipientes que contienen los cultivos in vitro es 3-
4 grados mas alta que en la camara de crecimiento. Por otra parte, debe tenerse también
en cuenta que la humedad en los recipientes del cultivo es relativamente alta, por lo que la
humedad de la camara de crecimiento debe ser 30-50%.

Sin embargo, si la humedad es elevada en la cdmara, dara como resultado una mayor
cantidad de infecciones al igual que una elevada temperatura (Pierik 1990).

El pH en el medio es de gran importancia ya que influye en la absorcion de varios
componentes del medio, la mayoria de éstos se ajustan a un pH de 5.2-5.8 (Cardoza 2008).
Pierik (1990) menciona que el pH en el rango de 5-6.5 es apto para el crecimiento, con un
maximo de 6.0, mientras que un pH bajo (menor de 4.5) o alto (mayor de 7), generalmente
frena el crecimiento y desarrollo in vitro. Si el pH es demasiado bajo, puede ocasionar que
la auxina AlA'y el &cido giberélico sean menos estables, el agar pierde su rigidez, y algunas

sales como el fierro y fosfato pueden precipitar.

2.2.2 El Cultivo de Tejidos Vegetales como modelo para estudios de genética,
bioquimica y fisiologia de plantas

Una de las aplicaciones mas importantes del CTV es la produccion de plantas libres de
virus, hongos y bacterias, permitiendo una mayor confiabilidad en los resultados sobre
estudios genéticos, bioquimicos y fisiolégicos para entender el crecimiento, desarrollo 6
estrés en las plantas y asi posibilitar su mejoramiento (Pierik, 1990; Vasil, 1991; Buchanan
et al., 2000). Asi por ejemplo, el CTV ha permitido conocer algunos de los mecanismos
detoxificantes en plantas que tienen la capacidad de tolerar, degradar o acumular
contaminantes organicos o inorganicos (Doran, 2009; Pilon-Smits, 2005; Clemens et al.,
2002). En fitopatologia, el cultivo in vitro contribuye de manera significativa a generar
eficazmente conocimientos referentes a la interaccion planta-patdgeno (Pierik, 1990), los
cuales seran un componente esencial de beneficio a la agricultura moderna sobre el control
de enfermedades y la reduccion de costos con respecto al uso de agroguimicos (Pierik,
1990; Lawton et al., 1992; Buchanan et al., 2000).
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2.3 Absorcion de los metales pesados por las plantas

Las plantas son capaces de absorber metales esenciales y no esenciales del suelo, como
respuesta a los gradientes de concentracion, mediante la absorcion selectiva de iones 6 por
difusion a través de las raices. La capacidad de tolerar y acumular MP en las plantas
depende de la especie vegetal (Huang y Cunningham, 1996; McGrath et al., 2002). Cuando
un MP entra a las células de una planta, ocurren numerosas reacciones bioquimicas, de las
cuales, la mayoria son producidas por bloqueo de grupos funcionales de las proteinas o por

el incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Figura 3).
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Figura 3. Toxicidad ocasionada por los metales pesados sobre las biomoléculas. Tomado de McGrath et al.,
2002.

Los mecanismos moleculares de respuesta a MP, incluyen:

(a) Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO); por auto-oxidacion y reacciones
de Fenton y Haber-Weiss, estas reacciones son tipicas para los metales con actividad redox
(Fe y Cu). La reaccion de Haber-Weiss genera radicales hidroxilo (*OH) a partir de peréxido

de hidrogeno H>0- y superodxido (+O,’). Esta reaccion puede ocurrir en las células vivas y
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como consecuencia es una posible fuente de estrés oxidativo. La reaccion directa es muy

lenta, pero es catalizada por el hierro en estado de oxidacion (ll1).

El primer paso del ciclo catalitico se produce por la reduccion del catién férrico a catién

ferroso:

Fe® + +0,— Fe2* + O,

El segundo paso es una reaccion de Fenton:

FeZt + H,O,— Fe3* + OH+ «OH

La reaccién neta es:

*Oy + H,Oo— *OH + OH+ O

(b) Blogueo de grupos funcionales esenciales de biomoléculas, que se presenta
principalmente con metales no redox (Cd y HQ); y (c) desplazamiento de metales esenciales
de biomoléculas (Schitzendubel y Polle, 2002). En respuesta al dafio ocasionado por los
MP, las células activan sus sistemas antioxidantes, producen moléculas encargadas de la
detoxificacidn (glutation, fitoquelatinas y metalotioneinas), asi como proteinas capaces de
reparar las proteinas dafiadas (chaperonas), y activan vias de sefializacién con el fin de
gue la célula active todos los mecanismos necesarios para que logre adaptarse, tolerar y
defenderse de los MP (Ahsan et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4.Mecanismos de defensa activados por los MP en las células vegetales. CS, cisteina sintasa; GR,
glutation reductasa; GSH, glutatién; GST, glutation-S-transferasa; SOD, superdxido dismutasa; APX,
ascorbato peroxidasa; CAT, catalasa; POD, peroxidasas; PDI, proteina disulfuro isomerasa; HSP, proteina de
choque térmico; OPR, acido 12-oxo-fitodienoico isomerasa; SAMS, S-adenosil-L-metionina sintetasa; ACC
oxidasa, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa; CHS, chalcona sintasa; SAM, S-adenosil-L-
metionina; JA, acido jasménico. (Ahsan et al., 2009).

A continuacién se presenta una descripcion de los mecanismos que poseen las plantas

para crecer bajo condiciones de estrés por MP.

2.3.1 Mecanismos de defensa y tolerancia

Las plantas poseen diversos mecanismos celulares involucrados en la detoxificacion y
tolerancia al estrés provocado por los MP. Estos mecanismos tienen la funcion de evitar
altas concentraciones de iones metalicos en sitios sensibles dentro de la célula. Los
mecanismos de tolerancia incluyen el secuestro de metales y la formacion de complejos,
siendo esta la primera linea de defensa contra la toxicidad provocada por los MP. La
segunda linea de defensa incluye un amplio rango de mecanismos indirectos como
sistemas antioxidantes celulares, proteinas de estrés térmico y sistemas de reparacion de
dafios celulares (Hall, 2002).
2.3.1.1 Sistemas antioxidantes

Los MP provocan un incremento en el estrés oxidativo por la formacion de ERO o por la
disminucién de las enzimas y moléculas antioxidantes. Los sistemas de defensa de las

plantas contra las ERO incluyen enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), catalasa
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(CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation peroxidasa (GPX), glutation reductasa (GR)
y glutatién-S-transferasa (GST) (Verma y Dubey, 2003). La SOD es la primera linea de
defensa contra las ERO, el radical superdxido (*O;) se puede dismutar en peréxido de
hidrégeno (H20) y O por accién de la SOD; el H,0O, formado puede ser descompuesto en
H.O y O, dentro de los peroxisomas, por accion de la CAT, enzima que no requiere un
sustrato adicional. Asimismo, la eliminacion del H,O, dentro de otros compartimentos
celulares depende de distintas peroxidasas, como la guayacol peroxidasa (G-POD) y la
ascorbato peroxidasa (APX); ambas enzimas dependen de un sustrato reducido para su
actividad. La enzima GR, junto con la dehidroascorbato reductasa (DHAR), se encuentran
también involucradas en la eliminacion de H»O- a través del ciclo ascorbato — glutatién (Figura
5) (Noctor y Foyer, 1998). La GR también se encarga de mantener la relacién glutation
reducido/glutatién oxidado (GSH/GSSG) alta, lo cual es importante para la proteccion contra

el estrés oxidativo (Asada, 1994).
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Figura 5. Sistemas antioxidantes para la eliminacion de ERO en plantas: (a) Ciclo agua—agua; (b) ciclo
ascorbato—glutation; (c) ciclo glutation peroxidasa (GPX); (d) accion de la catalasa (CAT) sobre el H202. Fd,
ferredoxina; MDHA, monodehidro-ascorbato; MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; PSI, fotosistema I;

tAPX, APX tilacoidal (Modificado de: Mittler, 2002).

Por otra parte en los tejidos vegetales, las principales moléculas que actian como
eliminadoras de ERO, incluyen el acido ascorbico (AsA), tocoferoles, carotenoides y
aminoacidos no proteicos como el GSH, ademas de compuestos fendlicos como
flavonoides, taninos y precursores de lignina. Todos estos antioxidantes actan como una

red cooperativa que emplea una serie de reacciones de 6xido-reduccion para evitar el dafio
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por ERO (Blokhina et al., 2003; Grat&o et al., 2005). Uno de los mecanismos de las plantas
para soportar el exceso de H.O, es a través de su transporte a vacuolas para su
detoxificacion. Las vacuolas son ricas en flavonoides, poderosos antioxidantes que eliminan
varias ERO vy peroxinitrito, y también pueden contener altos niveles de AsA, GSH y
peroxidasas ubicadas en la superficie interna del tonoplasto (Gechev et al., 2006). El a-
tocoferol se encuentra en altas concentraciones en las membranas fotosintéticas donde es
el principal antioxidante lipofilico que interactia con radicales peroxi- de lipidos y con <O
Los carotenoides, compuestos fendlicos y flavonoides también pueden neutralizar ERO
como *O’, *OH y 'O, (Davey et al., 2000).

2.3.2 Cromo

El Cr es un MP que se encuentra en la biosfera; en el suelo suele encontrarse en
concentraciones de 10 — 50 mg Kg* dependiendo el origen este, llegandose a encontrar
concentraciones de Cr en suelo mayores a 125 g Kg* (Adriano, 1986). En agua dulce las
concentraciones de Cr oscilan entre 0.1 — 117 pg L™ y en agua marina entre 0.2 — 50 ug L’
!, La concentracién de Cr en la atmosfera varia ampliamente, encontrandose en un rango
entre 5x 10°—1.2 x 10 ug m* (Nriagu, 1988).

El Cr puede presentar diferentes estados de oxidacion (VI, V, IV, lll, 1l y 0), los cuales le
confieren diferentes grados de toxicidad. EI Cr metélico no es toxico y es insoluble en agua,
mientras que los compuestos de Cr(VI) son extremadamente toxicos y carcinogénicos y se
disuelven con facilidad en agua. Las intoxicaciones agudas con compuestos de Cr(VI) se
manifiestan en lesiones renales, mutaciones en el tracto gastrointestinal asi como
acumulaciones en el higado, en el rifién, en la glandula tiroides y en la medula ésea. En
condiciones naturales, la presencia de materia organica oxidable reduce rapidamente a
compuestos de Cr(VI) a Cr(lll), gue son mas estables y menos hidrosolubles. A bajas
concentraciones, el Cr(lll) es esencial para la salud de humanos y animales. (Shanker et
al., 2009).

El Cr y sus productos tienen mdultiples usos industriales; estos son usados en el
procesamiento y terminado de pieles (Nriagu, 1988), en la fabricacién de aceros al cromo y
aceros inoxidables, en aleaciones con cromo y en el cromado galvanizado. Los complejos
organicos encuentran aplicacion como colorantes de revelado en la fotografia-color, los
compuestos inorganicos del cromo se utilizan como pigmentos para pinturas. Los
compuestos de Cr(VI) son usados en la industria de blindaje, en el curtido de pieles y en la

preservacion de la madera (Shanker et al., 2004).
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2.3.2.1 Absorcion de Cr por las plantas y su efecto sobre el metabolismo
El Cr es un elemento que no es esencial para el crecimiento vegetal, por lo que las plantas
no poseen un mecanismo especifico para su absorcién; la absorcion de este metal es a
través de transportadores empleados para absorber otros elementos esenciales para la
planta. La via de absorcion del Cr(VI) involucra el proceso de absorciéon y la competencia
por transportadores activos para el Fe, Sy P (Cervantes et al., 2001); mientras que el Cr(lll)
ingresa a la célula por transporte pasivo (Figura 6); una vez absorbidos, Cr(VI) y el Cr(lll)
deben cruzar la endodermis via simplasto, aunque probablemente el Cr(VI) en las células
es reducido a Cr(lll) el cual es retenido en las células corticales de la raiz cuando existen
bajas concentraciones de Cr(VI), lo cual en parte explica la baja toxicidad del Cr(lll)
(Cervantes et al., 2001). Skeffington et al. (1976) realizando estudios con Cr radioactivo
(®1Cr) observo que el Cr es principalmente transportado por el xilema de las plantas.
Golovatyj et al. (1999) encontraron que la absorcién del Cr depende de las propiedades del
suelo y de la concentracion de este elemento; la maxima acumulacion de Cr siempre fue

encontrada en las raices y una acumulacion menor en la parte aérea.
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Figura 6. Modelo del transporte y toxicidad del Cr en plantas (Modificado de Shanker et al., 2005).

Los compuestos de Cr son altamente téxicos en las plantas debido a que ocasionan
disminuciéon en el crecimiento y desarrollo vegetal, asi como una inhibicion de las
actividades enzimaticas y en algunos casos mutagénesis. EI Cr a nivel celular produce
especies reactivas de oxigeno (ERO), como el radical superoxido (O27), el radical hidroxilo

(*OH) vy el perdéxido de hidrogeno (H:0y); la presencia de estas ERO ocasiona dafio
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oxidativo a biomoléculas como son lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Shanker et al.,
2005).

