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Lista de Abreviaturas

ABS = Absorbance (Absorbancia)

AGR = Absolute Growth Rate (Tasa de
crecimiento absoluto)

Chl a = Chlorophyll a (Clorofila a)
Cu = Cobre (Cu™)

Fo = Minimal fluorescence level (nivel
minimo de fluorescencia)

Fm = Maximum fluorescence level (nivel
maximo de fluorescencia)

Fy = Variable fluorescence (Fluorescencia
variable)

Fv/Fm = Maximum quantum yield of PSII
photochemistry (produccion
maxima de PSII)

cuantica

LAR = Leaf Area Ratio (Proporcion de Area
Foliar)

LWR = Leaf Weight Ratio (Proporcion de
Peso Foliar)

NAR = Net Assimilation Rate (Tasa de
Asimilacion Neta)

PEA = Plant Efficiency Analyser
(Analizador portatil de la fluorescencia)

Notas:

PI = Performance index (indice de
Desempefio)

Plags = Performance index on absorption
basis (Indice de Desempefio Fotosintético)
PQ = Plastoquinone (Plastoquinona)

PSII = Photosystem II (Fotosistema 1)

RGR = Relative Growth Rate (Tasa de
Crecimiento Relativa)

RWR = Root Weight Ratio (Proporcion de
Peso en Raiz)

SLA = Specific Leaf Area (Area Foliar
Especifica)

SWR = Stem Weight Ratio (Proporcion de
Peso en Tallo)

Tfm = The time at which the maximal
fluorescence occurs (tiempo en que ocurre la
maxima fluorescencia, Fm)

XRF = X-Ray Fluorescence (Fluorescencia
de Rayos-X)

1. Las abreviaturas utilizadas en este trabajo, por convencion, hacen referencia a las siglas

en inglés, sin embargo, en cada abreviatura se indica su significado.

2. Hermosillo = poblacion del sitio no-contaminado

3. Nacozari de Garcia = poblacion del sitio contaminado con Cu
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1. Resumen

En este trabajo se evalud el desempefio fisiologico de Baccharis sarothroides A. Gray al
aumento en la concentracion del cobre (Cu), en plantulas (4 dias de edad) y plantas jovenes (30
dias de edad) provenientes de semillas colectadas en un sitio contaminado (Nacozari de Garcia) y
un sitio no-contaminado (Hermosillo) del Estado de Sonora, México.

Se registro el peso y el area de las semillas de ambos sitios. Posteriormente, en las plantulas se
evaluo el efecto de 0, 0.4, 2, 4, 10, 50 y 100 uM de Cu, en la biomasa seca, a § dias de
exposicion. Por ultimo, en plantas jovenes se evaluo el efecto de 0, 100, 500 y 1000 pg de Cu kg
I de suelo, a 60 dias de exposicion, a través de un anélisis de crecimiento clasico y de la
eficiencia fotosintética. Al concluir los tratamientos con Cu de las plantas jovenes, se determind
la concentracion del metal en el tejido seco de hojas y raices con la técnica de fluorescencia de
rayos X (sistema-XRF). En el analisis de las semillas se encontraron diferencias en el peso y area
de las semillas procedentes de ambos sitios; sin embargo, las plantulas y plantas jovenes de
ambas poblaciones mostraron la capacidad de tolerar las concentraciones usadas de Cu. No se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos de Cu en las plantas jovenes de B.
sarothroides, tanto para los parametros cldsicos de crecimiento como para la eficiencia
fotosintética. No obstante, las plantas de ambos sitios se presentaron diferencias significativas en
el crecimiento de las hojas independiente al aumento en la concentracion del Cu en los
tratamientos. Las plantas de Nacozari tuvieron una menor producciéon de biomasa foliar, una
menor area foliar y una mayor densidad o grosor de hojas. Dichas diferencias repercutieron en los
parametros fisiologicos: la Tasa de Asimilacion Neta (NAR), la Produccion Cuantica Méaxima del
Fotosistema II (Fv/Fm) y el Indice de Desempefio (Pliss). Donde, las plantas de Nacozari
tuvieron una respuesta mas eficiente en la fotosintesis.

