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1. INTRODUCCION

La contaminacion de suelos por metales es un problema que se ha incrementado durante
las ultimas décadas debido principalmente a la creciente actividad antropogénica, cuyo
efecto genera serios problemas de salud al ser humano (Tsao, 2003). Dicha
contaminacion no sélo afecta la salud del ser humano, sino también genera condiciones
de estrés a las plantas las cuales en Ultima instancia le pueden amenazar su
supervivencia (Buchanan y col. 2000). Las plantas requieren de nutrientes minerales
esenciales, incluyendo los metales, para su crecimiento y desarrollo, los cuales son
adquiridos del suelo por el sistema radicular y luego transportados al resto de la planta via
xilema. Sin embargo, la entrada excesiva de metales por estar éstos contenidos en el
suelo, puede ocurrir durante la deficiencia de los minerales esenciales o por causa zonas
altamente contaminadas (Tsao, 2003). No obstante, existen algunas plantas que pueden
crecer y desarrollarse bajo altas concentraciones de metales. Por tanto el uso de dichas
plantas para la restauracion de suelos representa una tecnologia (fitoremediacion) que es
amigable, sencilla y de bajo costo. Uno de los acometidos de la fitoremediaicién es la
blusqueda de plantas capaces de crecer y acumular altas concentraciones de metales por
lo que durante los ultimos la investigacion en este campo ha tomado una gran relevancia
(Pilon-Smits, 2005). El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una técnica que ha
contribuido de manera significativa en dicho sentido a través de la elucidacién de los
procesos involucrados en la capacidad de la planta para tolerar y acumular metales
(Doran, 2009). Ademas, la presencia de altas concentraciones de metal induce estrés
oxidativo, y ante dicho estrés, como mecanismo de defensa de la planta, se induce la
produccién de metabolitos secundarios como lo son los alcaloides, los terpenos y los
fenoles (Buchanan y col., 2000). Este mecanismo ha sido explotado por el CTV con la
finalidad incrementar la productividad de metabolitos secundarios de gran interés para la
industria farmacedutica, alimenticia y cosmética (Bourgaud y col., 2001). Buddleja cordata
es una planta ampliamente distribuida en el territorio de México con particular distribucién
en zonas perturbadas, tal como zonas contaminadas con metales cuya produccion de
fenoles ha sido asociada a la movilizacion de metales (Quiroz y col., 2007). Existe un
reporte sobre la producciéon de fenoles en cultivos de células en suspensién (CCS) de B.
cordata (Estrada-Zufiga y col.,, 2009), por lo que dicho sistema fue empleado como
modelo para evaluar la tolerancia y la elicitacion de fenoles por CCS crecidas bajo altas

concentraciones de metales.



1.1 Contaminacion ambiental por metales y sus efect  os sobre la salud del

ser humano

Un metal es un elemento quimico que se caracteriza por tener una estructura compacta,
un brillo metdlico, y por poseer un peso especifico generalmente elevado. Quimicamente
los metales se combinan con oxigeno para dar oxidos que, al reaccionar con agua se
convierten en hidréxidos o bases. Algunos metales son esenciales para la nutricién del ser
humano, asi también son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Morgan, 2003). No obstante, la contaminacion del agua, aire y suelo por metales
esenciales y no esenciales es uno de los problemas ambientales mas severos (Acosta y
col., 2007). En México, como consecuencia del desarrollo industrial, la contaminacién
ambiental ha ido en aumento, sobre todo por la intensa explotacion petrolera y por la
actividad minera. La industria minera es una de las actividades econdmicas de mayor
tradicion en el pais, la cual es mayoritariamente metalica y se dedica principalmente a la
produccién de cobre (Cu), cinc (Zn), manganeso (Mn), magnesio (Mg), niquel (Ni), plata
(Ag) y plomo (Pb). Esta actividad tiene un alto impacto ambiental, ya que produce
desechos que incluyen una variedad de productos quimicos como los metales pesados y
compuestos organicos, entre otros, afectando desde el subsuelo hasta la atmésfera,
incluyendo suelos y cuerpos de agua (Volesky, 2004). Dicha situacién referente a
contaminacién por metales provoca primeramente severos dafios a las plantas, asi mismo
provoca severos efectos nocivos sobre la salud al ser humano ante un la exposicion,
contacto y consumo frecuente de metales. Por lo que desde 1970, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) ha estado trabajando por un ambiente mas limpio y mas
saludable; trabaja para desarrollar y hacer cumplir regulaciones que implantan leyes
ambientales establecidas por el Congreso. La EPA es responsable por investigar y
establecer estandares nacionales para una variedad de programas ambientales, y delegar
a estados y tribus las responsabilidades para otorgar permisos, supervisar y hacer cumplir
los acatamientos de los estandares permisibles en suelos y plantas (Cuadro 1), la EPA
puede emitir sanciones y tomar otras medidas para alcanzar los niveles deseados de
calidad ambiental.



Cuadro 1 Umbral de metales permisibles en plantas y suelo (EPA, 2003)

Elemento Plantas Suelo
mg/kg mg/kg

cr* 0.03-10 100
cu® 0.03-10 40-50
Fe* 70-700 -
Mn** 20-700 500
Mg®* e e
Ni** 1-5 1,600
Zn* 20-400 200

1.1.1 Manganeso (Mn)

El manganeso es un elemento que se encuentra en la mayoria de los suelos a
concentraciones que incluyen niveles de 40 hasta 900 ppm, con un promedio de 330 ppm.
Ademas, este elemento se encuentra de manera natural en muchos tipos de rocas, no
tiene olor ni sabor, en su estado puro es un metal de color plateado, puede cambiar de un
compuesto a otro, no se degrada ni desaparece del ambiente. Las rocas con altas
concentraciones de compuestos de manganeso se minan y usan para producir
manganeso metalico. EI manganeso metalico se mezcla con hierro para manufacturar
varios tipos de aceros. Algunos compuestos de manganeso se usan en la produccién de
baterias, suplementos dietéticos, y como ingredientes en ciertas ceramicas, plaguicidas y
abonos. Las fuentes de manganeso en el aire incluyen plantas que producen hierro y
acero (ATSDR, 2008).

El cuerpo humano contiene pequefas cantidades de manganeso pues es esencial para la
nutricion; La concentracion normal de manganeso en la sangre varia entre 4 y 14 ug/L,
0.97 a 1.07 pg/L en la orina y 0.15 a 2.65 ug/L. Debido a que el exceso de manganeso
generalmente es eliminado del cuerpo en unos pocos dias, es dificil medir su exposicién
si ha pasado mucho tiempo. No obstante, altos niveles de polvo en la industria del acero
provocan a los mineros alteraciones mentales y en dosis altas puede llegar a ocasionar
dafio cerebral permanente, y también puede dafar los testiculos. La Agencia de
Protecciébn Ambiental (EPA) ha determinado que el manganeso no es clasificable en

cuanto a carcinogenicidad en seres humanos. Ademas, la EPA reporta que los niveles 3



adecuados de manganeso en el agua potable no deben exceder la concentracién de 0.05
ppm. La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha establecido el mismo
nivel (<0.05 ppm) para agua embotelladla. La Administracion de Salud y Seguridad
Ocupacional (OSHA) ha establecido un limite de 5 mg/m? para la cantidad promedio de
manganeso en el aire del trabajo durante una jornada de 8 horas diarias (ATSDR, 2008).