El estrés por Cr puede inducir tres tipos de modificaciones en las plantas: (i) alteracion en
la produccién de pigmentos involucrados en el mantenimiento del metabolismo de la planta
(ej. clordfilas, antocianinas) (Boonyapookana et al., 2002), (ii) incremento en la produccion
de metabolitos antioxidantes (ej. glutation, &cido ascoérbico) (Shanker, 2004) vy (iii)
alteraciones en las reservas de los sustratos para la sintesis de metabolitos que confieren
resistencia o tolerancia al estrés por Cr (gj. fitoquelatinas, histidina). No obstante, los efectos
toxicos del Cr dependen de su estado de oxidacién la cual es determinada durante su
absorcion, translocacion y acumulacion, existiendo especies capaces de acumular altas
concentraciones de Cr (conocidas como acumuladoras o hiperacumuladoras) (Huang y
Cunningham, 1996; McGrath et al., 2002). Zhang et al. (2007) encontraron que Leersia
hexandra es capaz de acumular hasta 2978 mg Cr-Kg* peso seco (PS) en sus hojas cuando
crece en suelos con concentraciones de Cr de 52 mg-Kg?; Rai et al. (2004) mostraron que
Ocimum tenuiflorum acumulé en sus raices hasta 419.5 mg Cr-Kg*PS cuando fue expuesta
a 5.2 mg L de Cr durante 72h. Uno de los trabajos mas recientes de acumulacion de Cr
en plantas es el realizado por Buendia-Gonzélez et al. (2010), en el que cultivaron Prosopis
laevigata in vitro con 3.4 mM de Cr(VI) cuya acumulacién de Cr en tallos y raices fue de

5461 y 8090 mg Cr-Kg*PS, respectivamente.

2.3.3 Plomo

El Pb, al ser uno de los elementos mas téxicos y abundantes en el ambiente, afecta la salud
humana y la vida silvestre, tiene una baja solubilidad y se clasifica como carcinogénico y
mutagénico (Liu et al., 2008). Este elemento se encuentra en la naturaleza principalmente
como Pb?* y forma compuestos poco solubles en agua. El mineral de Pb mas abundante
en la naturaleza es la galena (PbS sulfuro de plomo Il), de donde habitualmente se extrae
dicho metal. Como contaminante, el Pb se libera al ambiente principalmente en forma de
PbSO.y PbCOs. Aunque forma compuestos poco solubles, este metal es movilizado en los
ecosistemas causando efectos téxicos en especies terrestres y acuaticas. Una vez en el
suelo, el Pb no se distribuye uniformemente en los horizontes, ya que se asocia con
hidroxidos, especialmente de Fe y Mn y también se puede concentrar en particulas de
fosfatos o carbonatos. El Pb generalmente se acumula cerca de la superficie de los suelos
debido a su sorcion en las particulas que componen la materia organica. Este metal se

moviliza lentamente, pero algunas caracteristicas del suelo, como el incremento en la
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acidez y la formacién de complejos organicos pueden incrementar su solubilidad (Liu et al.,
2008).

2.3.3.1 Absorcion del plomo por las plantas
El Pb, aunque no es un elemento esencial para las plantas, éstas lo absorben con facilidad;
su entrada a la planta y su acumulacion ocurre directamente, cuando es absorbido a través
de las raices junto con otros minerales y agua (Sengar et al., 2008). El Pb se absorbe por
las raices, a través de los pelos radiculares hasta alcanzar el sistema vascular, lo que
permite su translocacién a las estructuras aéreas de la planta, como yemas y hojas (Jarvis
y Leung, 2002). Sin embargo, el transporte de este metal desde las raices a la parte aérea
es limitado debido a la barrera que existe en la endodermis de las raices. Dicha barrera es
la banda de Caspary, que es el principal factor que restringe el transporte del metal hacia
los haces vasculares (Seregin et al., 2004). La banda de Caspary fuerza al agua y los
minerales a atravesar las membranas celulares y el citoplasma de las células
endodérmicas, en lugar de pasar a través de las paredes celulares o entre ellas. De esta
manera, las membranas celulares de la endodermis controlan el tipo y la cantidad de

nutrientes minerales que circulan entre el cortex y el tejido vascular (Nabors, 2005).

Hasta ahora no se sabe exactamente como el Pb unido a las particulas del suelo queda
disponible para ser absorbido por las plantas. Davies (1995), reporté que soélo alrededor de
0.005-0.13% del Pb se encuentra soluble en el suelo y esta disponible para su absorcion
por las plantas. Sin embargo, existen varios factores que afectan su entrada a las plantas,
entre ellos se encuentran el tamafio de particula, la capacidad de intercambio catiénico y
pH del suelo, asi como la superficie de la raiz, los exudados de las raices y la presencia de
ciertos microorganismos, como los hongos micorricicos. El transporte de este metal dentro
de las plantas, asi como su localizacién celular, son factores que determinan las
manifestaciones toxicas que presentan las plantas; por ejemplo, el almacenamiento de Pb
en las vacuolas puede evitar efectos dafinos en la planta. Este metal puede también
acumularse en los espacios intercelulares, reticulo endoplasmico, dictiosoma y vesiculas
dictiosbmicas y, eventualmente, en el nucleo celular. Puede unirse fuertemente a grupos
carboxilo de los acidos galacturénico y glucorénico de la pared celular, restringiendo su

transporte apoplastico (Sharma y Dubey, 2005).

Maldonado-Maganiia A. (2014). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 41



“Tolerancia y capacidad de remocion de Cr(VI) y Pb(Il) en cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata”

2.3.3.2 Efecto del plomo sobre las plantas
El Pb ocasiona fitotoxicidad a través de eventos como: (i) reacciones con grupos sulfhidrilo
y ligandos de nitrégeno con cationes; (ii) afinidad para reaccionar con grupos fosfato del
ADP o ATP, y (iii) sustitucién 6 deficiencia de metales esenciales (Kucera et al., 2008).

En particular el Pb, ocasiona efectos adversos en la morfologia, crecimiento y fotosintesis
en las plantas, inhibe algunas actividades enziméticas y altera el balance de agua, ademés
de ocasionar alteraciones en la permeabilidad de la membrana y en la absorcion de
minerales (Figura 7). Dentro de los sintomas visibles de fitotoxicidad por Pb se encuentran:
necrosis, clorosis y el oscurecimiento y disminucion de la longitud de raices. La fitotoxicidad
ocasiona una disminucion en el potencial de agua, altera la permeabilidad de la membrana,
disminuye la producciéon de hormonas y el transporte de electrones, mientras que las
actividades enzimaticas pueden incrementar o inhibirse. Todos estos eventos finalmente

ocasionan alteraciones en diversos procesos fisiolégicos (Sharma y Dubey, 2005).

Actividad
enzimatica

Estado | Estructura de

hormonal membrana
Efectos del Pb
sobre las
plantas
Transporte de |, ‘ J Potencial
electrones de agua

Alteracionesen procesos fisiologicos

Figura 7. Vista general de los efectos toxicos causados por el plomo en las plantas. Todos estos eventos
relacionados con la fototoxicidad finalmente ocasionan alteraciones en diversos procesos fisioldgicos. Los
signos “+” y “-” indican efectos positivos y negativos, respectivamente (Sharma y Dubey, 2005).

Hasta ahora se han encontrado algunas especies vegetales con potencial para acumular e
hiperacumular Pb. Sesbania drummondii es capaz de acumular el 1% de Pb en sus tallos
(Sahi et al., 2002). Estudios de campo han demostrado que Buddleja asiatica posee una
extraordinaria capacidad para tolerar el Pb, en sus tallos acumula hasta 4335 mg Kg* PS
cuando crece en suelos contaminados (Waranusantigul et al., 2008). Fagopyrum
esculentum cuando fue cultivado en suelos contaminados mostro que acumula una gran
cantidad de Pb en hojas (8,000 mg Kg* PS), tallos (2,000 mg Kg* PS) y raices (3,300 mg

Kg? PS) sin presentar dafios evidentes (Tamura et al., 2005). He et al. (2002) encontraron

Maldonado-Maganiia A. (2014). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 42



“Tolerancia y capacidad de remocion de Cr(VI) y Pb(Il) en cultivos de células en suspension de Prosopis laevigata”

que S. alfredii también es capaz de acumular Pb en tallos (514 mg Kg* PS) y raices (13,922
mg Kg* PS). Por Uultimo, Buendia-Gonzélez et al. (2010) cultivaron in vitro, Prosopis
laevigata en medio MS conteniendo 3.0 mM de Pb(ll) cuya acumulacién de Pb en tallos y
raices fue de 27 300 y 40 666 mg Kg* PS respectivamente.

24 Generalidades de Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M. C. Johnst.

Se han descrito alrededor de 50 especies del genero Prosopis en todo el mundo
(Figueiredo, 1990), de estas, 42 estan presentes en el continente Americano en dos
grandes localidades: Norte América (México y el Sur-Oeste de los Estados Unidos) y Sur
Ameérica (Argentina, Paraguay y Chile). También han sido introducidas en zonas aridas del
Este de la India, Australia, Africa y principalmente en Hawaii (Vernon-Carter et al., 2000).
En nuestro pais estan presentes 10 especies pertenecientes al género Prosopis, que crecen
en las areas de la costa del océano Pacifico (Sinaloa) y contindan hasta Panama, en
Sonora, la Peninsula de Baja California y en el centro y sur del Pais. Entre estas especies
se encuentra Prosopis laevigata, que predomina en la meseta del Norte y Centro de México.

La clasificacion taxonémica de esta especie es la siguiente:

Familia: Fabaceae (alt. Leguminoseae)

Subfamilia: Mimosoidae

Género: Prosopis

Especie :Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M. C. Johnst.

Sinonimias: Prosopis dulcis Kunth, Algorobia dulcis (Kunth) Benth, Mimosa rotundata

Sessé et Moc., Neltuma laevigata (Willd.) Britt. et Rose.

De acuerdo a la regiéon en donde crece recibe diferentes nombres comunes: Mezquite (es
el mayormente utilizado); Utuh (huasteco); chlcata, tiritzecua (tarasca) en Michoacén;

algarrobo en Colima, Jalisco y Nayarit.

P. laevigata es un arbol o arbusto que se desarrolla preferentemente en zonas aridas y
semiaridas, se puede encontrar a diferentes altitudes que van desde el nivel del mar hasta
los 2050 msnm, alcanza alturas hasta de 13 m con lo que crea bajo su copa condiciones
muy favorables para el desarrollo de otras plantas herbaceas, estd asociado
simbidticamente con bacterias del género Rhizobium por lo que es considerado como un

organismo fijador de nitrégeno. Forma parte del matorral espinoso o “Selva baja espinosa
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subcaducifolia”. También se distribuye en forma aislada entremezclado con plantios o
cultivos anuales como el maiz y alfalfa, asi como en laderas rioliticas o en terrenos aluviales
con vegetacion muy alterada. Su madera es dura y pesada, en el centro es café o negra
muy durable por su dureza y consistencia. Las hojas son bipinadas, las flores se encuentran
agrupadas en inflorescencias en espigas, son sumamente pequefas y producen un aroma
y néctar agradable para la polinizacién. Su fruto es una vaina, en donde se alojan las
semillas que tienen el tamafio menor al de un frijol, en forma aplastada o aplanada. Sus
ramas presentan espinas laterales (http://www.rlc.fao.org/redes/sisag/arboles/Mex-pr-
[.htm).

P. laevigata es una especie con alto grado de agresividad o capacidad colonizadora en
areas perturbadas, por lo que su regeneracion puede darse por rebrote o retofio y por
semilla. Ese ultimo mecanismo se ve favorecido ya que generalmente cada afio se
producen grandes cantidades de vainas y semillas, lo que ayuda a la dispersién natural de
la especie a través de la diseminacion zoocora y endozoica, es decir, a través del aparato
digestivo de animales como borregos y cabras
(http://www.rlc.fao.org/redes/sisag/arboles/Mex-pr-l.htm).

Practicamente toda la planta y sus productos son aprovechados, la madera es utilizada para
fabricar duela, madera aserrada y parquet, para hacer mangos de herramientas, hormas
para zapatos en escala industrial, y como lefia y carbén de muy buena calidad por su alto
poder calorifico. Las hojas y vainas se utilizan como forraje para el ganado, las vainas tienen
un alto valor nutritivo y de ellas se puede obtener harina que en una proporcion de entre el
20y 60% es mezclada con harina de maiz, alfalfa, zacate, salvado, alfalfa molida, pasta de
cacahuate o linaza y se adiciona al forraje. De la corteza se extraen curtientes, ademas los
troncos y ramas se usan como postes para cercas
(http://www.rlc.fao.org/redes/sisag/arboles/Mex-pr-l.htm).

El mezquite también es apreciado como planta melifera y se ha reportado que tiene usos
medicinales. La goma diluida en agua se usa para hacer gargaras y contra la disenteria, el
cocimiento de las hojas y de renuevos o el zumo de éstos, se emplea contra las
inflamaciones de los ojos. También la infusibn para el tratamiento de salpullidos. El
cocimiento de la corteza de las ramas jévenes (en agua o leche), se da a tomar a los bebés

para aliviar los colicos (http://www.rlc.fao.org/redes/sisag/arboles/Mex-pr-1.htm).
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2.4.1 Cultivos in vitro de P. laevigata

Los reportes del cultivo in vitro del género Prosopis para diferentes fines son escasos,
algunos de los antecedentes al respecto son los trabajos publicados por Trejo-Espino et al.
(2011) donde describe el establecimiento de un cultivo de células en suspension de P.
laevigata como estrategia para la obtencion de goma de mezquite. Buendia-Gonzalez et al.
(2007; 2010, 2012) describen la propagacion clonal de plantas de P. laevigata a través de
nodos cotiledonales, embriogénesis soméatica y la acumulacion de cromo, cadmio, plomo y
niquel en plantulas de P. laevigata generadas y cultivadas in vitro.
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3. JUSTIFICACION

La contaminacion ambiental con metales pesados, como Cr, Cd, Hg, Pb y As representa un
problema de salud, ambiental y econémico de grandes proporciones. La fitorremediacion
es una alternativa ecolégicamente viable que puede implicar mayor efectividad que
métodos fisicoquimicos utilizados tradicionalmente para la remediacion de suelos
contaminados con dichos elementos. Sin embargo, el avance de la fitorremediacion se ha
retardado debido, en parte, a la falta de conocimiento acerca de mecanismos involucrados
en dicho proceso, como son la captacion, movilizacion, inmovilizacion y metabolismo de
estos metales en las plantas, adicionalmente existe la necesidad de la busqueda de
especies vegetales con potencial para fitorremediar sitios contaminados en las condiciones
climatoldgicas y geogréficas particulares de México. Una posible planta con potencial
fitorremediador es Prosopis laevigata (Fabaceae) ya que es una especie que se desarrolla
en zonas templadas, aridas y semiéridas de México, en las cuales se encuentran
principalmente los sitos contaminados con metales pesados.