Las plantas de ambos sitios mostraron un aumento en la concentracion de Cu en el tejido de
hojas y raices como consecuencia del incremento del Cu en el medio; también, mostraron una
mayor acumulacion de este metal en las raices. Las plantas de Nacozari tuvieron una mayor
concentracion de Cu en la raiz en comparacion a las plantas de Hermosillo.

Estos resultados sugieren que la tolerancia de B. sarothroides al Cu no depende del sitio de
origen de las plantas, sino a caracteristicas constitutivas que le permiten a esta especie tolerar

altas concentraciones de Cu, dentro y fuera de los tejidos, sin causarles efectos adversos.



2. Marco Teorico

2.1 Contaminacion del suelo por metales pesados

La degradacion del suelo se define como el proceso que disminuye la capacidad actual y
potencial del suelo para producir bienes y servicios (Bunning et al., 2011) y puede originarse por
acciones directas (a través de la agricultura, deforestacion y ganaderia) o por acciones indirectas

(por actividades industriales y de transporte) (Eslava, 2009).

La contaminacion, es un ejemplo de la degradacion del suelo, y esta se define como el exceso
de elementos quimicos o compuestos de cualquier tipo que repercute en su equilibrio
biogeoquimico (Eslava, 2009). Su origen puede ser geologico o antropogénico. El primero se
genera por las rocas madre, de la actividad volcanica o de la lixiviacién durante los procesos de
mineralizacion; y el segundo se genera por residuos peligrosos derivados de actividades

industriales, agricolas, mineras y de otros residuos sélidos urbanos (Galan & Romero, 2008).

Las actividades industriales, como la mineria, son de las principales fuentes de contaminacion
para los suelos al producir desechos inorganicos que tienen un gran impacto en los ecosistemas
involucrados. La explotacion y extraccion de metales por la industria minera produce anualmente
millones de toneladas de residuos, en su mayoria pirita y otros sulfuros, cuya oxidacion libera
grandes cantidades de metales pesados al ambiente, en particular a los suelos y las aguas
superficiales cercanas a las zonas de explotacion, donde se depositan los residuos que no tienen
valor en la mineria. En estos suelos las capas superiores presentan elevadas concentraciones de
Cu, Ni, As, Se, Cd, Fe, entre otros, dependiendo del tipo de minerales explotados (Galdn &
Romero, 2008).

La contaminacion por metales pesados es un tipo de degradacién quimica y fisica del suelo
que se da por la explotacion de los minerales del subsuelo, generando la pérdida de los servicios
ecosistémicos. Las consecuencias engloban: la pérdida de la estructura y composicion del suelo
(evitando su formacion natural); la pérdida de la vegetacion y disminucion de la biodiversidad;
contaminacion del aire, aguas superficiales y subterraneas; y toxicidad en los humanos por

contener grandes cantidades de compuestos inestables (SEMARNAT, 2000; Wong, 2003).



Los metales pesados son aquellos elementos con un peso atdémico mayor al del hierro (55.845
g mol!) (Galan & Romero, 2008) y una densidad mayor a los 4 g cm™ (Lavoiser, 2006). Estos se
presentan en concentraciones relativamente bajas en la corteza de la Tierra, suelos y plantas.
Algunos son esenciales para el crecimiento y desarrollo de los organismos, sin embargo, después
de ciertos umbrales de concentracion méaxima pueden llegar a ser toxicos. Existen cerca de 53
tipos y de este grupo alrededor de 17 son necesarios para la vida (Tabla 1) (Galan & Romero,

2008).

Tabla 1. Micronutrimentos y Macronutrimentos necesarios
para el 6ptimo funcionamiento de los organismos (Siegel,

2002).

Tipo de Metal Simbolo quimico
Metales pesados que son As, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo,
micronutrimentos Se, V, Zn
esenciales

Otros micronutrimentos F, I, Si

esenciales

Macronutrimentos Ca, Cl, Mg, P, K, Na, S
Metales pesados no Be, Cd, Hg, Ni, Pb, Sb, Sn,
esenciales Ti

Los metales pesados no esenciales son muy toxicos incluso en concentraciones micromolares,
ya que éstos poseen una alta persistencia en el ambiente con una baja degradacion quimica y/o
bioldgica en formas mas simples en el suelo, agua o aire (Cheng, 2003; Eslava, 2009). Incluso
pueden llegar a actuar como competidores de otros elementos que induzcan la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), promoviendo efectos mutagénicos y cancerigenos

(Alloway, 1995; Vatamaniuk et al., 2002; Eslava, 2009).