1.1.2 Cinc (Zn)
Uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre es el cinc. Se encuentra en el
aire, el suelo y el agua, y esta presente en la mayoria de los alimentos. El cinc en su
estado de pureza es un metal brillante blanco-azulado. El cinc tiene muchos usos
comerciales como revestimiento para prevenir corrosion, en compartimientos de baterias
secas y mezclado con otros metales es utilizado para fabricar aleaciones como el latén y
bronce. Una aleacién de cinc y cobre se usa para fabricar las monedas de un centavo en
los Estados Unidos. Algunos compuestos comunes de cinc que se encuentran en sitios de
desechos peligrosos incluyen al cloruro de cinc, 6xido de cinc, sulfato de cinc y sulfuro de
cinc. Los compuestos de cinc son ampliamente usados en la industria para fabricar

pinturas, caucho y preservativos entre otros (ATSDR, 2005a).

Aunque es un elemento esencial para el ser humano, en grandes cantidades puede
causar calambres estomacales, nausea y vomitos, en periodos mas prolongados pueden
causar anemia y disminucién de los niveles del tipo de colesterol que es beneficioso. La
inhalaciéon de grandes cantidades de polvos o vapores de cinc puede producir una
enfermedad de corta duracion llamada fiebre de vapores de metal. No se tienen datos de
cudles serian los efectos a largo plazo de respirar altos niveles de cinc. La EPA
recomienda que el agua potable no exceda los 5 miligramos de cinc por litro de agua (5
mg/L). La OSHA ha establecido un limite de 1 miligramo por metro cubico de aire (1
mg/m® para vapores de cloruro de cinc y de 5 mg/m® para 6xido de cinc (polvos o
vapores) en el aire de trabajo; se recomiendan jornadas de trabajo de 8 horas diarias y 40
horas a la semana (ATSDR, 2005a).

1.1.3 Niquel (Ni)
El niquel se encuentra en todos los suelos y es liberado por emisiones volcanicas;

también se encuentra en meteoritos. Se combina con otros elementos, como por ejemplo
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cloro, azufre y oxigeno para formar compuestos de niquel que se usan en niquelado, para
colorear ceramicas, para fabricar baterias y como catalizadores, éstos Ultimos son
sustancias que aceleran las reacciones quimicas. El niquel y sus compuestos no tienen
olor ni sabor caracteristicos. En su estado puro, éste es un metal duro, blanco-plateado
gue puede combinarse con otros metales, tales como el hierro, cobre, cromo y cinc para
formar aleaciones. Estas aleaciones se usan para fabricar monedas, joyas, y articulos
tales como valvulas e intercambiadores de calor. La mayor parte del niquel se usa para
fabricar acero inoxidable (ATSDR, 2005b).

El niquel es indispensable para el funcionamiento del pancreas en el ser humano, pero el
efecto adverso mas comun de la exposicién al niquel en seres humanos es una reaccién
alérgica. No obstante, se ha reportado que los trabajadores de refinerias de niquel o
plantas que procesan niquel han desarrollado bronquitis crénica, alteraciones del pulmon,
dolores de estdmago y efectos adversos en la sangre y los rifiones. (SSPAST, 2005). Los
niveles permisibles de la EPA para el agua potable son 0.1 miligramos de niquel por litro
de agua (0.1 mg/L). La OSHA ha establecido un limite de 1 miligramo de niquel por metro
cubico de aire (1 mg/m®) para niquel metalico y compuestos de niquel en el aire del
trabajo durante jornadas de 8 horas diarias, 40 horas a la semana. La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) y La Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) han determinado que algunos compuestos de niquel son carcinogénicos
en seres humanos (ATSDR, 2005b).

1.1.4 Cobre (Cu)
El cobre es un metal que se encuentra en rocas, el suelo, el agua y el aire. Se usa para
fabricar muchos productos diferentes, como por ejemplo, alambres, cafierias y laminas de
metal. Las monedas de 1 centavo de EE. UU. fabricadas antes del afio 1982 son hechas
de cobre. El cobre también se combina con otros metales para fabricar cafierias y grifos
de laton y bronce. Los compuestos de cobre son usados cominmente en la agricultura
para tratar enfermedades de las plantas, como el moho, para tratar agua, y como

preservativos para alimentos, cueros y telas (ATSDR, 2004).

El cobre es un elemento esencial para seres humanos y la inhalacion de niveles altos de
cobre puede producir irritacién de la nariz y la garganta. La ingestién de niveles altos de
cobre puede producir nausea, vémitos y diarrea. Cantidades muy altas de cobre pueden

dafar el higado y los rifiones y pueden aun causar la muerte. La EPA plantea que el agua
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potable no contenga mas de 1.3 miligramos de cobre por litro de agua (1.3 mg/L). El
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MGAP) de EE. UU. recomienda una dosis
diaria de 900 microgramos de cobre (900 pg/dia) para personas mayores de 80 afios de
edad. La OSHA ha establecido un limite para vapores de cobre en el aire de 0.1
miligramos por metro cubico (0.1 mg/m3) y 1 mg/m3 para polvos de cobre (ATSDR, 2004).

1.1.5 Magnesio (Mg)
El magnesio es esencial para el funcionamiento del cuerpo humano participa en
numerosos procesos fisioldégicos y bioquimicos en las plantas que afectan al crecimiento y
desarrollo. Es el cuarto mineral mas abundante y constituye aproximadamente el 0.05%
del peso corporal. Se encuentra en los huesos, dientes, muasculos, tejidos del cerebro y
corazon, ademas esta presente en el tejido extracelular, pues es el promotor de cientos
de reacciones bioquimicas involucradas en la produccion de energia (ATP) y la activacion
de enzimas ATP-dependientes, quienes llevan a cabo reacciones importantes en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas y la sintesis de ADN. Algunos ejemplos
de las enzimas de Mg activa incluyen ATPasas, ribulosa- 1,5-bisfosfato (RuBP)
carboxilasa, la RNA polimerasa y las proteinas quinasas (Marschner, 1995; Shaul, 2002).
El cuerpo puede absorber el 25% a 75% de magnesio en la dieta, dependiendo de las
necesidades del cuerpo y habitos alimentarios. Los sintomas por toxicidad incluyen
debilidad muscular, fatiga, somnolencia o hiper excitabilidad, debido a la depresién del
sistema nervioso central. Ademas, puede haber dificultad para respirar y presiéon arterial

muy baja e irregular, en estados extremos esto puede causar la muerte (CFNI, 2005).