Por otro lado, la técnica de cultivo de tejidos es una herramienta para identificar
mecanismos de tolerancia a metales pesados en plantas, dentro de las ventajas de este
tipo de cultivos se encuentran: crecimiento reproducible durante largos periodos de tiempo,
cultivos estériles, control de las condiciones ambientales, aislamiento y analisis de
metabolitos relativamente sencillo. Con base en lo anterior, en este trabajo se pretende
generar informacion que contribuya al conocimiento sobre el crecimiento, la tolerancia y la
capacidad de remocién de Cr(VI) y Pb(ll) en cultivos de células en suspension de Prosopis

laevigata.
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4. HIPOTESIS

Plantulas de Prosopis laevigata han demostrado la capacidad de tolerar y acumular altas
concentraciones de cromo y plomo, por lo que células en suspension de la especie vegetal,
poseen también, los mecanismos para tolerar y remover el cromo y plomo, en un medio de

cultivo.

e ———————————
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5

OBJETIVO

5.1 General

Determinar el efecto del Cr(VI) y Pb(ll) sobre las células en suspensién de Prosopis

laevigata

5.2 Especificos

Evaluar el efecto de reguladores del crecimiento vegetal (2,4-D, BA y Kin) y el tipo
de explante (cotileddn, hipocétilo y raiz) en la induccion de callo de P. laevigata
Seleccionar los mejores tratamientos de induccion de callo, para la obtencion de
lineas celulares

Establecer cultivos de células en suspension de lineas celulares seleccionadas
Caracterizar el crecimiento de las células en cultivos en suspension

Evaluar el efecto de Cr(VI) y Pb(ll) en el crecimiento de cultivos de células en
suspension

Determinar la capacidad de remocion de Cr(VI1) y Pb(ll) por células en suspension
Evaluar la competencia del Cr(VI) por los transportadores de Mn(ll)

Evaluar la competencia del Pb(ll) por los transportadores de Zn(ll)

Caracterizar la superficie (SEM, XPS) de las células en suspension expuestas a
Cr(VI) y Pb(Il)
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Material vegetal

Las vainas maduras de arboles de mezquite (Prosopis laevigata) fueron colectadas en Julio
de 2009 en los Ejidos de San Bartolo y Llanos de la Angostura, ambas localidades
pertenecientes al Municipio de Rio Verde, San Luis Potosi, México. Las semillas fueron
separadas de las vainas y se sometieron a un proceso de escarificacion mecénica,
mediante la remocién de un pequefio fragmento lateral de la cubierta de la semilla. Las
semillas escarificadas fueron desinfectadas superficialmente sumergiéndolas en una
solucion de etanol al 70% por 30 s, y posteriormente en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial al 0.6% y Tween 20 (3 gotas por cada 100 mL de solucién) durante 30 min en
agitacion continua, finalmente fueron lavadas cinco veces con agua destilada esterilizada.
Las semillas asépticas fueron sembradas en tubos de cultivo (25 x 150 mm) conteniendo
15 ml de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) gelificado y estéril, adicionado con sacarosa
al 3% (p/v) y solidificado con fitagel 0.2% (p/v). Antes de la esterilizacion, los medios de
cultivo fueron ajustados a pH 5.8 HCI 0.1 N 6 NaOH 0.1 N. Las semillas fueron germinadas
a una temperatura de 25°C £ 2°C bajo un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad con

lamparas fluorescentes (irradiancia de 50 pumol m2 s™).

6.2 Induccion de callo

Las plantulas de 15 d de edad se usaron como fuente de explantes (cotiledén, hipocétilo y
raiz) para la induccién de callo. EI medio de cultivo empleado fue MS a la mitad de su
concentracion y fue suplementado con distintas combinaciones y concentraciones de
reguladores del crecimiento vegetal (RCV). En la Tabla 4 se presentan las “Claves” de todos
los tratamientos derivados de las diferentes concentraciones de las citocininas (0.0,0.5, 1.0
y 1.5 mg L) cinetina (KIN) y/o 6-bencilaminopurina (BAP) y sus combinaciones con 1.5 mg
L de la auxina &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Cada tratamiento se realizd por
triplicado con lotes de 5 tubos y cada tubo con un explante. Los datos de porcentaje de
induccién para cada tratamiento se determiné a los 30 dias de incubacidn, y los resultados
son expresados como una relacion de los explantes con formacion de callo con respecto al

total de explantes evaluados.
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Tabla 4. Tratamientos empleados para la induccion de callo

RCV (mg L?) Tratamiento
Auxina Citocinina (Clave)
2,4-D BAP
0.0 0.0 Control, DoBo
0.0 0.5 DoBos
0.0 1.0 DoB1.o
0.0 1.5 DoB1s
1.5 0.0 D15Bo
15 0.5 D15Bos
15 1.0 D15B1o
15 15 Di15Bis
2,4D KIN
0.0 0.0 Control, DoKo
0.0 0.5 DoKo.s
0.0 1.0 DoK1.0
0.0 15 DoK1s
1.5 0.0 D1.5Ko
15 0.5 D15Kos
15 1.0 D1sKi1o
15 15 D1sKis

6.3 Establecimiento de los cultivos de células en suspension

Se transfirieron 1.5 g de callo friable cotiledonar provenientes del tratamiento D1sKi0 @
matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 25 mL de medio liquido con la formulacién
del tratamiento D15K10 pero libre de fitagel, se incubaron bajo las mismas condiciones de
fotoperiodo, intensidad luminosa y temperatura, bajo agitacién continua a 110 rpm. Se
realizaron subcultivos cada 15 d durante tres meses. Con el fin de obtener un cultivo
homogéneo, las células se tamizaron a traves de filtros de nylon de 200 um. El cultivo fue
mantenido durante seis meses subcultivandose cada 15 d en matraces Erlenmeyer de 500
mL conteniendo 100 mL de medio, inoculados con biomasa vegetal, siendo el tamafio de
inoculo del 6% (p/v). Para realizar la cinética de crecimiento, las células en suspension de
10 dias de cultivo se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 25 mL de
medio de cultivo liquido conteniendo la formulacion del tratamiento D1sK10 enriquecido con
5 % (v/v) de agua de coco, conservando el tamafio del inoculo, 6 % (p/v). Las células se
cosecharon cada 2-3 d, para determinar el crecimiento, durante 21 dias. Para determinar el
peso fresco, la biomasa se cosecho usando filtros de celulosa (Whatman No.l), se
determind el peso (PF), posteriormente se secd en una estufa a 70°C durante 72 h para

obtener el peso seco (PS). La velocidad especifica de crecimiento (u), definida como el
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incremento en la masa celular por unidad de tiempo, fue calculada a través de graficar el
logaritmo natural de los datos de crecimiento contra el tiempo. De la grafica se obtuvo una
linea recta en la fase exponencial de crecimiento. La pendiente de la seccion lineal del
gréafico correspondi6 a la tasa de crecimiento especifico de las células (Capataz-Tafur et
al., 2010). La viabilidad celular se determiné de manera indirecta a traves de la integridad
de la membrana, medida por el método del azul de Evans (Rodriguez-Monroy y Galindo
1999). Una alicuota de 2 ml de muestra con células de cada punto de muestreo se
incubaron con 0.25% de azul de Evans durante 5 min y se observaron al microscopio. El
porcentaje de viabilidad de la muestra se determiné tomando como base el nimero de
células no tefidas (células viables). Una vez que se establecié el cultivo de células en
suspension, se realiz6 una cinética de crecimiento en medio de cultivo conteniendo MP (1.0
mM de Cr o Pb) siguiendo el procedimiento previamente descrito. Los experimentos fueron

realizados por duplicado con tres matraces cada uno (n=6).

6.4 Evaluacion de MP en cultivos de células en suspensidn de P. leavigata.

Tres experimentos de MP fueron evaluados en los cultivos de células en suspensioén: 1) Cr
(V1) o Pb(Il); 2) Mn(ll) y/o Cr(VI); y 3) Zn(ll) y/o Pb(ll). En el primer experimento, se usaron
concentraciones de 0.0, 1.0, 2.0 y 3.0 mM de Cr o Pb para observar la tolerancia de los
cultivos, mientras que para el segundo y tercer experimento todos los MP se usaron
concentraciones de 0.0, 0.5 y 1.0 mM para evaluar la competencia entre Cry Mn, y del Pb
con el Zn (Tabla 5). En todos los experimentos de MP, 1.5 g de células fueron transferidos
a matraces de 125 ml de capacidad conteniendo 25 ml de medio de cultivo liquido MS, 5%
(v/v) de agua de coco, y con la formulacion D1sKio, Y S& mantuvieron durante 18 dias de
incubacién en agitacion constante a 110 rpm a 25 * 2°C bajo un fotoperiodo de 16 h luz a
50 pmol m? s, Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células fueron cosechados
y filtradas a través de un filtro Whatman No. 1, realizando tres lavados con agua desionizada
para eliminar los metales extracelulares adsorbidos. Se determiné el peso fresco (PF) de
las muestras y posteriormente se secaron hasta peso constante (PS) en una estufa a 70°C
durante 72 h.
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Tabla 5. Tratamientos para evaluar la competencia entre Mny Cr, y del Zn con el Pb

Tratamiento Cr(VI) (mM) Mn(l1) (mM) Tratamiento Pb(ll) (mM) Zn(ll) (mM)
Cro.oMno.o 0.0 0.0 Pbo.oZno.o 0.0 0.0
CrosMno.o 0.5 0.0 Pbo.oZnos 0.0 0.5
CrosMnos 0.5 0.5 Pbo.oZn1.o 0.0 1.0
Cri.0Mno.o 1.0 0.0 Pbo.sZno.o 0.5 0.0
CrioMnio 1.0 1.0 Pbo.sZnos 0.5 0.5

PbosZnio 0.5 1.0
Pb1.0Zno.o 1.0 0.0
Pbi.oZnos 1.0 0.5
Pbi.oZnio 1.0 1.0

6.5 Cuantificacion de metales (Cr, Pb, Zn y Mn) en biomasa vegetal
A 100 mg de biomasa (PS) se le adicion6 5 mL de HNO3 concentrado y 4 mL de agua
desionizada para su digestion en un horno de microondas (CEM MARS-Xpress, CEM
Corporation Mathews North Carolina) a 1600 W durante 15 min, después las muestras se
aforaron a 10 mL con agua desionizada y se filtraron empleando una membrana de 0.45
um (GN-6 Metricell).

El contenido total de Cr, Pb, Mn y Zn se cuantificé mediante un espectrometro de absorcion
atémica Shimadzu (AA-6300), por el método de flama. Las longitudes de onda empleadas
fueron 357.9 nm (Cr), 283.3 nm (Pb), 279.5 nm (Mn) y 213.9 nm (Zn) . Las soluciones
estandar se prepararon con Cr, Pb, Mn y Zn (J.T. Baker, Xalostoc México) para realizar las
curvas de calibracion hasta obtener un coeficientes de correlacién (r?) mayor a 0.99. Todo
el material de vidrio y aparatos fueron lavados con HNO3 0.1N antes y después de ser

usados.

6.6 Estimacion de indices y coeficientes

Crecimiento relativo (CR). La tasa de crecimiento relativo es la medida principal del
analisis de crecimiento. Con el PS obtenido se determiné el crecimiento relativo (CR), de

acuerdo a Baker (1987), el cual se define como:

CR biomasa con MP 100
= X
biomasa sin MP (control)
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Concentracion critica. La concentracion critica (CC) se determiné a partir de una curva de
crecimiento de células en suspension de P. laevigata en medios con diferente concentracion
de cromo y plomo. La CC indica la concentracion de contaminante en la cual la produccién
de la biomasa de las células disminuye 50% con respecto al tratamiento control (0 mg/L):

3 (50% de la maxima biomasa + 0)

cc P

Donde O es la ordenada al origen y P es la pendiente

En este caso, se seleccioné el incremento en la biomasa celular como la principal medida
del efecto toxico de la concentracion de Cry Pb sobre las células, debido a que éstas son
particularmente sensibles a la presencia de toxinas y contaminantes (Deng et al. 2004).

Factor de bioconcentracion. El factor de bioconcentracion (FB) indica la eficiencia de
acumulacion de MP por una especie vegetal. Valores mayores a uno indican que la planta

es potencialmente hiperacumuladora del MP (Audet y Charest, 2007):

[MP]celulas en suspensién
[MP]medio de cultivo

FBC =

6.7 Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

Las células de los tratamientos control, 1.0 mM de Cr 6 Pb fueron cosechadas del medio
de cultivo a los 18 d de incubacion, centrifugando 1.0 mL de medio de cultivo a 1000 rpm
por 5 min, se desechd el sobrenadante y a las células se les agrego una solucion de
glutaraldehido al 2% (p/v), para su fijacién, durante 24 h. a 4°C. Posteriormente se retiro el
fijador, haciendo lavados con una solucion amortiguadora de fosfatos 2 mM a pH 7.2.
Eliminado el primer fijador, las muestras fueron sumergidas en una solucién de tetraéxido
de osmio al 1% (p/v), empleado como una segunda fase de fijacion durante 2 h.
Transcurrido el tiempo de inmersion, el fijador fue desechado y se inicié el proceso de
deshidratacion de las muestras, a través de inmersiones sucesivas en soluciones de etanol
en concentraciones del 30 al 100% durante 20 min en cada solucion). Al finalizar la
deshidratacion, las muestras fueron desecadas a punto critico con CO; (Samdri-780B).
Finalmente, las muestras se recubrieron con una capa de carb6n y oro con un equipo

Denton Vacuum Desk Il (Bozzola y Russell, 1991). Las muestras se observaron y
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analizaron en un microscopio electrénico de barrido (JOEL JSM-5900 LV) equipado con un
sistema de microanalisis por energia dispersiva de rayos-X (Oxford).