En el caso de los metales esenciales, cuando se encuentran por encima de las concentraciones

optimas en el ambiente también son toxicos (Tabla 2).



Tabla 2. Concentraciones geoquimicas de algunos
metales pesados que se encuentran normalmente en el
suelo, o por encima del umbral de tolerancia de plantas,
animales y seres humanos (Bowie & Thornton, 1985).

Elemento  Rango Concentraciones por
Normal encima del umbral de
(ppm) tolerancia (ppm)

As 5-40 Hasta 2,500

Cd 1-2 Hasta 30

Cu 60 Hasta 2,000

Mo 1-5 10-100

Ni 2-100 Hasta 8,000

Pb 10-150 10,000 o mas

Se 1-2 Hasta 500

Zn 25-200 10,000 o mas

En sitios ricos en metales pesados por contaminacion antropogénica, el movimiento de éstos
es muy bajo ya que se comienzan a acumular en los primeros centimetros del suelo, generando
lixiviados hacia los horizontes inferiores en muy pequeias cantidades, donde la concentracion
decrece drasticamente con la profundidad. Esto sucede porque la disponibilidad de un elemento
depende también de las caracteristicas del suelo en donde se encuentra asociado. Estos
parametros geo-edaficos llegan a ser esenciales para valorar la sensibilidad de los suelos a la
agresion de los contaminantes, tales como: pH, textura, mineralogia de arcillas, materia organica,
capacidad de intercambio cationico, condiciones redox, presencia de carbonatos, 6xidos e

hidréxidos de Fe y Mn, y por la salinidad (Galan & Romero, 2008).
2.1.1 La industria minera en México: sistemas aridos y semiaridos

La mineria es una de las actividades econOmicas mds extensas en México y se le ha
considerado como una parte fundamental en el desarrollo del pais al ser el insumo de
practicamente todas las industrias, entre las que destacan las de construccion, metaltrgica,
sidertrgica, quimica y la electronica. También forma parte de la fabricacion de articulos de uso

cotidiano (SEDESOL, 1994).



Actualmente, México se encuentra entre los principales paises productores de minerales como
la plata (Ag), celestita (SrSOs4), bismuto (Bi), fluorita (CaF2), arsénico (Ar), cadmio (Cd), grafito
(C), zinc (Zn), plomo (Pb) y sal (NaCl). Pero también tiene areas productoras de cobre (Cu),
hierro (Fe), antimonio (Sb), tungsteno (W), boratos (BO3*") y perlita (Fe3C, Fe-a) (Hurtado et al.,
2001). Las principales entidades productoras se centran en ambientes aridos y semidridos al
centro-norte del pais en los estados de Chihuahua, Michoacan, Zacatecas, Durango, Sonora,

Coahuila, Guanajuato, San Luis Potosi, Hidalgo, Sinaloa, Colima y Jalisco (SEMIP, 1994).

Los ambientes aridos y semidridos, por sus caracteristicas geoldgicas, geoquimicas y
geofisicas propician la presencia de materiales de importancia econdémica como los
hidrocarburos, los minerales preciosos y de construccion, asi como los metales ya mencionados

(Gratzfeld, 2004).

En México, las actividades extractivas de los metales por las industrias, generan depositos de
desechos en forma de monticulos conocidos como jales (Figura 1). Los depositos o residuos
toxicos, en ambientes aridos y semidridos, tienen efectos negativos en todos los organismos
(tanto dentro de los jales, como en los alrededores) debido a la facilidad de movilizacion de los
contaminantes por el viento y/o por el drenaje acido. En los ambientes aridos, existe una
evaporacion mayor a la precipitacion anual durante la misma época, propiciando la formacion de
lixiviados de sulfuros disueltos con elementos como el Fe, Cu y Zn. Estos elementos son
reclutados por escorrentia superficial en arroyos y sedimentos superficiales, donde se encuentran
sometidos a una constante erosion eolica. Ademads, en estos ambientes, se presenta una alta
disponibilidad de los elementos catidnicos para los organismos debido a la acidificacion del suelo

(Romero et al., 2008).
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Figura 1. Depésito de residuos (Jales) localizado dentro de la zona urbana de Nacozari de
Garcia, Sonora, México.