El magnesio juega un papel clave en la fotosintesis. Actividad de muchas enzimas clave
implicadas en el carbono fotosintético el metabolismo se ve muy afectada por las
variaciones pequefias en Mg concentracion. Varios informes han demostrado que el Mg
deficiencia en los resultados de las hojas en una marcada reduccion de tasa de
fotosintesis (Fischer y Bremer, 1993; Hermans y col., 2004; Peaslee y Moss, 1966; Sun y
Payn, 1999).



1.1.6 Fierro (Fe)

El hierro en exceso es toxico. El hierro reacciona con peroxido y produce radicales libres.
La dosis letal de hierro en un nifio de 2 afios es de unos 3 g. 1 g puede provocar un
envenenamiento importante. El hierro en exceso se acumula en el higado y provoca
dafios en este 6rgano. La inhalacién crénica de concentraciones excesivas de vapores o
polvos de 6xido de hierro puede resultar en el desarrollo de una neumoconiosis. El 6xido
de hierro es un cristal negro o polvo marrén rojizo. Se usa en compuestos pulidores,
pigmentos y en metalurgia. El humo del 6xido de hierro se produce cuando los materiales
qgue contienen hierro se calientan, como en las soldaduras con arco. El 6xido ferroso
(FeO) puede formarse en atmdsferas con niveles limitados de oxigeno, en el gas de
combustion y en la purificacion del gas de hulla. El 6xido de hierro (gastado) o el hierro
esponjoso se produce cuando se calienta el mineral de hierro por debajo del punto de
fusion del hierro. Con mas procesamiento, puede convertirse en hierro pudelado (Barba,
1991)

1.2 Nutricion mineral en plantas

Las plantas requieren para su crecimiento y desarrollo de nutrientes minerales esenciales
tales como el nitrato (NO3) o amonio (NH,"), fosfato (H,PO,, HPO,> o PO,%), potasio
(K", calcio (Ca?"), magnesio (Mg?"), sulfato(SO,%), fierro (Fe** o Fe*"), cloro (CI), Zinc
(Zn?"), manganeso (Mn?*), cobre (Cu* o Cu®"), borato (BOs* o B,0;%) y molibdato (MoO,*
). Dichos minerales se clasifican en dos grupos de acuerdo a la concentracién requerida
por la planta (Cuadro 2), siendo éstos adquiridos del suelo por el sistema radicular y luego
transportados al resto de la planta via xilema (Tsao, 2003). No obstante, algunos metales
no so6lo son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, sino también son
importantes para su defensa ante el ataque de agentes patdgenos (Morgan, 2003).



Cuadro 2 Elementos quimicos esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas:

macronutrientes y micronutrientes

Macronutrientes :
Materia seca

Nitrégeno (N)
Fosforo (P)
Potasio (K)
Calcio (Ca)
Magnesio (Mg)
Azufre (S)

Micronutrientes
Hierro (Fe)
Zinc (Zn)
Manganeso (Mn)
Boro (B)
Cobre (Cu)
Molibdeno (Mo)
Cloro (Cl)

1.2.1 Mecanismos de transporte y destoxificacion a metale S

El incremento de la actividad antropogénica ha propiciado que existan diversas zonas
altamente contaminadas por metales, provocando en las plantas cambios en el
metabolismo celular; eventos de sefializacion son desencadenados para activar y/o
sobreexpresar de mecanismos de reparacion de macromoléculas dafadas, los cuales
pueden conducir a la adaptacion y sobrevivencia (Sharma y Karl-Josef, 2008). Avances
significativos en el estudio sobre la medicion de tolerancia a altas concentraciones de
metales por algunas especies, incluyendo plantas transgénicas, han asociado la
capacidad de acumular metales a la sobreexpresion de péptidos, fitoquelatinas o acidos
organicos quelantes del metal y su compartamentalizacién (Sharma y Karl-Josef, 2008;
Pilon-Smits, 2005). La fitotoxicidad de metales se atribuye a tres causas principales: (I) la
interaccion directa con las proteinas debido a su afinidad por grupos histidil y carboxilo,
alterando asi las funciones de la proteina; (II) la generacién estimulada de especies
reactivas del oxigeno (ROS) que provocan estrés oxidativo y modifican la defensa
antioxidante (enzimatica y no enzimatica) (Sharma y Karl-Josef, 2008).



El mecanismo de transporte y detoxificacién de las células vegetales frente a metales
implica (Fig. 1): (a) Inmovilizacion de metales en la pared celular y membrana plasmatica
(plasmalema); por acciéon de pectinas, proteinas, aminoacidos y otros componentes, (b)
Transporte activo de metales (re—exportacién) por proteinas acarreadoras especificos a
nivel de membrana, (c) Ingreso por pared (apoplasto) y membrana (simplasto) con posible
formacion de radicales libres en citosol, (d) Ingreso y fijacion de metales pesados a
fitoquelatinas (FQ) en el citosol formando compuestos quelados inocuos / fijacion a
polisacaridos y glicoproteinas en citosol / ingreso a vacuola, (e) Conversién e Ingreso de
complejos de metal con FQ o acidos organicos ( AO, por ejemplo malato, succinato,
citrato,etc.) y compartimentacién en vacuola, (f) Fijacion de metales pesados a
glicoproteinas y polisacéaridos en el citosol / ingreso a vacuola, (g) Fijacibn de metales
pesados a acidos carboxilicos /(AQ) directamente en el citosol / ingreso a vacuola, (h)
Accibn de sistemas de defensa antioxidante en pared / membrana (Zimmermann, 2001).
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Mle- F O quelatoinocu FEF: perosidasa

Ao-fe: quelatc inocuo FTE: ferredosin-tioredosin reductasa

Fig. 1 Mecanismos de transporte y detoxificacion de las células vegetales frente a metales

pesados (Zimmermann, 2001)



1.2.2 Metabolitos secundarios

La mayor parte de las plantas vasculares, producen varios tipos de metabolitos
secundarios para los cuales se ha demostrado que la mayoria de los metabolitos
secundarios tienen una funcion protectora contra organismos patdgenos o depredadores,
entre otras funciones que le sirven a la planta para su interaccion con el medio ambiente.
Ademas, el metabolismo secundario se activa como mecanismo de defensa ante la
exposicion a metales pues estos provocan estrés oxidativo (Cronquist, 1995). Los
metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo a la ruta de biosintesis en: a) fenoles, b)
alcaloides y c) terpenos (Buchanan y col., 2000).

a) Fenoles: Compuestos organicos en cuyas estructuras moleculares contienen al menos
un grupo fenol, es decir un anillo aroméatico unido a al menos un grupo funcional hidroxilo.
La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a sus
propiedades de uniones redox, que pueden desempefiar un papel importante en la
absorcion y neutralizacién de los radicales libres (Javanmardia y col., 2003). Algunos
compuestos fendlicos presentando dicha propiedad son: cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos. Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos:
la ruta del &cido siquimico y la ruta del acido malénico (Fig. 2). (Avalos y Pérez-Urria,
20009).