6.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y una prueba de
comparacion de medias por el método de Duncan (a = 0.05) para establecer diferencias
significativas, empleando el software NCSS version 5.0.

e
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7. RESULTADOS
7.1 Induccion de callo

El 100% de las semillas germinaron a los 3-5 dias (d) después de la siembra. Las plantulas
de 15 d de edad se emplearon como fuente de explante para la induccién de callo. La
induccion de callo en los cotiledones, hipocotilos y raices varié desde un 28 a 100% y se
present6 a los 10 d de cultivo. Los callos fueron de distinta morfologia segun el tipo de
explante (Figura 8), es decir, los callos de los cotiledones fueron de aspecto friable y color
beige; los callos de los hipocotilos presentaron una apariencia esponjosa, y otros callos
friables de color verde-amarillo y beige; mientras que los callos obtenidos de la raiz fueron
de color blanquecino y beige y presentaron zonas esponjosas Y friables, en los tratamientos
D15Bo, D1sBos, D1sB1o, D1sBis, D1sKos, Di1sKio, D1sKis (28-100% de induccién). La
combinacion de 1.5 mg L de 2,4-D con 1.0 mg L* KIN (D15Ki0) 0 con BAP (D15B10)
presentaron significativamente el mayor porcentaje de induccién de callo (100%) asi como
las mejores caracteristicas de friabilidad y rapido crecimiento (Tabla 6). En los reportes
existentes para la induccién de callo en especies relacionadas, P. julifiora (Nandwani y
Ramawat, 1991), P. tamarugo (Nandwani y Ramawat, 1991) y P. laevigata (Trejo-Espino et
al., 2011), ha sido necesario el uso de la combinaciéon de auxinas y citocininas para la

obtencién de callo.

Figura 8. Callo inducido en diferentes explantes de P. laevigata: a) callo beige de apariencia friable inducido
de hipocotilo (D1.5K1.0, 30 d); b) callo obtenido de raiz color blanquecino/beige de apariencia esponjosa y
friable (D1.sKw.0, 30 d); c) callo friable de color verde-amarillo y beige obtenido a partir de cotiledén (D1.5B1.o,
30); d) callo beige friable inducido de cotiledon (D1.5K1.0, 30d); €) cultivo de células en suspension obtenido a
partir de callo inducido de cotiledén (D1sK1.0, 18 d)
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La induccion de callo se vio significativamente afectada por el tipo de explante (cotiledon,
hipocétilo y raiz). El cotiledon presenté mejor induccion de callo, principalmente cuando se
usaron los tratamientos D1s5B10 Yy D1sKio(Tabla 6). Sin embargo, con el tratamiento D15K10
se produjo el callo mas friable y de color beige. La biomasa de esta linea celular se
incremento, y fue seleccionada para establecer el cultivo de células en suspension de P.

laevigata.

Tabla 6. Efecto de los diferentes reguladores de crecimiento y tipo de explante de P. laevigata en la induccion

de callo
Tratamiento Cotiledon Hipocétilo Raiz
DoBo 0.00 0.00 0.00
DoBo s 0.00 0.00 0.00
DoB1.o 0.00 0.00 0.00
DoBu1s 0.00 0.00 0.00
DoKo s 0.00 0.00 0.00
DoK1.0 0.00 0.00 0.00
DoK1s 0.00 0.00 0.00
D15Bo 80.63+0.0 40.16+9.7 66.67 +14.8
D15Bos 93.33+11.5 3248+15 4567+3.1
D15B1o 100.00+ 0.0 45.24+4.1 28.00+ 4.0
Di15B1s 81.67+35 3259+122 43.33%£5.38
D15Kos 91.53+75 46.29+32  43.33%£5.38
D1sKio 100.00+0.0 50.00+0.0 46.67+11.5
D15Kis 70.33+25 4243+23 4944+ 224

7.2 Establecimiento de cultivos en suspension y cinética de crecimiento

En la Figura 9 se muestra la curva de crecimiento del cultivo de células en suspensiéon de
P. laevigata. En los primeros cinco dias se observé la fase de crecimiento lag en la cual la
biomasa (PS) fue de 6.7 g L%; la fase de crecimiento exponencial termino en el dia 21, en
el cual se encontré la maxima produccion de biomasa (15.6 g L2). El tiempo de duplicaciéon
(td) para esta linea celular fue de 14.1 dias y la u fue de 0.0491 d*. La linea celular obtenida
en el presente trabajo, tuvo un crecimiento mas lento que el obtenido por Trejo-Espino et
al. (2011) quienes cultivaron células de P. laevigata en un biorreactor obteniendo una p de
0.14d'yuntd de 6.6 d. Las diferencias en biomasa méxima, perfil de crecimiento, viabilidad
y parametros cinéticos entre matraces y biorreactor se deben principalmente a los distintos
tipos de mezclado y suministro de oxigeno que se presentan en ambos sistemas (Pan et

al., 2000). Por otro lado, la viabilidad celular fue alrededor del 80% a los 21 dias de cultivo,
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lo que se confirma que el establecimiento del cultivo de células en suspension de P.
laevigata fue exitoso, ya que, cuando la viabilidad celular es menor del 50%, se considera
que el cultivo de células en suspension no se logré (Qui et al.2009).
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Figura 9. Curva de crecimiento de lineas celulares en suspensién de P. laevigata, cultivadas en medio MS.

Una vez que los cultivo de células en suspension fueron establecidas, fueron usadas para
le evaluacion de los MP, adicionando 1mM de Cr(VI) o Pb(ll) y se realizaron las curvas de
crecimiento correspondientes. En la Figura 8 se presentan las curvas de crecimiento de
cultivos en suspension adicionados de 1mM de Cr(VI) o Pb(ll), en estos cultivos la fase de
crecimiento exponencial termino en el dia 18, obteniéndose la maxima acumulacién de
biomasa en peso seco (17.78 g L1y 18.78 g L) para las células cultivadas con 1.0 mM de
Cr(VI) y con 1mM de Pb(ll), respectivamente. La p para el Cr(VI) fue de 0.0633 d?, mientras
gue para Pb(ll) fue de 0.0620d™. El tq obtenido fue de 10.94 d y 11.17 d para el Cr(VI) y
Pb(ll), respectivamente. El incremento en la biomasa celular, asi como el menor tq en las
células cultivadas en presencia de Cr(VI) y Pb(ll) se puede explicar por el hecho de que las
células al ser expuestas a MP inician una serie de mecanismos celulares involucrados en
la detoxificacion y tolerancia al estrés provocado por los MP (Hall, 2002). Wierzbicka (1998),

encontrd que la presencia de Pb aumento el peso de tallos y raices en plantulas de Allium
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cepa, con respecto a plantas crecidas sin el metal; este resultado se atribuy6 a un aumento

en la sintesis de polisacaridos en la pared celular.

7.3 Efecto de Cr(VI) y Pb(ll) sobre el crecimiento de cultivos en suspension

En este trabajo se cultivaron células en suspension de P. laevigata en presencia de Cr(VI)
o Pb(ll). Se sabe que los compuestos de Cr son altamente tdxicos en las plantas debido a
gue ocasionan disminucion en el crecimiento y desarrollo vegetal, asi como una inhibicién
de las actividades enzimaticas y en algunos casos mutagénesis. En la Figura 10 se
presentan los resultados de crecimiento de las células en suspension cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de Cr(VI) (0 - 3mM). El crecimiento se expreso
como crecimiento relativo (CR), y se observa que en las células cultivadas con 1.0 mM de
Cr(VI) el CR fue significativamente mayor (122%) que el control; mientras que el CR de las
células cultivadas con 2.0 y 3.0 mM de Cr(VI) fue menor que en el tratamiento control (81%
y 58%, respectivamente). Estos resultados son similares a los reportados por Buendia-
Gonzalez et al. (2010) quienes encontraron una disminucién del crecimiento en plantulas
de P. laevigata cultivadas en medio adicionado de 2.0 y 3.4 mM de Cr(VI). Hasta ahora,
diversos estudios han demostrado que distintas especies vegetales expuestas a Cr
presentan una disminucién en el crecimiento. De acuerdo con Nichols et al. (2000) la
disminucion en la produccion de biomasa puede ser atribuida a una disminucién en la
asimilacién de CO; debido a que el Cr provoca una reduccion de los pigmentos
fotosintéticos. Ademas, el Cr provoca también una disminucién en el crecimiento porque
interfiere con otros procesos celulares, como son alteraciones en la cadena de transporte

de electrones (respiracion) mitocondrial (Dixit et al., 2002).
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Figura 10. Efecto del cromo (VI) en el crecimiento relativo de células en suspension de P. laevigata a los18
dias de cultivo.

En la Figura 11 se presentan los resultados de crecimiento de las células en suspension
cultivadas con diferentes concentraciones de Pb(ll) (0 — 3 mM). Se observa que las células
cultivadas en presencia de 1.0 mM de Pb(Il) no mostraron diferencias significativas en el
crecimiento con respecto al control, en el caso de las células cultivadas con 2.0y 3.0 mM
de Pb(ll) el crecimiento fue significativamente menor que en el control (81% y 70%
respectivamente). Un estudio previo realizado por Buendia-Gonzalez et al. (2010) quienes
evaluaron el efecto del Ph(ll) sobre el crecimiento en plantulas de P. laevigata obtuvieron
CR de 8459% vy 77.72% cuando fueron cultivadas con 1.5 y 3.0 mM de Pb(ll)
respectivamente. La inhibicion del crecimiento por efecto del Pb ha sido reportada
previamente en otras especies como son Triticum aestivum y Spinacia oleracea (Lamhamdi
et al., 2013). Efectos similares también se han descrito para Plantago major (Kosobrukhov
et al., 2004), donde se observé una reduccion considerable en el peso seco de la planta
bajo el tratamiento con Pb. De manera similar, en plantulas de tomate la biomasa fresca y
seca de raices, tallos y hojas se vieron afectados negativamente por el incremento de la
concentracion de Pb (Akinci et al., 2010). Algunos trabajos indican que uno de los efectos
del Pb sobre los cultivos es la perdida de los pigmentos fotosintéticos, lo que provoca una
diminucion en la produccion de biomasa (Wu Yongsheng et al. 2011); mientras que otros
trabajos mencionan que estos sintomas pueden atribuirse esencialmente a una deficiencia
de macroelementos (K, P, Ca y Mg), inhibiendo su absorcién por la presencia de Pb
(Lamhamdi et al., 2013).
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Figura 11. Efecto del plomo (Il) en el crecimiento relativo de células en suspension de P. laevigata a los 18
dias de cultivo.

Estos resultados sugieren que las células en suspension de P. laevigata toleran hasta 1.0
mM de Cr(VI) y Pb(ll) sin mostrar signos de fitotoxicidad. Para conocer la concentraciéon de
Cr(VI) y Pb(ll) con la cual el crecimiento de las células en suspensién disminuye 50% con
respecto al tratamiento control (0 mM) se determind la concentracion critica (CC) de Cr(VI)
y Pb(Il) (Figura 12). La CC se calculé a partir de una curva de crecimiento relativo (CR);
encontrando valores de 3.17 y 5.05 mM para Cr(VI) y Pb(ll), respectivamente. La CC de un
MP para una especie vegetal es aquella que ocasiona una disminucion de 50% en la

produccion de biomasa, con respecto a la biomasa producida en ausencia del MP (Deng,
2004).

El Task Group (1973) y el Task Group on Metal Toxicity (1976) definen a la CC a nivel
celular como la concentracion de un metal que produce en la célula cambios funcionales
indeseables, reversibles o irreversibles (OPS-OMS, 1980). En este trabajo se encontr6 que
a concentraciones de 2.0 y 3.0 mM de Cr(VI) o Pb(ll), las células en suspensién de P.
laevigata muestran signos de fitotoxicidad, lo cual indica que existen cambios en la fisiologia
de las células.
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Figura 12. Célculo de la concentracién critica (CC) de Cr(VI) y Pb(ll) para P. laevigata a partir del crecimiento
relativo (CR), a los 18 dias de crecimiento.

7.4 Acumulacion de Cr y Pb en cultivos de células suspension
En la Figura 13 se muestran los resultados de la acumulacion de Cr(VI) en las células en
suspension de P. laevigata cultivadas en medio MS adicionado de Cr(VI) (0.0, 1.0,2.0y 3.0
mM); la concentracion de Cr en la biomasa estuvo en un rango de 2379 a 7194 mg Kg™*
peso seco (PS). Ademas, se observa que conforme se incrementaba la concentracion
Cr(VIl) en el medio la acumulacion de este metal en la biomasa era mayor. Buendia-
Gonzalez et al., (2010) reportaron que en las raices de plantulas de P. laevigata cultivadas
con 2.0y 3.4 mM de Cr(VI) se acumulaban 5035 y 8090 mg Kg* de Cr, respectivamente.
Ademas, en plantas de Prosopis spp. cultivadas en agar con 125 ppm de Cr(VI) (~2.4mM)
el Cr era acumulado en raices (10983 mg Kg™), tallos (2262 mg Kg?) y hojas (991 mg Kg-
1) (Aldrich et al., 2003). Una de las razones por las cuales el Cr se acumule en las células
vegetales es debido a que el Cr es inmovilizado en las vacuolas con lo cual este resulta

menos toxico para las células (Shanker et al., 2005).
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Figura 13. Acumulacion de cromo en células en suspensién de P. laevigata cultivadas con diferentes
concentraciones de Cr(VI) durante 18 dias de cultivo.