En el estado de Sonora, por ejemplo, de clima que va de 4rido a semi-arido, se encuentran
regiones que son o fueron productoras de Cu. Entre los municipios con mineras activas e
inactivas hallamos a Nacozari de Garcia. Dentro de sus depdsitos de residuos (Jales) (Figura 1)
existen elementos como sulfatos (3.5-173 mg L), Fe (0.2-203 mg L), Cu (1.2-173 mg L) y Zn
(0.2-25.6 mg L) que resultan altamente disponibles para algunas plantas y animales al
concentrarse en las capas superficiales. Este sistema, propicia la formacion de soluciones acidas
en épocas de lluvias, formando lixiviados &cidos con estos elementos. En el municipio de
Nacozari de Garcia, el régimen de evaporacion es hasta siete veces mayor que el de las
precipitaciones, lo que indica que la escorrentia superficial que se forma en épocas de lluvia
podria ser mas importante que la infiltracion; por tanto, el mayor riesgo ambiental que
representan estos jales es la dispersion del lixiviado acido hacia los arroyos de la zona, con la

subsecuente afectacion de aguas superficiales y sedimentos (Romero et al., 2008).

Aunado a este complejo sistema geoquimico, los ambientes aridos y semiaridos son altamente
vulnerables a las perturbaciones ya que poseen una gran diversidad de especies vegetales, en su
mayoria nativas, que proporcionan estabilidad al suelo ademds de ser participes en una gran

cantidad de relaciones intraespecificas e interespecificas (Sanchez et al., 2007).



2.1.1.1 Industria cuprifera

En México prehispanico la explotacion del cobre tenia como centro de produccion el territorio
del Imperio purépecha, actualmente Santa Clara del Cobre Michoacédn, quienes fabricaban gran
variedad de bienes, en su mayoria no utilitarios (Maldonado, 2006). Después de la conquista por
los espafioles en 1522, se inaugura la primera minera de la industria cuprifera en Latinoamérica

ubicada en Taxco Guerreo, México.

En la actualidad la produccién minera de este metal se concentra en los estados de Sonora
(75.5%), Zacatecas (11.3%), San Luis Potosi (5.3%) y Chihuahua (3%) con 29,395, 4,391, 2,082
y 1,168 toneladas, respectivamente. El 4.9% restante se encuentra en los estados de Durango,
Guerrero, Estado de México, Michoacan de Ocampo, Querétaro, Sinaloa y otras entidades

(INEGI, 2013).

Hoy dia se han incorporado nuevos procedimientos extractivos para la industria cuprifera de
forma mas eficiente, esto ha permitido un incremento en la demanda de consumo en productos
como son: los cables eléctricos (61%); la fabricacion de tubos, perfiles y ldminas (30%); y la
fabricacion de monedas (6%) (Cortinas, 1994). México se encuentra en el décimo segundo lugar
en la produccion mundial del cobre, siendo este metal el sexto en la produccion minera del pais

(primero se encuentra Zinc, Azufre, Oro, Plomo y Plata) (INEGI, 2013).

No obstante, el incremento en su demanda ha ido a la par al incremento negativo en el impacto
ambiental. En particular, los procesos de molienda, refinacion y fundicion, generan
contaminantes que son descargados sobre aguas superficiales o subterraneas, como: descargas de
acidos, de metales, de cianuro de sodio, de materiales reactivos, de aceites lubricantes usados y,
en general, de solidos suspendidos. Incluso, se emiten al aire particulas de polvo de naturaleza
similar a las que se descargan al agua. En ultimo lugar los procesos de combustion también
contribuyen a la contaminacion del aire con la emision de monoxidos y didoxidos de carbono, y

oxido de nitrégeno (Cortinas, 1994; Romero et al., 2008).

Como consecuencia del impacto ambiental por mineria se han realizado estudios donde se
intenta neutralizar a los contaminantes, éstos estudios han descrito que algunas plantas pueden

llegar a crecer en condiciones estresantes como los jales; esto gracias a mecanismos de tolerancia



que le permita seguir creciendo y completar su ciclo de vida, a pesar de la deficiencia y toxicidad

de algunos elementos quimicos (Galan & Romero, 2008).