i Acido fosfoenolpinivico
| (de la glicélisis)
(de la ruta de las
pentosas fosfato)

Fenilalanina

Aesdo Acido cindmico
galico
Taninos hidrolizables

Fenoles simples Flavonoides

Lignina Taninos condensados

Fig. 2 Rutas de biosintesis de fenoles
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b) Alcaloides: son compuestos organicos cristalinos, insolubles y venenosos que se
encuentran en algunas plantas. Contienen nitrégeno (Fig. 3) y aparecen generalmente
como sales de acidos (como el citrico, el malico y el succinico). Algunos ejemplos
importantes son la quinina, la nicotina, la atropina, el opio la morfina la codeina y la
estrictina entre otros (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los alcaloides se sintetizan de diferentes rutas y de ahi que se clasifican en (Kegg
pathway database):

. Alcaloides derivados de ornitina

. Alcaloides derivados de lisina

. Alcaloides derivados de &cido nicotinico

. Alcaloides derivados de tirosina

. Alcaloides derivados de triptéfano y acido antranilico

. Alcaloides derivados de histidina

. Alcaloides derivados de reacciones de aminacion

. Otros
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Fig. 3 Estructura quimica del alcaloide reticulina y compuestos derivados
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C) Terpenos o terpenoides: son compuestos organicos que tienen como fundamental al
isopreno (CsHg) y son derivados de dos rutas: a) del acido mevalénico y b) del metileritritol
fosfato (Fig. 4). Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno en:
monoterpenos (Cy), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos  (Cs),
tetraterpenos(C,) (Fig. 4). Los terpenos de Ci,-C,y se encuentran en los aceites
esenciales y le dan su olor caracteristico a algunas plantas. Algunas hormonas,
pigmentos y vitaminas, como la “vitamina A” son compuestos del tipo terpeno que juegan

un papel muy activo en el metabolismo de la planta (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Fig. 4 Rutas de biosintesis de terpenos y su clasificacion
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1.3 Fitorremediacion

La fitoremediaicién es una tecnologia que consiste en utilizar las plantas para remover,
transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en
suelos, lodos y sedimentos contaminados, y puede aplicarse tanto in situ como ex situ
(Agudelo y col., 2005), por lo tanto es una tecnologia que es amigable, sencilla y de bajo
costo. La fitorremediacion posee una serie de ventajas y desventajas (Cuadro 3). Esta
conformada de seis procesos basicos que representan los tipos de fitorremediacion
(Cuadro 4) a través de los cuales las plantas pueden contribuir a la recuperacion de
suelos, sedimentos y aguas contaminadas. Dichos procesos daran lugar a 1) la
contencion o a 2) la eliminacion de los contaminantes; la fitoestabilizacion y la
fitoinmovilizacién corresponden a procesos de contencion, mientras que la fitoextraccion,
fitodegradacién, fitovolatilizacion y rizofiltracién representan procesos de eliminacién
(Cuadro 4) (Bernal y col.,, 2007). Una planta ideal con fines de fitorremediaciéon de
contaminantes inorganicos, como lo son los metales, debe tener un crecimiento rapido
con alta acumulacién de biomasa, tolerar y acumular altas concentraciones de metales,
translocar concentraciones altas de metal en sus partes aéreas y ser facilmente
cosechable (Pilon-Smits, 2005, Tsao, 2003). De acuerdo a la capacidad de remover altas
concentraciones de determinado metal, las plantas pueden ser clasificadas en
acumuladoras o hiperacumuladoras (Pilon-Smits, 2005). Esta tecnologia explota la
capacidad que algunas plantas han desarrollado para poseer mecanismos de tolerancia y

detoxificacion de contaminantes, los cuales involucran estrategias de:

a) Exclusién: involucra un sistema de reflujo o liberacion de metales desde el interior
de la planta hasta el exterior, para evitar o0 minimizar la acumulacién en sus tejidos.

b) Redistribucion y acumulacién: es la distribucién del metal alrededor de toda la
planta a sus diferentes partes desde la raiz hasta sus partes aéreas.

c) Mineralizacion: este proceso reduce la biodisponibilidad de los metales, y por tanto
éstos no pueden ser absorbidos por la planta

d) Reduccién: implica la transformacion de especies quimicas altamente tdéxicas a
especies menos toxicas

e) Quelacion: es la capacidad de una molécula para formar un complejo con un metal
y asi formar un nuevo compuesto con propiedades quimicas diferentes del original.
La quelacién es un proceso homeostatico en el que participan dos tipos de

13



f)

9)

moléculas: (1) moléculas transportadoras, encargadas de transferir iones
especificos de metales a organelos particulares como las vacuolas, los
cloroplastos y las mitocondrias que los requieran; y (2) los ligandos de alta afinidad
como las fitoquelatinas, las metalotioneinas, los acidos organicos, las proteinas de
estrés térmico y los aminoacidos, los cuales contribuyen a la desintoxicacion, a la
vez que mantienen estable la concentracion de iones de metales en el citosol
(Clemens, 2001)

Eliminacion: involucra un sistema de reflujo o liberacién de metales desde el
interior de la planta hasta el exterior, para evitar o minimizar la acumulacién en sus
tejidos

Solubilizacién: La solubilizacion esta relacionada con la transformacion del metal
insoluble a una forma soluble, es decir, su transformacién de una forma no
asimilable a una asimilable (Nufez-Lépez y col., 2004).

Cuadro 3 Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

Ventajas Desventajas

® Es eficiente para tratar diversos tipos de contaminantes son de vida larga, como rboles o arbustos)

in situ * s dependiente de las estaciones

® Es aplicable a ambientes con concentraciones * El crecimiento de [a vegetacion puede estar limitado por
de contaminantes de bajas a moderadas extremos de la toxicidad ambiental

® Es de hajo costo, no requiere personal especializado ® Los contaminantes acumulados en las hojas pueden ser
para su manejo ni consuma de energia liberados nuevamente al ambiente durante el otofio

* 5 poco perjudicial para el ambiente (especies perennes)

* No produce contaminantes secundarios y por lo mismo .
na hay necesidad de lugares para desecho combustion

e Tiene una alta probabilidad de ser aceptada por el * No todas las plantas son tolerantes o acumuladoras

plblico, ya que es estéticamente agradable s |a solubilidad de algunos contaminantes puede incre=
mentarse, resultando en un mayor dafio ambiental o

* Evita la excavacion y el trafico pesado S .
migracion de contaminantes

® Tiene una versatilidad potencial para tratar una gama

. . . L] i 3 i
diversa de materiales peligrosos Se requieren dreas relativamente grandes

® Se pueden reciclar recursos (agua, hiomasa, metales) :
acuaticos)

* Es una tecnologia sustentable * Es un proceso relativamente lento (cuando las especies

* |os contaminantes pueden acumularse en maderas para

* Pudiera favorecer el desarrollo de mosquitos (en sistemas

(Polprasert, 1996; Brooks, 1998; Raskin y Ensley, 2000)

14



Cuadro 4 Tipos de fitorremediacion.