En la Figura 14 se muestran los resultados de la acumulacion de Pb por células en
suspension de P. laevigata cultivadas en medio MS adicionado de Pb(ll) (0.0, 1.0, 2.0y 3.0
mM); encontrandose de 14086 a 30079 mg Pb Kg* en biomasa, y conforme se incremento
la concentracion de Pb(Il) en el medio de cultivo, la acumulacién de Pb también aumento
en la biomasa. Buendia-Gonzalez et al. (2010) reportaron que plantulas de P. laevigata,
cultivadas in vitro en medio MS adicionado de diferentes concentraciones de Pb, las
plantulas mostraron una acumulacion en tallos y raices de 27300 y 40666 mg Pb Kg™,
cuando fueron cultivadas con 3.0 mM de Pb.
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Figura 14. Acumulacién de plomo en células en suspension de P. laevigata cultivadas con diferentes
concentraciones de Pb(Il) durante 18 dias de cultivo.
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En general, la cantidad de Cr y Pb acumulada en las células dependié de la concentracion
inicial del metal en el medio, es decir, a mayor concentracién de Cr o Pb en el medio de

cultivo, mayor acumulacién Cr o Pb fue observada en la biomasa.

Con los resultados de acumulacion de Cry Pb se determiné la capacidad relativa que las
células poseen para absorber Cr o Pb del medio de cultivo. Para lo anterior, se estimé el
factor de bioconcentracion (FBC), que es una relacion entre la concentracion del MP en la
célulay el MP en el medio donde ésta crece (Tabla 7).

Tabla 7. Factor de Bioconcentracion (FBC) de células en suspension
de P. laevigata, 18 dias de cultivo

Concentracion

MP (mM) Cr Pb
1 4576 £9.16 67.98+0.26
2 42.84+291 55.82+8.22
3 46.13+7.92 48.38+6.53

Audet y Charest (2007) mencionan que si el valor del FBC es mayor a 1, la acumulaciéon
del metal por la planta es eficiente, lo que es un indicador para considerar a la especie con
potencial para acumular MP. Los valores del FBC para P. laevigata fueron en todos los
casos mayores a 1 (Tabla 7), indicando que P. laevigata es una especie con gran potencial
para acumular Cr y Pb en sus tejidos. De acuerdo con Neumann et al. (1994), un valor alto
en el FBC se puede explicar debido a mecanismos especificos en algunas plantas que
ayudan a detoxificar la presencia de altas concentraciones de MP acumulados en sus
células. Entre los mecanismos que permiten una elevada bioacumulacion de MP, se
encuentran los ligandos, los cuales pueden formar complejos como aminoacidos, el 4cido

citrico, el acido malico y las fitoquelatinas, por efecto de los MP.

7.5 Efecto de la competencia de Cr(VI) por los transportadores de Mn(ll) de células en
suspension de P. laevigata

Al evaluar el efecto del Cr(VI) y Mn(ll) sobre el crecimiento de células en suspensiéon de P.
laevigata se observé que a los 18 dias de cultivo, el CR de los tratamientos CrosMngo
(86.18%) y CrosMnos (83.35%) fue significativamente menor que el de los tratamientos
Cro.oMnoo (100%), Cri.oMngo (97.97%) y CrioMnio (93.59%) (Figura 15). Estos resultados
son menores a los reportados en plantulas in vitro de P. laevigata cultivadas con 2.0y 3.4
mM Cr(VI), donde los valores de CR obtenidos fueron del 50 y 77% respectivamente

(Buendia-Gonzélez et al., 2010). Sihna et al. (2006) reportaron que la presencia de Cry Mn
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provoca una disminucion en el crecimiento de Vigna radiata. Por otro lado, los tratamientos
en los que se adiciono 1.0 mM de Cr(VI) (Cr1.0Mno.o y Cri.0Mni1,) el CR fue estadisticamente
similar al del tratamiento control (Cro.oMno.o). EI Mn es un elemento esencial en la nutricion
vegetal, y existen algunos reportes en los que se emplean bajas concentraciones de Cr
para favorecer el crecimiento de algunos cultivos (Liu et al., 2008; Barcelo et al., 1993;
Bonet et al.,, 1991; Han et al., 2004), ya que el Cr en algunas especies incrementa la
absorcion de ciertos nutrientes minerales. En nuestro trabajo, probablemente el Cr favorecio
el crecimiento de las células en suspensién de P. laevigata debido a que, el estrés
provocado incrementd la absorciéon de algunos nutrientes minerales, lo que pudo resultar

en un mejor crecimiento de las células.
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Figura 15. Efecto del Mn 'y Cr en el crecimiento de células en suspension de P. laevigata durante 18 dias de
cultivo

En las células en suspension de P. laevigata cultivadas en medio adicionado con Cr(VI)
(0.5 y 1.0 mM) y Mn(ll) (0.5 y 1.0 mM) se observo que la acumulaciéon de Cr y Mn
aumentaba conforme la concentracion de ambos metales se incrementaba en el medio de
cultivo (Tabla 8). Sin embargo, la acumulacién de Cr se vio afectada por la presencia de
0.5 mM de Mn(ll) en el medio de cultivo ya que en el tratamiento CrosMnos (843.91 mg Kg-
1 la acumulacién de Cr en la biomasa fue significativamente menor que en el tratamiento
CrosMnoo (1277.18 mg Kg™). En el caso del Mn se observé que la presencia de Cr en el
medio de cultivo indujo un incremento en la acumulacion de Mn en la biomasa, y la
acumulacion de Mn aumento conforme la concentracion de Cr se incrementd en el medio
de cultivo (Tabla 8). La acumulacion de Cr en las células en suspension de P. laevigata fue
mayor que para el Mn cuando el medio de cultivo contenia solo Cr o en combinacién con

Mn. Hasta ahora los reportes que existen sobre el efecto del Cr en la absorcion de
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nutrientes en plantas son contradictorios. De acuerdo con Barcelo et al. (1985) el Cr
disminuye la absorcién K, Ny Fe, e incrementa la absorcion de Mn y Ca en las raices del
frijol. Dube et al. (2009) reportaron que el Cr (0.5 mM) disminuye la absorcioén de Fe, Sy P
en brotes de zanahoria. Por otra parte, Zeng et al. (2009) encontraron que el Cr afecta la
acumulacion de nutrientes en arroz y varia dependiendo de la concentracion de Cr. A bajas
concentraciones de Cr (10 uM) la absorcién de nutrientes se incrementaba mientras que
con niveles altos de Cr (50 y 100 uM) la absorcién de nutrientes se inhibe. En este trabajo
se encontrd que las concentraciones de 0.5 y 1.0 mM de Cr(VI) incrementan la absorcion
de Mn por las células en suspension de P. laevigata independientemente de la cantidad de

Mn(Il) que haya en el medio de cultivo.

Tabla 8. Acumulacion y Factores de Bioconcentracién para el Cry Mn en células en suspension de P.
laevigata, a los18 dias de cultivo

Cr Mn
. Acumulacién (mg Acumulacioén
Tratamiento - FBC ; FBC
Kg?) (mg Kg™)
Cro.oMnoo 00.00 + 00.00 2 00.00 + 00.00# 80.69 + 11.44 @ 14.67 +£2.08 2
CrosMno.o 1277.18 + 62.22 ¢ 49.12+2.57¢ 114.03+ 18552  20.73+3.37°
CrosMnos 843.91+41.19° 32.46+1.76° 389.30 + 59.56 © 11.81+£18%
CrioMno.o 1429.66 + 135.44 9 27.43+0.69" 152.90 + 2.90 27.80+0.52°¢
CrioMnio 1447.68 +53.91 27.84+1.04" 871.98 + 10.89 ¢ 14.43+0.18%

Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones por tratamiento + DE. Los valores con la misma letra dentro de las
columnas no son diferentes estadisticamente.

Los valores del FBC en las células en suspension de P. laevigata fueron mayores para el
Cr que para el Mn en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento Cri.0Mnoo en el cual
el FBC para ambos metales fue similar (Tabla 9). Los valores del FBC para el Cr
disminuyeron conforme se incrementd la concentracion de Cr en el medio de cultivo.
Ademas, en el tratamiento CrosMnos (32.46) la presencia de Mn provoco una disminucién
en el FBC para el Cr con respecto al tratamiento CrosMnoo (49.12), lo que sugiere una
competencia entre los transportadores de membrana del Mn por parte del Cr, es decir, a
una concentraciéon de 0.5 mM de Mn, la célula tiene menos afinidad por la absorcién y por
lo tanto acumulaciéon de Cr. Sin embargo, en los tratamientos CrioMnoo Y CrigMnio se
observé que la presencia de 1.0 mM de Mn(ll) no tuvo ningun efecto significativo sobre el
valor de FBC comparado con el tratamiento en el que solo se adiciono 1.0 mM de Cr(VI).
En el caso de los valores de FBC para el Mn se observé que en los tratamientos CrosMngo

(20.73) y Cr1i0Mnoo (27.80) se incremento el valor del FBC con respecto al tratamiento
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control (14.67). Mientras que en los tratamientos CrosMnos (11.81) y CrioMn1o (14.43) los
valores del FBC no presentaron ninguna diferencia significativa con respecto al tratamiento
control (14.67). Se sabe que el Mn es un micronutrientre esencial para el crecimiento de las
células vegetales, ademas tiene un papel importante en la activacion de enzimas, participa
en procesos de Oxido-reduccion y en los procesos de eliminacion de radicales libres
(Marschner, 1995). Nuestros resultados nos indican que la presencia solo de Cr(VI) (0.5y
1.0mM) favorece la acumulacién de Mn por la célula, mientras que la presencia de ambos
metales (Cr y Mn) disminuyen la capacidad de la célula para acumular Mn. Existen algunos
reportes en los que se muestra que el Mn disminuye la toxicidad provocada por los MP, e.
g., Ramos et al. (2002) cultivaron Lactuca sp en presencia de Cd encontrando un
incremento en la acumulacion de Mn, mientras que los efectos téxicos del Cd no fueron

evidentes

7.6 Efecto de la competencia de Pb(ll) por los transportadores de Zn(ll) de células en
suspension de P. laevigata

Al evaluar el efecto del Pb(ll) y Zn(lIl) sobre el crecimiento de células en suspension de P.
laevigata se encontré que a los 18 dias de cultivo, los tratamientos PhbooZnos (78%),
Pbo.oZnio (85%), PbosZnos (74%), PbosZnio (71%), PbioZnoo (66%), PbioZnos (67%) y
PbioZnio (63%) presentaron un menor crecimiento relativo (CR) que los tratamientos
control (100%) y PbosZnoo (98%) (Figura 16). A pesar de que el Zn es un micronutriente
esencial, se sabe que en altas concentraciones resulta dafino a las células vegetales, por
lo que si ademas del Pb agregamos Zn la célula presenta los efectos toxicos de ambos
metales por lo que su crecimiento disminuye. Resultados similares fueron reportados en
plantulas de P. laevigata cuando fueron cultivadas con 1.5y 3.0 mM de Pb, el CR fue de
84.59% y 77.72% respectivamente (Buendia-Gonzalez et al.,, 2010). Hu et al. (2012)
encontraron que en plantulas de Chenopodium album el crecimiento disminuyo cuando
fueron expuestas a 15 mg L Pb (~ 0.7 mM). Muschitz et al. (2009) reportaron que el
crecimiento de plantulas de Slolanum lycopersicum disminuyo cuando la concentracion de
Zn fue mayor que 0.5 mM, mientras que el crecimiento de células de Arabidopsis thaliana
disminuyo con la adicion de 30 uM de Zn (Klein et al., 2008). También, Azooz et al. (2011)
reportaron que en plantulas de Hibiscus esculentus, disminuyo el crecimiento cuando fueron
expuestas a Pb y/o Zn. La inhibicién en el crecimiento y la disminucién en la produccién de
biomasa son consideradas como una respuesta de las plantas a la toxicidad provocada por

los MP. La disminucion en la produccion de biomasa en parte puede ser explicada por la
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inhibicion en la elongacion y division celular (Arduini et al., 1994; Ouariti et al., 1997). Por
otro lado, en el tratamiento PbosZnoo no hubo diferencias en el CR con respecto al control
(Figura 15); este comportamiento sugiere que las células poseen un mecanismo de
tolerancia contra los efectos adversos de la concentracion de 0.5 mM de Pb(ll). El hecho
de que haya un crecimiento similar al control se puede atribuir a un fenédmeno conocido
como hormesis, que se define como un proceso en el cual la exposicién a bajas dosis de
un agente ambiental toxico, que es dafiino en altas concentraciones, induce un efecto
adaptativo sobre las células u organismos (Mattson, 2008). Por lo que es posible que una
concentracion de 0.5 mM de Pb(ll) induzca niveles bajos de estrés ocasionando una
activacion de mecanismos celulares y moleculares que incrementan la capacidad de las

células para evitar un dafio mayor en la misma.
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Figura 16. Efecto del Zn y Pb en el crecimiento de células en suspension de P. laevigata durante 18 dias de
cultivo

En las células en suspensién de P. laevigata cultivadas en medio adicionado de Pb (0.5 y
1.0 mM) y Zn (0.5 y 1.0 mM), se observo que la acumulacién de Pb aumenté conforme la
concentracion de ambos metales se incrementé en el medio de cultivo, con excepcién del
tratamiento Pb1.0Zn1o (Tabla 10). Sin embargo, la absorcién de Zn present6 variacion entre
los diferentes tratamientos. En los cultivos tratados solo con Pb (0.5 y 1.0 mM) la
concentracion del Zn en la biomasa disminuyo significativamente comparado con el
tratamiento control, mientras que los tratamientos conteniendo Unicamente Zn (0.5 y 1.0
mM), mostraron un incremento en el contenido de Zn. Al combinar ambos metales, en el
tratamiento PosZngs la concentracion de Zn disminuyo significativamente con respecto al
tratamiento conteniendo Unicamente 0.5 mM Zn (Pbo.o Znos). En los tratamientos PbosZni o,

Pb1oZnos, y PbioZnie el Pb indujo una mayor absorcion de Zn, ya que la acumulacion de
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Zn aumento conforme la concentracion de Pb se increment6 en el medio de cultivo (Tabla
10). La acumulacion de Pb en las células en suspension de P. laevigata fue mayor (7-101
veces) que para el Zn cuando el medio de cultivo contenia solo Pb o en combinacién con
el Zn.