2.2 Metales pesados en plantas

El estrés en plantas se define como todo factor ambiental que diste del estado fisiologico
optimo en el que una planta puede seguir creciendo y reproduciéndose, es decir, un factor externo
que genera una respuesta en la planta de acuerdo a la intensidad y duracién del estrés (Larcher,
2003). Por ejemplo, en el estrés por metales pesados existen plantas que no pueden sobrevivir y
plantas que sobreviven sacrificando ciertos recursos. Sin embargo, existen otras plantas que
pueden llegar a tolerar dicho estrés, a estas plantas se les conoce como plantas metalofitas,

metalofitas facultativas o pseudo-metalofitas (Baker et al. 2010).

La clasificacion de las plantas metalofitas esta determinada por la presencia del metal y por los
mecanismos bioldgicos para tolerar dichas condiciones; las metalofitas facultativas pueden estar
en suelos con o sin metales pesados, pero la distribucion de algunos ecotipos con amplia
tolerancia a un metal depende de la presencia del mismo; mientras que las pseudo-metalofitas son

plantas moderadamente tolerantes que no dependen de la presencia del metal (Baker ef al. 2010).

El estrés y la tolerancia a los metales pesados dependen del tipo de metal, de las condiciones
presentes en los suelos contaminados y de su biodisponibilidad. Este ultimo factor a su vez
depende de las caracteristicas del suelo como el pH, el contenido de arcillas, el contenido de
materia organica, el potencial redox y el estatus nutricional (Ross, 1994). Asi mismo, las
cantidades de metales disponibles estdn reguladas por el intercambio idnico, intercambio
cationico y las quelaciones de la materia orgédnica, procesos principales que facilitan la

disponibilidad de los metales (Seoanez, 1999).

Los metales pesados han generado una fuerte presion de seleccion en la vegetacion que crece
en los sitios contaminados; la respuesta de las plantas incluye desde cambios de compensacion
fenotipica (aclimatacion), o cambios en su morfologia, anatomia y fisiologia, que resultan de la
seleccion genotipica durante su proceso evolutivo (adaptacion). Este rendimiento de las plantas

ante el aumento en la accesibilidad de un elemento quimico en el ambiente y su interaccion con el



resto de nutrientes, le permiten a las plantas sobrevivir bajo condiciones, consideradas estresantes

para otras plantas y otros organismos (Figura 2) (Macnair et al., 2000).

Se pueden distinguir dos mecanismos de respuesta al estrés nutricional: los procesos de
adaptacién a corto plazo que implican cambios en la expresion génica de los componentes de la
homeostasis y detoxificacion del metal; y los cambios a largo plazo que suponen modificaciones
epigéneticas del ADN dirigidas a la supervivencia de la progenie en condiciones adversas

(Andrés, 2008).

Aumento en la accesibilidad de un elemento quimico
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Figura 2. Rendimiento de las plantas ante el aumento en la accesibilidad de un elemento quimico
en el ambiente y su interaccion con el resto de nutrientes. El area sombreada representa la
plasticidad fenotipica de los individuos. La linea punteada es el rendimiento de las plantas

después de un proceso de seleccion en la poblacion, que se traduce en un aumento en el
rendimiento de la planta. La linea discontinua muestra el cambio a un mejor desempefio después
de un proceso evolutivo de la tolerancia en las plantas dado el aumento de los niveles de los
elementos quimicos (Modificada de Ernst, 2006).

2.2.1 Tolerancia de las plantas a los metales pesados
La tolerancia a altas concentraciones de metales en plantas que pueden crecer en suelos

contaminados se da gracias a una serie de mecanismos a nivel celular que estan implicados en la

desintoxicacion del metal (Hall, 2002; Wei et al., 2008).

Los mecanismos de tolerancia son aquellos procesos que permiten la sobrevivencia de una

planta a pesar de las condiciones de estrés a la cual estd sometida, funcionando de manera



optima. Es decir, cuando existe un factor de estrés, ciertas plantas generan una respuesta de

tolerancia y/o aclimatacion (Yruela, 2005).

Estos mecanismos de tolerancia estdn implicados principalmente en evitar la acumulacion de

concentraciones toxicas en los sitios sensibles dentro de la célula, evitando asi los efectos nocivos

(Yruela, 2005).