Tipo Proceso involucrado Contaminacion tratada

Fitoextraccion Las plantas se usan para concentrar Cd?*,Co?*,Cr2* Ni2* Hg?* Pb2* Se2+ Zn2*.
metales en las partes cosechables
(principalmente, la parte aérea).

Rizofiltracion Las raices de las plantas se usan para Cd?*,Co?*,Cr2* Ni2* Hg?* Ph2* Se?* Zn2*,
absorber, precipitar y concentrar metales
pesados a partir de efluentes liquidos
contaminados.

Fitoestabilizacion Las plantas tolerantes a metales se usan Lagunas de deshecho de yacimientos mineros.
pald reducir |f_i movilidad de los mismos y Propuesto para fendlicos y compuestos
evitar el pasaje a napas subterraneas o al  ¢lorinados.
aire. Contribuyen a estabilizar el suelo.

Fitoestimulacion Se usan los exudados radiculares para Hidrocarburos poliaromaticos, benceno, tolueno,
promover el desarrollo de etil benceno, xileno, hidrocarburos del petroleo,
microorganismos degradativos (bacteriasy  perciorato, atrazina, ataclor, bifenilos
hongos). policlorinados, otros compuestos organicos.

Fitovolatilizacion Las plantas captan y modifican metales Hg?*, Se?* y solventes clorinados
pesados o compuestos organicos y los (tetraclorometano y triclorometano).

liberan a la atmosfera con la transpiracion.

Fitodegradacion Las plantas acuaticas y terrestres captan, Explosivos (TNT, DNT, RDX, nitrobenceno, acido
almacenan y degradan compuestos picrico, nitrotolueno, nitrometano, nitroetano).
organicos para dar subproductos no Atrazina, solventes clorinados, bromuro de metilo,
toxicos o menos toxicos. tetrabromoeteno, tetracloroetano, DDT, pesticidas

fosfatados, bifenoles policlorinados, fenoles y
nitritos.
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1.4 Biotecnologia

La biotecnologia, es una ciencia interdisciplinaria que se puede definir como la aplicacion
de organismos, componentes o sistemas biolégicos para la obtencion de bienes vy
servicios. Por poseer un caracter multidisciplinario, la biotecnologia implica el
conocimiento de la Bioguimica, la Microbiologia, la Genética, la Biologia celular, la
Quimica, la Ingenieria bioquimica, la Ingenieria mecanica, Ciencia y Tecnologia de
alimentos, la Electrénica, la Informatica, entre otras (Smith, 1996). Una rama de la
biotecnologia de suma importancia es la Biotecnologia Vegetal, cuya herramienta
principal se fundamenta en la técnica de Cultivo de Tejidos Vegetales.

1.4.1 Cultivo de Tejidos Vegetales

Esta técnica consiste en cultivar bajo condiciones asépticas, nutricionales y fito-
hormonales y ambientales controladas una parte de una planta (cominmente conocido
como explante). Esta se define como un conjunto de técnicas con las cuales se puede
ejercer un control relativo sobre los procesos morfogenéticos, fisiolégicos y bioquimicos
gue se llevan a cabo. De acuerdo al material vegetal usado, suele dividirse la técnica de
cultivo en cinco clases: a) cultivo de callos, b) cultivo de células en suspensién, c) cultivo
de d6rganos, d) cultivo de meristemos y morfogénesis para el propdsito de propagacién y
e) cultivo de protoplasto (Gamborg y col., 1995). El cultivo de células, tejidos u érganos
vegetales ha tomado significativa relevancia durante las Ultimas décadas no sélo por su
amplia gama de aplicaciones sino también por ser un sistema controlable, de rapido
crecimiento (comparado con el desarrollo de una planta completa), escalable y que evita
la devastacion de las poblaciones naturales de plantas (Bougard y col., 2001). Entre una
de las aplicaciones se haya la produccién de metabolitos secundarios, por lo que una
creciente investigacion para la optimizacién de las condiciones de cultivo esta siendo
efectuada a nivel mundial, como por ejemplo la elicitacion de metabolitos secundarios con
factores bidticos y abibticos. Existen reportes donde, a través de dicha creciente
investigacion, se ha logrado una produccion mucho mas alta en células cultivadas que en
plantas intactas, tal es el caso de los ginsendsidos por Panax ginseng, acido rosmarinico
por Coleus bluemei, shikonina por Lithospermum rythrorhizon, ubiquinona-10 por

Nicotiana tabacum, berberina por Coptis japonica (Mulabagal y Tsay, 2004).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Género Buddleja

El género Buddleja, a veces Buddleia, perteneciente a la familia Buddlejaceae,
anteriormente conocida como Loganiaceae (homénima), comprende especies de arbustos
ornamentales de hojas grises lanceoladas y flores paniculas de color lila 0 amarillo, segin
las especies. Entre las especies mas conocidas de este género estan B. daviidii Franch.,
B. alternifolia Maxim., B. farreri Balf, B. globosa Hope y B. cordata Kunth (Romero y
Fernandez, 1999). Buddleja tienen muy pocos caracteres Unicos que los distinguen; sin
embargo los caracteres cualitativos como caracteristicas morfolégicas que comprenden la
forma de la hoja, el color de la flor o la pubescencia, y cuantitativos que son las
caracteristicas morfoldgicas que pueden ser contadas o medidas, ambos caracteres
permiten diferenciar las especies en grupos (Fig. 5). En el grupo | se asocian las especies
gue presentan vasos anchos con diametro mediano (34 a 66 um), fibras con punteaduras
semiareoladas cuyo diametro es pequefio (8 a 15 um) y longitud mediana (385 a 767 um).
El grupo Il incluye 24 especies que se separan en dos subgrupos. En el subgrupo IlA se
asocian 13 especies por la presencia de engrosamientos helicoidales, la ausencia de
anillos de crecimiento evidentes en la mayoria de las especies y fibras mas largas. En el
subgrupo 1IB se asocian 11 especies con base principalmente en las punteaduras simples
en fibras y el parénquima axial raro o escaso (Romero y col., 2003). El 50% de los taxa de
Buddleja crece en el continente Americano y México, existen aproximadamente 15
especies que se encuentran distribuidos ampliamente en la Republica Mexicana (Norman,
2000).