El factor de bioconcentracion (FBC) ha sido empleado como una medida para evaluar la
eficiencia de la acumulacion de un MP. Audet y Charest (2007), consideran que valores
mayores a 1 en el FBC, indican que la especie vegetal posee potencial para considerarse
hiperacumuladora. Los valores del FBC en las células en suspension de P. laevigata fueron
mayores para el Zn que para el Pb en los tratamientos control y PbooZnos, PbooZnioe. Sin
embargo, los valores de FBC para el Zn disminuyeron drasticamente conforme aumentaba
las concentraciones de Pb y Zn en el medio de cultivo (PbosZngo, PbosZnoes, PbosZnio,
Pb10Znoo, Pb1oZnos, y PbioZnio) comparado con los tratamientos control, PbooZnos, y
Pbo.oZnio (Tabla 9). Con respecto a los valores de FBC para el Pb, se observé que el FBC
se incrementé conforme la concentracion de ambos metales (Pb y Zn) en el medio
aumentaba, excepto para el tratamiento PbioZnio donde el valor de FBC fue
significativamente menor que el del tratamiento PbioZnos; lo cual sugiere que la
concentracion de 1.0 mM de Zn(ll) disminuye la acumulacion de Pb en las células en

suspension de P. laevigata.

Tabla 9. Acumulacién y Factores de Bioconcentracién para el Pb y Zn en células en suspensién de P.
laevigata, a los 18 dias de cultivo

Pb 7n
Tratamiento Ac(umrgulg‘_:li)én FBC Ac(umrgu}g(?li)c')n FBC

Pbo.oZno.o 00.00 + 00.002 00.00 +00.002 368.44 + 68.17°" 153.13 £ 28.33°¢
Pbo.oZnos 00.00 + 00.002 00.00+00.00%  641.74 +43.07¢  266.72+17.90°
Pbo.oZn1.0 00.00 + 00.002 00.00+00.00*  1184.33+68.73¢ 492.23+28.57°
PbosZnoo 1481.87 + 48.15" 14.30£0.46°  190.92 + 53482 5.44 +1.522
PbosZnos 5788.03 + 40.97 ¢ 55.87+0.40°¢ 384.69 + 57.84° 10.96 +1.65%
PbosZnio 13399.44 + 48,849  129.34+0.479 183482 +27.497  52.28+0.78°
Pb1.0Zno.o 14086.05 + 54.33¢ 67.98+0.26¢ 138.46 + 35.912 2.04+0.532
Pb10Znos 25090.94 + 49.659  125.44+0.24"  1007.62+4588¢  14.86+0.68%
Pb10Znio 18286.21 + 63.37  88.25+031° 13833+ 4565e 20.40£0.67%

Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones por tratamiento + DE. Los valores con la misma letra dentro de las
columnas no son diferentes estadisticamente.

Nuestros resultados muestran que el Pb es acumulado mas eficientemente que el Zn en las
células en suspension de P. laevigata, y los valores de FBC fueron mayores para el Pb (2 -

33 veces) que para el Zn, lo que sugieren que el Pb compite por los canales transportadores
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del Zn. Hasta ahora se ha reportado que en Phaseolus vulgaris, la adicion de Zn al medio
favorece la acumulacion de Pb (Geebelen et al., 2007), por otro lado el Zn disminuye la
absorcién de Pb en Brassica rapa, Latuca sativa (He et al., 2004) y en plantas de Elsholtzia
argyi (Islam et al., 2011). En células de Dunalliela tertiolecta un pretratamiento con Zn
incrementa la tolerancia al Pb de las células (Tsuji et al., 2002)

7.7 Anadlisis por microscopia electronica de barrido y energia dispersiva de rayos X

Las micrografias de las células de P. laevigata en suspension cultivadas con 0.0 y 1mM de
Cr(VI) o Pb(ll) se presentan en la Figura 17. En general, las células en ambos cultivos, con
o sin MP fueron de mayor tamafio y alargadas que las reportadas por Trejo-Espino et al.
(2011) quienes obtuvieron un cultivo de células en suspension de P. laevigata, cuyas

células fueron pequefias y formaron agregados celulares.

Do '
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Figura 17. Células en suspension de cultivos de P. laevigata: (a) células del tratamiento control (b) células
cultivadas con 1mM Cr(VI), y (c) células cultivadas con 1mM Pb(ll) (Magnificacién 100Xx).

El andlisis por SEM/EDS de la superficie de las células en suspensién mostraron diferencias
significativas en la composicion elemental de la pared celular entre los tratamientos control,
1.0 mM de Cr(VD) y 1.0 mM de Pb(ll) (Tabla 10). En el tratamiento control el Cr no fue
detectado en la pared celular, mientras que en las células cultivadas con 1.0 mM de Cr(VI),
se encontrd que en la composicion de la pared celular estaba presente el Cr en un 1.22%
(Figura 18). En el caso de las células cultivadas con Pb(ll) se encontrd que la pared celular
estaba compuesta de 13.92% de Pb mientras que en el tratamiento control el Pb no fue
detectado en la pared celular (Figura 18). Ademas se observa que la superficie de las
células cultivadas con 1.0 mM de Cr(VI) o 1.0 mM de Pb(ll), era diferente respecto a las
células control. Las células del tratamiento control presentaban una superficie lisa (Figura
18a) mientras que la superficie de las células cultivadas con 1.0 mM de Cr(VI) se observo

rugosa y con presencia de depdésitos (Figura 18b). Por altimo, en la superficie de las células
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cultivadas con 1.0 mM de Pb(ll) se observd la presencia de mdaltiples protuberancias
vellosas (Figura 18c). Un trabajo similar, es el de Kartosentono et al. (2002) quienes
cultivaron células en suspension de Agave amaniensis en medio adicionado con Cu,
encontraron que el Cu incrementa el grosor y rugosidad de la pared celular. También se
sabe que las células vegetales pueden recurrir a varios mecanismos de defensa en
respuesta al estrés provocado por los MP como son la exclusion, inmovilizacién, quelacion
y compartamentalizacion de iones metéalicos, ademas las células vegetales previenen el
exceso de MP en el citosol forzando a estos a estar en un &rea limitada, e.g. la pared celular
(Liu y Kottke, 2003). Cantidades significativas de Cr y Pb se han encontrado en las paredes
celulares de muchas especies vegetales y esto es atribuido a los mecanismos de
detoxificacion de estos metales. De hecho, se ha sugerido que el Pb es adsorbido en primer
lugar en la pared celular mediante la unién a grupos carboxilo, seguido de la captacion
celular, donde el reticulo endoplasmico forma vesiculas capaces de almacenar el Pb y a su
vez estas pueden participar en la reparacion de la membrana plasmética o ser secretadas

a través del plasmalema y fusionado con la pared celular (Jiang y Liu, 2010).

Tabla 10. Composicién elemental (%) de la pared celular (EDS) de P. laevigata

Control 1.0mM Cr(VI) 1.0 mM Pb (1)

Elemento % % %

C 57.52 + 4.40 51.27 +3.02 57.94 +3.43

o) 37.75 +6.42 42.83+3.4 32.32+9.10

Na 4.73+2.12 3.57+2.28 3.66+1.21

Ca - 2.24+0.21 1.38 +0.44

cr - 1.22 +0.79 -

Pb - 13.92 + 5.48
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Figura 18. Células en suspension de P. laevigata cultivadas en medio MS adicionado de: (a) sin MP; (b) 1.0
mM Cr(VI) y 1.0 mM Pb(Il) (SEM magnificacion 2,000 X).
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8 CONCLUSIONES

Las células en suspension de P. laevigata pueden crecer en concentraciones de hasta 1
mM de Cr(VI) o Pb(ll) sin presentar efectos fitotoxicos visibles. Con base en lo anterior se
estimaron las concentraciones criticas de Cr(VI) (3.17 mM) y Pb(ll) (5.05 mM). Por otro lado,
las células en suspension de P. laevigata acumularon Cr en rangos de 2379 a 7194 mg Kg
1y Pb de 14086 a 30079 mg Kg?, y se observé que la acumulacién de ambos metales es
dependiente de la concentracién inicial de MP en el medio de cultivo. Es decir, a mayor
cantidad de MP en el medio, mayor acumulaciéon en las células, siendo el Pb el que se
acumuldé en mayor cantidad en las células; los valores de FBC fueron en todos los casos
mayores a 1. Lo anterior indica que los cultivos de células en suspension de P. laevigata
poseen gran potencial para acumular Cr y Pb. Por otro lado, se encontré que para la
concentracion de 0.5 mM Cr(VI) y Mn(ll) hubo una disminucion en el FBC para el Cr lo que
sugiere que existe una competencia entre los transportadores de membrana del Mn por parte
del Cr. Ademas, los valores de FBC fueron mayores para el Pb (2-33 veces) que para el Zn,
lo que nos sugieren que el Pb compite con el Zn por los canales transportadores. Estos
resultados confirman también que tanto el Cr como el Pb compiten con los transportadores
de membrana para ingresar al interior celular. Por Gltimo, el andlisis de los cultivos de
células en suspension mediante SEM/EDS demostré que el Cry el Pb se acumulan en la
pared celular, siendo esta una manera en que la células se protegen contra el dafio que
pueda ocasionar un MP. Estos resultados proporcionan informaciéon sobre los mecanismos
de tolerancia y acumulacion de Cry Pb que poseen los cultivos de células en suspension

de P. laevigata.

e
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9 RECOMENDACIONES

Es necesario realizar estudios méas profundos sobre los mecanismos que poseen las células
en suspensién de P. laevigata para tolerar la presencia de Cr y Pb sin presentar signos de
fitotoxicidad, por lo que se sugiere cuantificar el estrés oxidativo, e. g. lipoperoxidacién y
oxidacion proteica; asi como, determinar la actividad de enzimas antioxidantes bajo estrés
por MP, ya que la presencia de MP en la célula provoca un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno. Ademas, para conocer otros mecanismos de tolerancia y
detoxificacion de Cry Pb en P. laevigata, es recomendable determinar el efecto del Cry Pb
en la produccién de fitoquelatinas (FQ) y metalotioneinas (MT). Y por ultimo, con el fin de
conocer los mecanismos moleculares involucrados en la tolerancia y detoxificacion de Cry
Pb en P. laevigata, es conveniente conocer los grupos de proteinas involucradas en estos

procesos.
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Abstract

In vitro studies indicate that Prosopis laevigata can be considered a potential hyperaccumulator of lead. Likewise, lead uptake
has been related to protein transporters for zinc. In this work presents a protocol for the establishment of cell suspension culture
to determine the effect of zinc on the uptake and accumulation of lead. A bioassay with Pb**/Zn** (0.0, 0.5, and 1.0 mM) was
carried out on cell suspension cultures derived from callus induced in half-strength Murashige and Skoog (MS) medium added
with 6.8 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) with 4.5 uM kinetin (KIN). Cells showed significant tolerance to growth
(GR>60%) at all concentrations and combinations of Pb and Zn (0.0, 0.5 and 1.0 mM). When the Pb with or without Zn were
added to the culture medium, the cells showed the highest accumulation efficiency for non-essential (lead) metal over essential
(zinc) metal (BF values for Pb > BF values for Zn; 2-33 times). Scanning electron micrographs evidenced the accumulation
of Pb in the cells walls. These results provide insights about the tolerance and accumulation mechanisms of Pb occurring in P.
laevigata.

Keywords: Prosopis laevigata, lead, zinc, competitive transport, bioaccumulation, phytoremediation.

Resumen

Estudios de cultivos in vitro, indican que Prosopis laevigata puede ser considerada como una especie potencialmente
hiperacumuladora de plomo. En este trabajo se presenta un protocolo para el establecimiento de un cultivo de células en
suspensién de P. laevigata, para determinar el efecto del Zn>* sobre la absorcién y acumulacién de Pb?*. Se realiz6 un bioensayo
con Pb**/Zn** (0.0, 0.5, and 1.0 mM) en cultivos de células en suspensién establecidos a partir de callos inducidos en cotiledones
en medio Murashige & Skoog (MS) a la mitad de su concentracién y suplementado con 2,4-D (6.8 uM) y KIN (4.5 uM). Las
células presentaron un crecimiento relativo del 63-98% en todas las concentraciones y combinaciones de Pb y Zn (0.0, 0.5, 1.0
mM). Respecto a la acumulacién, cuando el Pb fue adicionado al medio con o sin Zn, las células mostraron mayor eficiencia de
acumulacion para el metal no esencial (Pb) sobre el metal esencial (Zn) (valores de BF para Pb > valores de BF para zinc; 2-33
veces). Imdgenes de las células observadas con microscopia electrénica de barrido evidencian la acumulacién del plomo en la
pared celular. Estos resultados proporcionan informacion sobre los mecanismos de tolerancia y acumulacién de plomo que se
llevan a cabo en Prosopis laevigata.