Los posibles mecanismos involucrados en la tolerancia a los metales consisten en (Hall, 2002;

Wei et al., 2008):

1) A nivel externo,
a. La asociacion micorrizica.
b. La exudacion de acidos organicos y otros compuestos.
i1) A nivel interno,
a. Los exudados radicales.
b. El secuestro de los metales por componentes de la pared celular.
c. La quelacion de los metales en el citosol por diversos ligandos.

d. La compartimentacion de los metales en la vacuola.

A nivel externo, la absorcion de los metales puede estar influenciada por la presencia de
microorganismos como las bacterias y los hongos asociados con la raiz (comunidad rizosferica).
Los hongos micorrizicos (HM) forman asociaciones mutualistas con diversas plantas mediante
dos tipos de estrategias: (1) Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) los cuales penetran el
medio intracelular de las raices, y (2) Hongos ecotomicrorrizicos (HEM) que colonizan el medio
extracelular de la raiz (Harrison, 2005). En el caso de los HEM, los mecanismos que presentan
son: (1) movilidad del metal en el apoplasto del hongo, en donde es retenido por la red de Hartig
evitando la entrada a la raiz; (2) reduccion de la movilidad del metal en el apoplasto como
resultado de la hidrofobicidad del hongo; (3) exudacién de sustancias quelantes como acidos
organicos y otras sustancias producidas por el HEM; y (4) retencion de los metales en el micelio
externo del hongo (Adriaensen et al.,2004). En el caso de HMA , los mecanismos son: a)
inmovilizacion extracelular de los metales por la dcidos orgédnicos (AO); b) reduccion de la
transferencia de iones del sistema radical al tallo, por precipitacion intracelular del metal por PO

; ¢) adsorcion de los iones metalicos en la pared celular de diferentes estructuras del hongo (hifa,
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esporas, micelio extraradical) y la retencion del metal en la micorizosfera por la produccion de

proteinas especificas (Tullio et al., 2003; Gonzalez-Mendoza & Zapata-Pérez, 2008).

A nivel externo e interno, los acidos orgéanicos excretados por las plantas, como el citrato, el
oxalato y el malato, pueden facilitar la absorcion de metales, pero estas moléculas también
pueden inhibir la adquisicién del metal por las plantas mediante la formacion de un complejo
quimico. Por ejemplo, en la toxicidad por aluminio algunas plantas llegan a formar complejos en
la interfase suelo-raiz para evitar la toxicidad (Martinez, 2013). Con respecto al Cu, se ha
observado que el metal funciona como inductor de la exudacién de acidos orgénicos por las

raices para la formacion de complejos (Yang et al., 2005; Kinraide et al. 2005).

También, a nivel interno el secuestro de los metales en el apoplasto ocurre a través de
componentes celulares de las plantas, entre los mas importantes encontramos a la lignina y la
celulosa (Carrier et al., 2003). Su principal papel en la tolerancia a los metales se da por la
formacion de complejos ligando-metal, reduciendo la translocacién del metal (Thurman, 1981).
Ederli ef al. (2004) y Wojcik & Tukiendorf (2005) reportan que el secuestro de metales como Zn,
Cu y Cd, en la pared celular de la raiz de Phragmites australi y Zea mays, esta relacionado con
una mayor lignificacion de las células radicales. Los autores atribuyen esto al incremento de la
actividad de la peroxidasa que estimula la biosintesis de lignina en respuesta al estrés causado por

estos metales.

La “quelacion” se puede definir como la capacidad de una molécula para formar un complejo
con un metal y asi formar un nuevo compuesto con propiedades quimicas diferentes al original.
Es un proceso homeostatico en el que participan: a) moléculas transportadoras, encargadas de
transferir iones especificos de metales a organelos particulares como las vacuolas, cloroplastos y
mitocondrias que los requieran; y b) los ligandos de alta afinidad como las fitoquelatinas,
metalotioneinas, acidos organicos, proteinas de choque térmico y aminoacidos, los cuales
contribuyen en la desintoxicacion manteniendo estable la concentracion de iones de metales en el

citosol (Hall, 2002; Clemens, 2001).