2.1.1 Buddleja cordata

Buddleja cordata Kunth, cominmente conocida como “tepozan”, es una planta arbérea de
1 a 10 m de altura (Fig. 6A). Esta especie presenta hojas de color verde claro por arriba y
blancas, grisaceas o lanudo-tomentosas en el envés, su longitud es de 10 a 15 cm, de
base ancha generalmente redondeada, borde entero o aserrado, esparcidamente
pubescentes en el haz (Fig. 6A). La corola es amarillenta, generalmente con un toque
anaranjado en la garganta, sus flores son pequefias, amarillas y aromaticas dispuestas en
cabezuelas cortamente pedunculadas, agrupadas en amplias paniculas terminales (Figura
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6B) (Martinez, 1989). Frutos capsulares con dehiscencia loculicida y septicida o

indehiscentes; semillas aladas, pequefas de 1-1.5mm x 0.1mm y numerosas.
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Fig. 5 Fenograma por el método de agrupamiento (UPGMA) para 41 especies del género
Buddleja

En México la distribucion territorial de B. cordata va de norte a sur: desde Chihuahua a
Tamaulipas hacia el sur hasta Chiapas y Oaxaca (Fig. 6C), encontrandosele en lugares

particularmente perturbados y secos, entre los 2 050 — 3 100 m sobre el nivel del mar
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(msnm) (Aguilar-Rodriguez y col., 2006). En la medicina tradicional de México, Buddleja
cordata tiene diversos usos; propiedad curativa que ha sido atribuida a compuestos
fendlicos, los cuales son producidos en significativa concentracion en cultivos in vitro de
B. cordata (Estrada-Zufiiga y col., 2009). Quiroz y col. (2002) reportd que la produccion de
compuestos fendlicos por B. cordata favorece la movilizacion de metales pesados. Por lo
gue el cultivo de tejidos vegetales de B. cordata representa un sistema versatil para

evaluar la tolerancia a metales pesados por la planta.

Fig. 6 Morfologia y distribucion geografica de Buddleja cordata. A, B Ejemplares de planta
con sus organos C Distribucién territorial en la Republica Mexicana
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3. JUSTIFICACION

La alta actividad antropogénica ha generado un panorama de suma preocupacion en el
sector ambiental, ya que se sabe que el medio ambiente estd siendo alterado y
sumamente contaminado. Uno de los principales contaminantes vertidos al medio
ambiente y de efecto sumamente toxico al ser humano son los metales, tales como Cu #*,
Fe?, Mg*, Mn*, Ni** y Zn?*. Por otro lado, se ha observado que B. cordata es capaz de
crecer en zonas que contienen significativas concentraciones de metales, cuya movilidad
de metales es asociada con compuestos fendlicos. Dichos compuestos han sido
reportados ser producidos por cultivos de células en suspensién, por lo tanto este sistema
puede representar un modelo de estudio sobre la capacidad de tolerancia y crecimiento

de B. cordata ante altas concentraciones de metales.
4. HIPOTESIS

Buddleja cordata tiene la capacidad de crecer en zonas perturbadas y remover metales,
capacidad que es asociada a la produccién de compuestos fendlicos, por lo tanto cultivos
de células en suspensién productores de fenoles seran capaces de tolerar y crecer en

medios suplementados con metales (Cu?**, Fe**, Mg #, Mn ?*, Ni ' y Zn%).

5. OBJETIVOS

5.1 Obijetivo general:

R/

« Evaluar la capacidad de cultivos celulares de B. cordata para tolerar
concentraciones altas de los metales Cu?, Fe?*, Mg*, Mn*, Ni*"y zZn%,

suplementadas en el medio de cultivo.

5. 2 Objetivos Particulares:

« Establecer cultivos de células en suspensién de B. cordata.
% Evaluar el efecto de los metales Cu*, Fe *, Mg*, Mn*, Ni *y Zn* sobre el
crecimiento de células en suspension de B. cordata.

+ Evaluar el contenido de fenoles totales acumulados por efecto de los tratamientos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Establecimiento de cultivos de células en suspe  nsién y condiciones de

incubacion

Para establecer los cultivos de células en suspensién, se inocularon 3 g de callo fresco en
matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio de cultivo. EI medio basal
consisti6 de MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50%, conteniendo 30 g | * de sacarosa,
100 y 150 mg | ™ de &cido citrico y ascérbico, respectivamente, y los reguladores de
crecimiento vegetal 2,4-D y KIN a las concentraciones de 0.45 uyM y 2.32 uM. Los
matraces fueron incubados en un agitador orbital a 110 rpm, bajo un fotoperiodo de 16 h
luz fluorescente a 25 + 2°C. Una vez transcurridos 18 dias de cultivo, se seleccionaron los
matraces que presentaron mejor crecimiento y adaptacion (no se observaron oxidados),
tomandose 3 g (peso fresco) de biomasa para su subcultivo. Posteriormente, 6 g de
biomasa fueron empleados para inocular matraces de 500 ml conteniendo 100 ml del
mismo medio de cultivo descrito anteriormente, con la finalidad de propagar la biomasa,

subcultivandolos cada 18 dias durante 4 ciclos.

6. 2 Tolerancia a Cu #*, Ni**, Fe?, Zn*, Mg?' y Mn?®*

Se adicion6 al medio de cultivo basal: 0.0325 y 0.065 mM de Cu* y Ni #*; 0.5y 1.0 mM de
Fe *, 1.0y 1.5 mM de Zn*, y 1.0 y 2.0 mM de Mg* y Mn?*, y sus respectivos controles de
S0,?. Las sales fuente de los metales y control fueron CuSQ,, NiSO,4, FeSO,, ZnS0Oy,
MgSO,4, MnSO, y (NH,).SO,, respectivamente. Matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de
medio de cultivo conteniendo los metales fueron inoculados con 3 g de biomasa fresca
(proveniente de matraces de 500 ml con tiempo de cultivo de 18 dias). Los cultivos se
incubaron bajo un fotoperiodo de 16 h, 110 rpm y 25 * 2°C durante 18 dias. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion las células fueron filtradas al vacio (Fig. 7),
separandose la biomasa del medio de cultivo. La biomasa fue empleada para determinar
peso seco (PS), viabilidad celular (VC), fenoles totales (FT), mientras que al medio de
cultivo se le determiné el pH y el contenido de azlcares totales (AT). Todas las

mediciones fueron hechas por triplicado.
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Fig. 7 Filtrado al vacio de cultivo de células en suspension de Buddleja cordata después
de 18 dias de incubacion

6.2.1 Determinacion de peso secoy viabilidad celular

La biomasa filtrada fue secada en una estufa a 60C durante 24 hrs y luego fue pesada en
una balanza analitica Previo al proceso de filtracion, de los cultivos celulares se tom6 una
muestra de 0.5 ml para determinar la viabilidad celular. Se determind la viabilidad celular
en una cémara de Neubauer haciendo uso del reactivo azul de Evans (0.25%),
expresandose dicho valor como una razon de [células viables/células totales]. El indice de
tolerancia al metal (IT) se expresé como la relacién de [cantidad de biomasa producida en
presencia del metal / cantidad de biomasa producida en ausencia del metal].