Palabras clave: Prosopis laevigata, plomo, zinc, transporte competitivo, bioacumulacion, fitorremediacién.
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1 Introduction

Plants have the ability to absorb soluble mineral
from soils, including metals such as iron, copper,
manganese, zinc, among others, which play a crucial
role in metabolic processes and exert a significant
impact on vegetal nutrition, growth and development.
The uptake of the essential minerals into roots takes
place by two main pathways: (i) Entry through
cytoplasm of endodermic cells by selectively using
a protein transport system which is localized in the
plasma membrane and comprehended by channels,
carriers and co-transporters (symplastic pathway), or
(ii) across the exterior of the plasma membrane by
diffusion (apoplastic pathway) (Peer et al., 2006).
Besides, mineral uptake involves accumulation of
nutrient molecules to higher concentrations than in
the surrounding medium, so the primary mechanisms
for uptake imply the use of protein transport system.
Howeyver, in the case of metals, due to the involvement
of a nonselective cation uptake mechanism, plants
are also able to absorb metals that are non-essential
minerals, which can be toxic such as the heavy metal
(HM) lead. Competition for transport sites would
favor the uptake of this metal at higher concentrations,
at the expense of those whose supply is limiting,
thereby exacerbating nutrient deficiencies (Reid and
Hayes, 2003).

The lead uptake has been associated to transporters
implied in zinc and iron entry (Peer et al., 2006). Once
lead has been absorbed, this can become toxic causing
the inhibition of several metabolic activities in plant
cells, e.g., the biosynthesis of nitrogenous compounds
and of photosynthetic pigments, carbohydrate
metabolism, water absorption, inter alia (Sharma et
al., 1995; Azooz et al., 2011). In contrast, there
are some species showing few or none phytotoxicity
symptoms despite high heavy metal exposure, which
are capable to tolerate and grow successfully, as well
to accumulate high metal concentrations in shoots
(Sarma, 2011). This seems to be the case of Prosopis
laevigata, a leguminous tree endemic of Mexico
capable to grow in mining zones, which has been
identified as a potential hyperaccumulator species
for chromium, cadmium, nickel, and lead, in in
vitro experiments (Buendia-Gonzdlez et al., 2010a,
2010b). Due to serious contamination problems,
studies on the mechanisms of HM transport are being
carried out in hope of developing biotechnological
applications to remediate HM contaminated soils.
Plant tissue culture is considered an important tool for
fundamental studies that provide information about

the plant-contaminant relationships, help to predict
plant responses to environmental contaminants,
and improve the design of plants with enhanced
characteristics for phytoremediation. Callus, cell
suspensions, hairy roots, and shoot multiplication
cultures are currently used as model systems for
understanding the uptake, localization, metabolism,
toxicity, and tolerance of pollutants under aseptic
conditions.  in vitro cultures can be propagated
indefinitely, are available all year around, and their
use enables a great reduction in the amount of whole
plant material required for research (Couselo et al.,
2012). To our knowledge, there are no studies on the
accumulation or tolerance of heavy metals in Prosopis
laevigata cell suspension cultures.

The aim of this work was establishing Prosopis
laevigata cell suspension culture to determine the
effect of Zn?* on the uptake and accumulation of lead
in cell suspension cultures.

2 Materials and methods

2.1 Plant material

Seeds of P. laevigata (Hum. and Bonpl. ex Willd
M.C. Johnston) were isolated from mature pods which
were collected from adult mesquite trees. Seeds
were scarified mechanically under laminar flow hood,
disinfected by immersing in ethanol, followed by
immersion in sodium hypochlorite (Buendia-Gonzalez
et al., 2007). Seeds were carefully rinsed five times
with sterile distilled water, and germinated aseptically
in culture tubes (25 x 150 mm) containing 15 mL
of half-strength Murashige and Skoog medium (MS)
(Murashige and Skoog, 1962) added with 3% (w/v)
sucrose. At this point it must be stated that half-
strength MS contains basal amounts of Zn?** (0.015
mM), that must be distinguished from the Zn?* that are
further added to MS for bioassay described in section
2.4. Once all the components of medium culture were
added, the pH value was adjusted to 5.8 with IN
NaOH or 1N HCI. Phytagel at 0.2% (w/v) was used as
a gelling agent. Finally, medium culture was sterilized
by autoclaving at 121°C for 18 min. Seedlings (15
days old) were used as source of explants (cotyledon,
hypocotyl, and roots). All cultures were maintained
at 25+2°C under warm-white fluorescent light at an
irradiance of 50 uMol m~2 s~! and 16 h (light)/8 h
(dark) photoperiod.

490 WWW.rmiq.org



Maldonado-Magaria et al./ Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 12, No. 3 (2013) 489-498

2.2  Callus induction

Explants (1.5 cm in length) of hypocotyl, cotyledon
or roots from P. laevigata seedlings were used to
callus induction. Explants were transferred to each
culture tube (5 per treatment, 2 replicates) containing
half-strength MS medium and supplemented with
different combinations and concentrations of plant
growth regulators (PGRs): 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D; 0.0 and 6.8 uM) combined with 6-
benzyladenine (BA; 0.0, 2.3, 4.5, and 6.8 uM) or with
kinetin (KIN; 0.0, 2.3, 4.5, and 6.8 uM). All cultures
were added with 3% (w/v) sucrose and solidified with
2% (w/v) phytagel. Treatments were coded as DB, or
D,K,, where D, stands for the 2,4-D at concentration
x, and B, or K, for BA or KIN, respectively, at
concentration y (Table 1). Data of percentages of
callus induction were recorded at 30 days of culture.
These were determined as a ratio of the number
of the explants showing callus with respect to total
tested explants in each treatment. Callus induced
from cotyledons with 6.8 uM 2.4-D and 4.5 uM
KIN (D¢ gKas) was selected for further experiments
as it showed high percentage of callus induction,
better growth and friability. Callus derived from
Dg Ky 5 treatment were subcultured continuously to
propagate biomass and perform further experiments in
cell suspension cultures. A subculture cycle consisted
of transferring callus to fresh medium culture (same
formulation), allowing growing for 30 days.

2.3 Establishment of cell
cultures and growth kinetics

suspension

Friable callus (3 g FW) of 30 days-old induced
in cotyledon explants from DggKys treatment was
transferred to 125 mL Erlenmeyer flasks containing 25
mL of callus induction medium (phytagel-free). All
cultures were incubated in an orbital shaker at 110
rpm at 25 + 2°C under warm-white fluorescent light
at an irradiance of 30 uMol m~2 s~! and 16 h (light)
photoperiod. Cultures were subcultured every 15
days for 3 months in liquid MS culture medium with
D¢ sK4 5 formulation, and supplemented with 5% (v/v)
coconut water, and each cycle was passed through
a cell dissociation sieve (60 mesh screen; Sigma
Chemical Co., USA) in order to get homogeneous
cultures. The resulting cultures were transferred (6
% (w/v) of inoculum) into Erlenmeyer flasks of 500
mL containing 100 mL of MS liquid culture medium
with DggKys formulation, and supplemented with
5% (v/v) coconut water and subcultured every 15

days for 6 months. Suspension cell cultures of the
latter subcultured (10 days-old) were used to perform
growth kinetics and also for heavy metal bioassays.
Erlenmeyer flasks of 125 mL containing 25 mL of
MS liquid medium culture with DggK4 5 formulation
and 5% (v/v) coconut water were inoculated with 6%
(w/v) cell biomass. Harvesting of cells was made
during 21 days at intervals of two or three days. At
every interval, the cells were separated from liquid
medium culture by filtering, and the recovered cells
were weighed (fresh weight, FW), dried into an oven
at 70°C for 24 h and weighed (dry weight, DW). The
specific cell growth rate (u), defined as the increase in
cell mass per unit time, was calculated by plotting the
cell growth data in the form of natural logarithm versus
time. This yields a straight line over the exponential
phase growth. The slope of the linear part of the plot
corresponds to specific cell growth rate and is given
in 1 per units of time (Trejo-Espino et al., 2011)).
The time required for biomass to double (doubling
time, #;) was computed from the u experimental data.
All experiments were done in duplicate with three
replicates each.

2.4 Bioassay of Pb**/Zn**

In order to evaluate the effect of zinc in the
accumulation of Pb, the cell suspension cultures
were grown in liquid MS medium with DggKys
formulation, and supplemented with 5% (v/v) coconut
water. Cultures were supplied with Pb (0.0, 0.5 and
1.0 mM) combined with the essential ion Zn** (0.0,
0.5 and 1.0 mM). These treatments were coded as the
Pb,Zn,, where Pb, stands for the lead at concentration
x and Zny for essential ion (Zn>*) at concentration y.
The Pb(NOs3), and ZnSOy4- 7H,O (Baker Analyzed,
Phillipsburg NJ) salts were used as the source of the
corresponding metal, and thus the appropriate stock
solution (20 mg mL™!) was prepared with deionized
water. The respective aliquots of metal stock solutions
were added to achieve the desired concentrations.
Every experiment was done in duplicate with three
replicates. Cultures were incubated for 10 days and
were simultaneously harvested. Cell biomass was
filtered, washed (three times with deionized water to
remove extracellular adsorbed metals) and then was
dried at 70°C for 24 h. The DW measurements were
used to determine the growth ratio (GR) defined as
(Baker, 1987):

Plant biomass with Pb and/or Zn (DW)

= x 100
Plant biomass without Pb (control; DW)

ey
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Moreover, the harvested biomass (DW) was used to
determine the metal content.

2.5 Analysis of Pb and Zn content in
biomass

Dry biomass was weighed (100 mg), powdered
and digested with concentrated HNO; (5 mL)
and deionized water (4 mL) in a microwave
(MARS-Xpress, CEM corporation, Mathews, North
Carolina) and the final sample volume was adjusted
to 10 mL with deionized water, filtered (0.45
uM, GN-6, Metricell) and placed in high density
polyethylene (HDPE) flasks. The metal concentration
was analyzed from digested samples using a Varian
Spectra AA-220 FS Atomic Absorption Spectrometer
(Varian, Australia). The concentration of metals
(Pb and Zn) was determined by calibration curves
obtained using standards solutions of pure metal ions
(Baker Analyzed, Phillipsburg, NJ). The standard
calibration curves had correlation coefficients (1?) of
0.99 or better. All glassware and apparatus were
washed with 0.1 N HNO; before their use. Metal
concentration measurements were used for evaluating
the bioconcentration factor (BF'); which estimates the
efficiency of a plant in taking up heavy metals from
medium culture and is defined as the ratio of metal
concentration in plant tissues ([Pb or Zn]pipmass) tO
HM concentration in medium ([Pb or Zn]edium culture)
(Audet and Charest, 2007):

BF = [Pb or Zn]biomass (2)
[Pb or Zn]medium culture

2.6 Surface cellular wall analysis by
scanning electron microscopy (SEM-
EDS)

Biomass samples from the control or Pb-treated
cell suspension cultures were analyzed using a SEM
(JEOL JSM-5900 LV, Oxford, Japan), equipped with
energy-dispersive X-rays spectroscopy (EDS 7274,
England). Samples of cell suspension cultures (1 mL)
were removed from flasks before filtering procedure
and were centrifuged at 1000 rpm for 5 min. The
supernatant was discarded and cells were fixed by
adding a solution of glutaraldehyde 2% (v/v) for 24
h at 4°C. Samples were carefully rinsed with a buffer
solution (phosphate 2 mM, pH 7.2) to remove the
fixer, followed by immersion in 1% (w/v) osmium
tetraoxide solution for 2 h, dehydrated through a
graded ethanol series (30-100%, v/v) sequentially for

20 min at each step. All dehydrated samples were
desiccated at critic point with carbon dioxide (CO,)
(Samdri-795, USA). The samples were covered with a
layer of carbon and gold (Bozzola and Russell, 1999)
with a Denton Vacuum Desk III equipment (Denton,
USA). Lastly, the samples were observed, analyzed
and photographed in SEM-EDS (2000x).

2.7 Statistical analysis

The results were subjected to variance analysis and
Tukey’s multiple range test (P < 0.05) with NCSS
version five statistical software (Wireframe Graphics,
Kaysville, UT) in order to determine significant
differences.

3 Results and discussion

3.1 Callus induction

All the immature P. laevigata explants tested showed
the callus development after 10 days of culture.
The phenotypic characteristics of callus corresponded
to green or beige color and friable or compact
morphology. The percentages of callus induction from
P. laevigata were significantly affected by the type
of explant and PGRs (P < 0.05) (Table 1). The
cotyledon and the auxin 2,4-D were the prime factors
promoting the callus response. Also, the combination
of 2,4-D with cytokinin (BA or KIN) increased
the percentages of callus induction compared to
the treatment consisting of only 2,4-D. The highest
percentage (100%) of callus induction occurred
in cotyledon explants treated with 6.8 uM 2.4-D
combined with 4.5 uM of BA or 4.5 uM KIN (D¢ B4 s
or DgsKyas, respectively) (Table 1). However, the
cotyledons from the treatment containing 6.8 uM 2.4-
D with 4.5 uM KIN produced a beige callus (Dg 3K45),
and showed better growth and friability. Therefore,
the cotyledon cultures from Dg gK4 5 were selected for
propagating the cellular line and to establish the cell
suspension cultures. In contrast, in a study conducted
by Trejo-Espino et al. (2011) reported low P. laevigata
callus induction (< 18.7%) from cotyledons when
treated with 5.0 uM 2,4-D without/with KIN or BA
(5.0 uM). Nevertheless, these same authors achieved
high callus induction (100%) from hypocotyls treated
with 5.0 uM 2,4,5-T plus 5.0 uM KIN or 5.0 uM BA.
The differences found between this work and that by
Trejo-Espino et al. (2011) can probably be attributed
to genetic factors and the age of explants, as in the
former
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Table 1 Callus induction percentage in Prosopis laevigata explants
treated with different Plant Growth Regulators (PGRs) after 30 days
of culture.