Una vez dentro de las células de la raiz, los metales pesados son translocados a su destino final
por transportadores de membrana y proteinas. Este proceso involucra proteinas especificas que

mantienen un equilibrio entre los niveles esenciales del metal para las funciones metabolicas, y al
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mismo tiempo, para evitar la deficiencia o toxicidad. En las células, el exceso de metales es
almacenado de forma tal que se eviten efectos nocivos en los procesos celulares. Esto implica el
almacenamiento en compartimentos celulares especiales, tales como la vacuola (Figura 3). Y en
algunos casos implica el secuestro de iones via apoplasto, o en células especializadas como las

células de la epidermis y en los tricomas (Yruela, 2005).

Tonoplasto Vacuola

Pared Membrana * Transportador * Almacenamiento en forma
celular Plasmatica es especificos de complejos metélicos
*Aumento en * Incorporacion dentro de
+*Reaccion no *Baja su transporte cristales
especifica regulacion de
* Precipitacion los
= Unidn con transportado
pectinas res de los Citosol
metales

*Rapida formacidn de complejos
* Eliminacion rapida desde el citosol

Figura 3. Procesos celulares que pueden ocurrir en los diferentes compartimentos en las plantas
tolerantes a los metales pesados (Modificada de Wilfried, 2006).

Otro mecanismo de tolerancia involucra directamente la presencia de enzimas que se activan
con altas concentraciones de Cu. Entre estas enzimas se encuentran la peréxido dismutasa (POD)
y la superoxidodismutasa (SOD). En algunas especies de plantas, se ha registrado una actividad
diferencial de estas enzimas, tanto en plantas nativas de sitios contaminados como en plantas
provenientes de sitios no contaminados, debido probablemente a la plasticidad génica que le es

suficiente para sobrevivir en tales condiciones (Liu et al., 2004; Haque et al., 2009).
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2.3 Consideraciones generales del Cobre
2.3.1 Propiedades quimicas

El cobre (Cu) es un metal de transicion con un numero atomico de 29. Se presenta
principalmente en estados de oxidacién Cu®** y Cu®. Es un metal que puede encontrarse en el
ambiente en forma de sulfuros minerales y en minerales oxidados, pero también, se puede

encontrar en forma de cation libre como consecuencia de actividades extractivas (Andrés, 2008).

Para las plantas el Cu es un elemento esencial que a pequefias cantidades forma complejos
altamente estables y de facil transferencia de electrones, pero, en altas concentraciones genera
toxicidad, especialmente en suelos con un pH 4acido. El Cu ademads participa como cofactor
enzimatico y en el flujo de electrones en los procesos fotosintéticos y de respiracion celular

(Yruela, 2009).

Debido a la dualidad del Cu como elemento, los mecanismos celulares para asegurar el
abastecimiento y evitar la toxicidad se dan de manera simultdnea en los seres vivos (Andrés,

2008).
2.3.2 Fuente natural y antropogénica

El Cu como elemento de origen natural esta presente en diversas formas y concentraciones. En
la corteza terrestre, océanos, lagos y rios, se encuentra como oligoelemento en minusculas
cantidades, o en grandes cantidades en yacimientos. Su disponibilidad estd regulada por factores
como la acidez en el medio y la solubilidad. Para la vida se considera un micronutrimento para el

cual se disponen de mecanismos de regulacion (Torres, 2005).

En el mar la concentracion de Cu es alrededor de 2.5 x 10 mg/L y su concentracion es
notablemente mas baja a medida que aumenta la distancia a las costas. En aguas continentales, el
metal puede alcanzar ficilmente valores que superan los 2 x 102 mg/L. Anualmente, se estima
que el depdsito total de Cu en el ambiente acuatico es aproximadamente cuatro veces superior al

que produce el hombre (Torres, 2005; Araya et al., 2008).
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En la corteza terrestre, la concentracion media aproximada es de 60 mg/kg (Campbell et al.,
2011). Los 6xidos, los sulfuros y otros minerales de Cu son parte de los componentes de las rocas
que forman la corteza terrestre y han dado lugar a los suelos y a los sedimentos a través de
procesos geologicos. Por otra parte, las actividades volcanicas promueven que el Cu llegue a la
atmosfera en forma de materiales en polvo y en particulas que después se depositan en el suelo y

en las aguas superficiales (Araya et al., 2008).