6.2.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales

La biomasa seca (100 mg) fue extraida con MeOH (50 ml) por reflujo de 30 min, seguida
de su filtrado. Dicho concentrado fue empleado para determinar el contenido de fenoles
totales mediante la técnica de Folin-Cicalteau (Singleton y Rossi, 1965), empleandose
acido galico para la construccion de la curva patron.
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6.2.3 Determinacion de azUcares totales y pH

Al medio de cultivo residual obtenido del filtrado al vacio le fue medido el pH, y se le
determiné el contenido de azlcares totales de acuerdo a la metodologia seguida por
Dubois (1956). Previo a la determinacion de azlicares totales se llevé a cabo una dilucion
1:300

6.3 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos para cada una de las mediciones llevadas a cabo fueron
expresados como el promedio de los triplicados llevados a cabo y su respectiva
desviacion estandar. Se empled el paquete estadistico NCSS para analizar
estadisticamente las medias obtenidas, aplicandose un analisis de varianza (ANOVA) y la
prueba de comparacion multiple de medias Tukey-Cramer con un nivel de significancia del
5%.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Crecimiento y tolerancia a los metales por cult  ivos de células en suspension de

B. cordata

Cuando se evalud el crecimiento, a los 18 dias de incubacion, de los cultivos de células en
suspension de B. cordata cultivadas bajo las distintas concentraciones de (NH,4),SO,
(tratamientos correspondientes al control de las concentraciones evaluadas de metales:
TO, T0S0.03, T0S0.06, T0S0.5, TOS1, TOS1.5 y T0S2, Grafico 1) se encontré que la
adicién de la sal no tuvo un efecto significativo sobre las mediciones obtenidas para peso
seco (PS) (Grafico 1), viabilidad celular (VC), fenoles totales (FT), azUcares totales (AT) y
pH, por lo cual estos fueron agrupados y nombrados como “CTS’s>" y son descritos de
esta manera en el resto del texto.
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Cuando se evalud el crecimiento de los cultivos celulares crecidos en medio de cultivo
conteniendo los metales, primeramente se pudo observar durante la etapa de cosecha
que aquellos tratamientos que produjeron menor biomasa provocaron una coloracion
café en la biomasa (Fig. 8). Los resultados mostraron que los metales tuvieron un
efecto significativo en la cantidad de biomasa obtenida; encontrandose que la mayor
concentracion de biomasa ocurrié para el control CTS’s> (Grafico 1) y aquellos cultivos
tratados con Mg®*y Mn?* a 1.0 y 2.0 mM, Fe?** 0.5 mM, Zn* 1.0 mM, Cu®*" 0.03-0.06
mM, y Ni 0.03 mM. El crecimiento se vio afectado en el siguiente orden Ni** 0.06 mM <
Zn* 1.5 mM < Fe?* 1.0 mM, siendo la dltima en la que se present6 la menor biomasa
cuando se compard con el control (Grafico 1). Estos datos fueron similares a los
obtenidos con los indices de tolerancia evaluados (Grafico 2). Cuando se evalué el
efecto de los metales Cu?*, Ni**, Fe*", Zn**, Mg®* y Mn*" en los cultivos de células en
suspension de B. cordata los resultados mostraron que éstos tuvieron un efecto
significativo sobre las mediciones obtenidas para indice de tolerancia (IT), viabilidad
celular (VC), azucares totales (AT) y pH.

Fig.8 Caracteristicas de la biomasa obtenida de los tratamientos con metales que
afectaron el crecimiento. A Cu*' y Fe?* B Control
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Grafico 1 Biomasa de cultivos en suspension de B. cordata después de 18 dias de

exposicion a metales.

El indice de tolerancia es una medida de la tolerancia de los cultivos sobre el metal

porgue representa a la biomasa que se obtiene cuando se esta tratando con el metal con

respecto a la biomasa con el control (Rout y col. 1999). Como se observa en el Grafico 2

el control creci6 en un 100% (IT = 1), mientras los tratamientos Mg? 1-2 mM, Fe* 0.05

mM, Mn?" 1-2 mM toleraron mas las concentraciones del metal. Donde hubo mas estrés

por efecto de los metales se evalué menor indice de tolerancia como en los tratamientos

de Fe** 1 mM, y Zn** 1.5 mM.
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Grafico 2 indice de tolerancia de cultivos en suspension de B. cordata después de 18

dias de exposicion a metales.

Los resultados obtenidos para IT indicaron que los cultivos de células que presentaron
mayor tolerancia, esto es, que no fueron significativamente distintos al control CTS's> (IT
~ 1) fueron Mg* 1.0-2.0 mM, Fe?** 0.5 mM, Mn** 1.0-2.0 mM (Grafico 2). Los metales y
las concentraciones que afectaron el crecimiento, esto significa que, provocaron un
decremento en los valores de IT fueron: Zn”* 1.0 mM < Cu®* 0.0325-0.065 mM < Ni**
0.0325 mM < Ni?*0.065 < Zn** 1.5 mMy < Fe* 1.0 mM (Grafico 2).

Dicho comportamiento fue similar al observado para las determinaciones de VC y pH; la
tolerancia se asocio a la viabilidad celular y pH, donde a mayor tolerancia mayor viabilidad
celular y valores de pH mas altos (Grafico 3 y 4, respectivamente). Los tratamientos con
mayor VC obtenida fueron Mg* 1 mM, Cu** 0.03 mM, Ni** 0.03 mM y Ni** 0.06 mM,
seguidos de Mg* 2 mM, Fe* 0.5 mM, Mn* 1-2 mM, y Cu* 0.06 mM que obtuvieron una
viabilidad del 64 a 69% y finalmente Zn?** 1 mM, Fe?** 1 mM y Zn*' 1.5 mM presentaron los
valores correspondientes a las viabilidades menores (Grafico 3). Se observo que en los
tratamientos donde hubo una mayor tolerancia no hubo cambios de pH (Mg?* 1.0-2.0 mM,
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Fe? 0.05 mM , Mn** 1.0-2.0 mM, Cu®* 0.03 mM, Ni** 0.03-0.06 mM) comparados con el
control. Sin embargo en aquellos donde la tolerancia empez6 a verse disminuida se vio
que la acidez incremento conforme la tolerancia fue decrementando obteniendo los
valores més acidos para el caso de Fe** 1.0 mM y Zn?** 1.5 mM donde se obtuvo menos
crecimiento (Grafico 1-4). Los tratamientos con mayores valores de pH, que no fueron
estadisticamente distintos a CTS’s> fueron Mg®* 1.0-2.0 mM, Fe** 0.05 mM , Mn** 1.0-2.0
mM, Cu?*0.03 mM, Ni** 0.03-0.06 mM, incrementandose la acidez en Cu** 0.06 < Zn*1 <
Fe* 1 mM < Zn** 1.5 mM (Gréfico 4). De manera contraria a VC y pH, el contenido de AT
fue bajo cuando IT fue alto. Los tratamientos con menores valores de AT, que no fueron
estadisticamente distintos a CTS’s> fueron Mg? 1-2 mM, Fe** 0.5 mM, Mn** 1-2 mM,
cuyo contenido se vio afectado para Ni** 0.03 mM < Cu®** 0.03 mM < Zn** 1 mM < Ni#
0.06 MM < Cu®* 0.06 < Zn?*1.5mM < Fe?* 1 mM (Gréfico 5).
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Grafico 3 Viabilidad de células en suspension de B. cordata cordata tratadas con metales