Treatments Callus induction in explants (%)

Cotyledon Hypocotyl Root
Dy BoKg (Control) 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
DyBs 3 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
DoB4s 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0°
DoBes 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
DoKy3 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
DoKss 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
DoKe s 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢ 0.0+0.0¢
De¢s BoKo 80.63+0.0¢ 40.16+9.7> 66.67+14.8¢
D¢sBo 3 93.33£11.5%  32.48+1.5 45.67+3.1¢
DegBas 100.00+0.0¢ 45.24+4.1¢ 28.00+ 4.0°
DesBes 81.67+3.5¢ 32.59+12.2%  43.33+5.8¢
Des Kz 91.53+7.5¢ 46.29+3.2¢ 43.33+£5.8¢
Des Kas 100.00+0.0¢ 50.00+0.0¢ 46.67+11.5¢
Des Kes 70.33+2.5° 42.43+2.3¢ 49.44+22 4°¢

The data correspond to the average of five repetitions by treatment + SD.
The values with the same letter in columns are not statistically different
(Tukey’s range test cotyledon p = 1.89¢7%%; hypocotyls p = 7.23¢7'%; root
p = 4.26¢'*). Critical Value = 5.1766

study the germination of P. laevigata seeds took place 2

between 3 and 5 days and in the latter study between 5
and 7 days. Burbulis and Blinstrubiené (2011) reported
that a specific combination of PGR was necessary
for callus induction of Linum usitatissimum according
genotype. Likewise, the age of different Amaranthus
species explant tissues produced different in vitro
responses (Bovelli et al., 2001). Other Prosopis
species such as P. juliflora and P. tamarugo required 0!
the combination of auxins with cytokinins to develop ’ ’ ! ’ ” ” v
callus in hypocotyl explants (Nandwani and Ramawat,
1991; Nandwani and Ramawat, 1992).

Biomass (g DW L)

Culture time (days)
Fig. 1. Prosopis laevigata cell suspension cultures
growth kinetics. Vertical bars denote SD. y = -3 X
1073x° +0.0016x* — 0.0346x° +0.3198x% — 0.7345x +
3.2 Growth kinetics of cell suspension 6.2745; R>= 0.9927.

cultures .
Instead the 7; (6.6 days) and u (0.104 days™)

P. laevigata cell suspension culture was established
and the growth curve is shown in Fig. 1. The lag phase
lasted 5 days, followed by an exponential phase, which
ended after 21 days of culture, and the maximum
accumulated biomass (MAB) was produced (15.61 g
DW L1). The duplication time (z;) was 14.1 days, and
specific growth rate (u) was 0.049 days~'. However,
studies conducted by Trejo-Espino et al. (2011) in a
Prosopis leavigata cell suspension culture reported a
lower MAB (11.9 ¢ DW L.
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were higher than those found in this study. Tissue
culture and plant cells are more likely possess good
phytoremediation potential if they exhibit high growth
rate parameters (Doran, 2009). Izquierdo et al. (2004)
pointed out that to avoid incurring in the erroneous
measurements of the heavy metal net effect on the
metabolism of cells, sampling should be performed
before reaching the end of exponential stage of growth
since by this time, substrate depletion may commence
or toxic products accumulated.
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Fig. 2. Growth ratio (GR) of Prosopis laevigata
cell suspension cultures treated with different
concentrations of Pb?>* and Zn**. The data correspond
to the average of three repetitions by treatment + SD.
Vertical bars denote SD. The values with the same
letter in columns are not statistically different (Tukey’s
range test; p = 7.12 x 107%). Critical Value = 4.9552.

3.3 Tolerance to lead and competitive
transport between Pb** and Zn** in cell
suspension cultures

The cell suspension cultures exposed to PbgoZngs
(78%), PbooZnioy (85%), PbgosZngs (74%),
Pby5Zn;0(71%), Pb1.0Zngo(66%), PbioZngs (67%),
and Pb; ¢Zn; o(63%) showed significant lower growth
ratio (GR) than the control (100%) and PbgysZng
(98%) treatments (Fig. 2). Similar results were
reported for P. laevigata seedlings, where the
exposition to 1.5 (84.59%) and 3.0 mM (77.72%) Pb**
induced a GR reduction (Buendia-Gonzalez et al.,
2010b). Hu et al. (2012) reported that Chenopodium
album seedlings showed decreased growth (FW) when
exposed to 150 mg L~ Pb?>* (~0.7 mM); Muschitz
et al. (2009) reported that the growth of seedlings
from Solanum lycopersicum was decreased when the
concentration of Zn was higher to 0.5 mM, whereas
the growth of cells from Arabidopsis thaliana was
decreased by adding over 30 uM of Zinc (Klein et al.
2008). Also, Azooz et al. (2011) reported that Hibiscus
esculentus seedlings showed decreased growth when
exposed to Pb>* and/or Zn**. Growth inhibition and
reduction of biomass production are considered as
general responses of higher plants to heavy metal
toxicity. Inhibition of both cell elongation and division
by heavy metals could explain, in part, the decline in
biomass production (Arduini et al., 1994; Ouariti et
al., 1997). However, in the treatment with Pby 5Zng,
there were no differences among GR and the control

(Fig. 2). This behavior suggests the operation of a
tolerance mechanism against adverse effects of lead
at concentration of 0.5 mM. The effect might be
attributed to a phenomenon known as hormesis, an
adaptive response characterized by increasing and
reducing responses at low and high concentrations,
respectively, of a given pollutant (Calabrese et al.
2007). Thus, based on the above considerations, it is
possible that a lead concentration of 0.5 mM could
induce low levels of stress by activating the cellular
and molecular mechanisms enhancing the ability of
this species to with stand more severe stresses.

P. laevigata cell suspension cultures treated with
both Pb?* (0.5 and 1.0 mM) and Zn** (0.5 and 1.0
mM) showed that lead accumulation increased as
the concentration of both metals increased (Table 2).
Moreover, Zn>* absorption vary among the different
treatments. In cultures treated only with Pb** (0.5
and 1.0 mM), the concentration of Zn in biomass
was decreased significantly compared with to the
control. Whereas, in cultures with PbysZngs, the
concentration of Zn in biomass decreased significantly
with respect to Pbgy¢Zngs treatment. However, the
Pb does not affect the absorption of Zn when the
cells were treated with Pb; ¢Zngs or Pb; gZn; . This
is because the concentration of Zn was increasing
as the concentration of Pb in the medium was also
increased (Table 2). The accumulation in P. laevigata
cell suspension was greater for Pb (7-101 times) than
Zn, when the culture media containing Pb with or
without Zn.

The bioconcentration factor (BF) has been
used as a measure of the metal accumulation
efficiency. In accordance to Audet and Charest
(2007), BF values higher than 1 are indicative
of potential hyperaccumulator species. The BF
values were greater for Zn than Pb for the
P. laevigata cell suspension cultures, when the
medium was supplemented only with Zn?* or in
the control treatment. However, BF values for Zn
drastically decreased as the combined Pb’* and
Zn** concentration increased (PbosZngo, PbgsZngs,
PbosZnyg, PbigZngg, PbioZngs and PbyoZnig)
with respect to control, PbgoZngs and PbgoZn;g
treatments (Table 2). With respect to BF values
for Pb, the showed that BF value increased as
the concentration of both metals increased, except
to PbjoZn; treatment where BF was significantly
lower than Pb; ¢Zngs treatment, which suggests that
the Zn (1.0mM) decreases Pb accumulation in cell
suspension.
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Table 2. Accumulation and bioconcentration factors (BF) for Pb and Zn in cell suspension
cultures of Prosopis laevigata, after 10 days of culture.

Treatment Pb Zn
Accumulation BF Accumulation BF
(mgkg™h) (mgkg™")

Control 00.00 + 00.00¢ 00.00 = 00.00¢ 368.44 + 68.17°  153.13 + 28.33¢
Pbg¢Zng 5 00.00 = 00.00* 00.00 = 00.00¢ 641.74 + 43.07°  266.72 + 17.90¢
Pbg¢Zn; g 00.00 = 00.00¢ 00.00 = 00.00* 1184.33 + 68.73¢  492.23 + 28.57¢
Pby 5Zng 1481.87 + 48.15" 14.30 + 0.46° 190.92 + 53.48¢ 5.44 + 1.52¢
PbgsZng 5 5788.03 + 40.97¢ 55.87 + 0.40¢ 384.69 + 57.84° 10.96 + 1.65%
PbysZn;o 13399.44 +48.847 129.34 + 0.478 1834.82 + 27.49/ 52.28 +0.78>
Pbi¢Zngy 14086.05 + 54.33¢ 67.98 + 0.264 138.46 + 35.91¢ 2.04 £ 0.53¢
Pb;oZnos 25990.94 + 49.65¢ 125.44 + 0.24 1007.62 + 45.88¢ 14.86 + 0.68
PbioZn; o 18286.21 + 63.37/ 88.25 = 0.31¢ 1383.03 + 45.65¢ 20.40 + 0.67%

The data correspond to the average of three repetitions by treatment = SD. The values with the same
letter in columns are not statistically different (Tukey’s range test; Pb p = 6.04¢™*2; Pb FB p = 6.16¢™%;
Zn p = 1.20e7'%; Zn FB p = 1.43¢7'8). Critical Value = 4.9552

A
Elemental
composition of cell
wall

Element % (w/w)
C 57.76 £ 1.89
(0} 37.74 +4.52

Na 1.95+0.71

. e Ca 1.05+0.37

"6 8 1'|E_u' 2 W & w A pp 0.00< 0.00

Element % (w/w)
C 57.94 +3.43
(0} 32.32+£9.10

Na 3.66+1.21

P Pb

T WAL S— Y o 1.38 + 0.4
CORNE T A R B B 13.92 + 5.48

Fig. 3. Micrographs (SEM 2,000x magnification) of Prosopis laevigata cell suspension cultures grown in: (A)

without heavy metals and (B) with Pb>* 1.0 mM. The arrows indicate the Pb deposition.

Our results show that the Pb was accumulated more
efficiently than Zn. The BF values were greater
for Pb (2-33 times) than Zn for the P. laevigata
cell suspension cultures. These results imply that
competitive transport of both metals occurs through
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transporter channels, with saturation occurring at
higher metals concentrations. It has been reported that
Zn supply increased Pb uptake in Phaseolus vulgaris
plants (Geebelen et al., 2007), but reduced Pb uptake
in Brasica rapa, Lactuca sativa (He et al., 2004) and
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in Elsholtzia argyi plants (Islam et al., 2011). In the
first case, Pb increase caused a decrease of Zn uptake
(Geebelen et al., 2007). A pre-treatment with Zn in
Dunalliela tertiolecta cells resulted in a significant
improvement to tolerance capability for Pb (Tsuji et
al., 2002).

3.4 Surface cellular wall analysis by SEM-
EDS

SEM micrographs of cells suspension culture of
P laevigata treated with 0.0 and 1.0 mM Pb>*,
displayed elongated morphology cells (Fig. 3A-B).
The SEM-EDS analysis showed significant differences
in the elemental composition of the cellular wall
between the control and the 1.0 mM Pb?* treatments
(Fig. 3A-B). While in the control treatment Pb was
not detected, 13.92% Pb was found in the Pb2*
treatment, those were observed as such deposits
or aggregates (Fig. 3B, arrows). Furthermore, the
surface morphology of the cells treated with 1.0
mM Pb?* showed substantial differences from that
of the control treatment. While control treatment
exhibited a smooth surface (Fig. 3A), the 1.0 mM
Pb?* treatment was characterized by a multitude hairy-
like protuberances or bumps (Fig. 3B). Plant cells
can resort to several defense mechanisms in response
to HM stress including exclusion, immobilization,
chelation and compartmentation of metal ions. Also,
the plant cells can prevent HM excess entry to cytosol
and force them into a limited area e.g. cell wall (Liu
and Kottke, 2003). Significant amounts of Pb have
been found in the cell walls of many plant species,
and this has been attributed to Pb detoxification
mechanism. It has been suggested that Pb is adsorbed
firstly in cell wall by its union to carboxyl groups,
followed by cell uptake, where endoplasmic reticulum
vesicles are formed, which can participate in the
repair of plasma membrane or be secreted through
plasmalemma and fused with the cell wall (Jiang and
Liu, 2010). It has been suggested that Pb deposition in
cell walls was the main mechanism for tolerance and
detoxification to this HM in two species of Lespedeza
(Zheng et al., 2012).

Conclusions

Cell suspension cultures of P. laevigata showed
significant tolerance to growth at different Pb**
concentrations. The cells showed a growth ratio
for heavy metal greater than 63%, and also a

capacity to uptake Pb. Additionally, the -cells
showed the highest accumulation efficiency for non-
essential metal over essential metal. Scanning electron
micrographs evidenced the accumulation of Pb in
the cells walls. These results provide insights about
the tolerance and accumulation mechanisms of lead
occurring in P. laevigata.
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Notation

2,4-D 2.4-dichlorophenoxyacetic acid

BA 6-benzyladenine

BF bioconcentration factor

Dw dry weight; mg

FW fresh weight; mg

GR growth ratio; %

HDPE high densitypolyethylene

HM heavy metal

KIN kinetin

MAB maximum accumulated biomass (g DW
L

MS murashige and Skoog medium

PGRs plant growth regulators

SEM-EDS scanning electron microscopy equipped
with energy-dispersive X-rays
spectroscopy

tg duplication time; days

u growth specific rate; days™
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