Los resultados obtenidos corroboran el hecho de que la viabilidad celular es la capacidad

de la célula para sobrevivir, va acompafiada por un aumento en la biomasa del cultivo
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celular, algunos factores que influyen son, el descenso de temperatura o la utilizacion de
reactivos que actlen como inhibidores del metabolismo tal como los metales los cuales

pueden provocar una disminucion de la biomasa (Malinin y Perry, 1967).
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Grafico 4 Valores de pH del medio de cultivo residual de cultivos de B. cordata

tratados con metales

La acidificacion de la rizosfera por efecto de la planta ocurre porque excretan acidos
organicos para poder solubilizar nutrientes no biodisponibles o poder remover los
metales (Lopez-Martinez y col., 2005). En aquellos tratamientos donde hubo mayor
tolerancia no hubo cambios significativos en el valor del pH obtenido para el medio de
cultivo (Grafico 4), sin embargo en cuanto fue siendo menos tolerado el metal la acidez
se fue haciendo mas evidente, como ocurri6 para los tratamientos Cu?* 0.06 mM, Zn?
1.0mM , Fe** 1.0 mMy Zn*" 1.5 mM.
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Grafico 5 Contenido de azucares totales del medio de cultivo residual de cultivos de B.

cordata tratados con metales

Otra forma de evaluar la eficiencia del sistema, es cuantificar el contenido de azUcares
residuales que se encuentra en el cultivo (Davies y col., 1969; Kramer y Kozlowski, 1979).
Como se observa, los valores de azucares totales mas bajos coinciden con los mayores
rendimientos de biomasa en los tratamientos y en aquellos tratamientos que presentaron
los valores mas altos de IT se determino que los azucares totales se consumié casi en su
totalidad toda el azlcar, lo que indica que las células utilizaron el azlcar para su
crecimiento y esto a su vez nos sefiala que el sistema de los cultivos de células en

suspension de B. cordata fue eficientes a pesar de la exposicion a dichos metales.

Los resultados obtenidos muestras que el cultivo de células en suspensién de B. cordata
presentd para varios tratamientos de metales una alta tolerancia al metal y comparado

con otras especies, presenta mediciones de crecimiento similares e inclusive mejores
(Tabla 1).
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Tabla 1 Tolerancia a metales por B. cordata y otras especies

Cultivos de Células en Suspensiéon de B. cordata

Zn 0.015 (control) 1.015y 1.515 mM... Crecimiento: IT = 1, 0.8664-0.215
Mn 0.05 (control), 1.05 y 2.05 mM... Crecimiento: IT =1, 1.18-1.08

Ni O (control), 0.0325 y 0.065 mM... Crecimiento: IT = 1, 0.91, 0.56

Fe 0.05 (control), 0.55 y 1.05 mM... Crecimiento: IT =1, 1.07, 0.14

Mg 0.75 (contral), 1.75y 2.75 mM... Crecimiento: IT =1, 1.19, 1.11

Cu 0.0001 (contral), 0.0326 y 0.0651 mM... Crecimiento: IT = 1, 0.90,0.87

Otras especies

Cultivo de callo de Brassica spp. (Tolerante a Zn y Mn; acumulando 1- 3.83 mg/kg)
Zn 0.03 (control), 0.06, 0.12, 0.24 y 0.48 mM.... Crecimiento: IT= 0.773-0

Mn 0.1 (control), 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mM.... Crecimiento: IT = 0.732-0

Cultivo de Células en Suspesién de Picea rubens (Productor de fitoquelatinas) Zn
0.015 (contral), 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mM

Cultivos de Raices de Alyssum bertolonii (acumulando 7.2 mg/g)

20-100 ppm (0.3 — 1.52 mM) de Ni... Crecimiento IT =1 - 0.34

Cultivos de Raices de Nicotiana tabacum

20-100 ppm (0.3 — 1.52 mM) de Ni... Crecimiento IT =0

Cultivo de Células en Suspesién de Silene vulgaris 0.1 mM Cu acumulando (10

mg/Kg).

Thangavel 2007 y Tatjana V. 2001

7.2 Produccion de fenoles totales en cultivos trata dos con metal

Los resultados obtenidos mostraron que el metal afectd la concentracién de fenoles
totales producidos, encontrandose diferencias significativas en los valores promedio
evaluados (Grafico 6). El tratamiento en el que los metales Mg? 2 mM, Mn* 2 mM, Cu?*
0.06 mM, Ni** 0.03-0.06 mM fueron adicionados se observé una mayor produccion de
fenoles, siendo mayor a la observada para el control (Grafico 6). En los tratamientos
conteniendo Fe?* 1 mMy Zn?*1.0-1.5 mM la determinacion de fenoles totales fue muy
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baja, posiblemente debido a que el estrés oxidativo fue muy intenso, provocandoles que
presentaran un crecimiento nulo y consecuentemente valores de IT bajos.

Se observa de dichos resultados que los metales activaron el mecanismo de defensa de
manera distinta (metabolismo de los fenoles), los cuales fueron independientes del
crecimiento en términos de biomasa y que hasta hubo mayor produccién de fenoles hasta
sobre el control, o sea hubo elicitacion de fenoles por efecto del metal. Los elicitores son
compuestos sefial que estimulan la aparicién de cualquier respuesta defensiva, los
elicitores son factores quimicos o fisicos que inducen cambios fisioldgicos en el en las

plantas (Arias y col. 2009).
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Grafico 6 Produccion de fenoles totales de cultivos de B. cordata tratados con metales
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CONCLUSIONES

® | os cultivos de células en suspension de B. cordata fueron capaces de crecer y tolerar
los metales Mg, Mn?*, Cu®*, Ni**, Zn* y Fe?*" siendo mejor tolerados los metales Mgy
Mn?" a las concentraciones de 1y 2 mM, y Fe?* 0.5 mM, ya que no mostraron diferencias
sobre el crecimiento con respecto al control (IT ~ 1, P £ 0.05), ademas de observarse

similitudes en el consumo de azlcares totales y viabilidad celular.

® | a capacidad de tolerancia a los metales fue seguida por Zn* 1.0 mM < Cu®* 0.0325-
0.065 mM < Ni** 0.0325 mM < Ni?*0.065 < Zn* 1.5 mMy < Fe?* 1.0 mM

® Se asocio el contenido de fenoles totales a la presencia del metal, siendo favorecido
por: Mg?* 2 mM, Mn** 2 mM, Cu®* 0.06 mM, Ni** 0.03-0.06 mM quienes fueron elicitores de

la produccion de fenoles

PERSPECTIVAS

® Evaluar la concentracién del metal acumulado en los cultivos de células en suspension

de B. cordata.

® Evaluar otras concentraciones de los metales que fueron mejor tolerados por arriba de

las evaluadas en este trabajo

L]
Evaluar la capacidad de tolerancia de cultivos de células en suspensién de B. cordata

bajo otros metales téxicos como Pb, Cr, Cd, etc.
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