La contaminacion por Cu puede originarse por la mineria y metalurgia, pero también, por la
refinacion de petroleo, fertilizantes, por la descarga de afluentes de industrias de produccion de
cloro-alcalinos, galvanoplastia, pinturas, colorantes, pesticidas y fertilizantes (Goswami &

Talukdar, 2013).
2.3.3 Nutriente esencial para la vida

El Cu es una parte integral de la maquinaria de la vida y se encuentra muy bien definido por su
caracter oxidativo. Posee una elevada capacidad para formar complejos en coordinacién con
moléculas organicas en el entorno celular de cualquier ser vivo, a través de sus estados de
oxidacion (Cu®" y Cu"). Esta union con las proteinas, lo involucran directamente en reacciones de
transferencia de electrones, en la respiracion y fotosintesis, o en la detoxificacion de radicales
libres. El primer estado de oxidacion lo encontramos unido al nitrégeno en cadenas de histidina,

y el segundo interacciona con sulfuros de cisteina o metionina (Andrés, 2008).

El Cu es un micronutriente esencial que se requiere en cantidades pequefias (microgramos). En
la salud humana se necesita para multiples funciones, como: en la eficiencia de los mecanismos
de defensa, para la fijacion del calcio en los huesos, para la concentracion y para el transporte del
hierro (Fe) en sangre, y para un buen desarrollo del cerebro. En el humano el Cu es absorbido por
el tracto digestivo y distribuido por la sangre a drganos claves (higado, rifiones, cerebro, placenta)
y tejidos en general. El exceso del metal sale del cuerpo a través de secreciones biliares que

llevan al Cu de vuelta al intestino delgado (Torres, 2005).

En las células, el Cu participa en la respiracion como cofactor y como elemento accesorio al

ser donante o receptor de electrones para las funciones de ciertas proteinas debido a esta alta

14



reactividad quimica. Este proceso ayuda a neutralizar los radicales libres cuando se unen con

ciertas enzimas (Torres, 2005).

A lo largo de la evolucion, las células vegetales han desarrollado mecanismos que les permiten
captar el Cu necesario para sus funciones basicas, asi como para controlar su potencial oxidativo
gracias a proteinas de Cu (llamadas también cuproproteinas). La captacion la realizan mediante
transportadores ubicadas en la membrana plasmatica que incorporan al Cu desde el medio
externo al medio intracelular. La proteccion la realizan manteniendo al i6n cobre ligado a algunas

proteinas “quelantes” como ciertas chaperonas o metalotioneinas (Figura 3).

En este sentido se conocen diversas cuproproteinas con diferentes tipos de centros de Cu y sus

funciones bioldgicas, entre los que destacan para las especies vegetales (Andrés, 2008):

(1) Plastocianinas. Proteina implicada en el transporte de electrones en las cadenas
fotosintéticas.

(2) Plantacianina. Proteina que participa en la orientacion del tubo polinico en el estigma.

(3) Oxidasas. Enzimas que catalizan la oxidacion de moléculas pequefias en la reduccion del
oxigeno molecular o del anidn nitrito o el radical superdxido.

(4) Superoxido dismutasa (SOD). Enzima que posee tres isoformas localizadas en el citosol,
cloroplasto y la mitocondria.

(5) Receptor de etileno. Proteina que usa al cobre como union reversible de etileno.

(6) Cofactor del molibdeno. Centro catalitico que participa en la biosintesis de fitohormonas

y catabolismo de purinas.

En plantas superiores, una cuproproteina cuya funcion no puede ser realizada por ninguna otra
proteina en la planta, es la plastocianina. Sin embargo, otras cuproproteinas pueden ser
eliminadas o sustituidas por proteinas con funcién equivalente pero que poseen otro metal como
cofactor en su centro activo, como es el caso de la Cu/ZnSOD que puede ser sustituida por la

FeSOD (Andrés, 2008).
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2.3.4 Elemento toxico para la salud humana

En la mayoria de los casos la toxicidad por Cu se da por la ingesta en alimentos o en liquidos
contaminados. Esta toxicidad produce en el organismo nausea, vomito, diarrea y dolor
abdominal; y cuando la ingestién es en grandes cantidades puede causar fallas de multiples
organos y sistemas, shock y muerte. En 2002, la OMS definié que 2 mg/L es el nivel al cual no se
observan efectos agudos, esto es efectos gastrointestinales reversibles (Torres, 2005). Entre otros
sintomas se puede tener dolor de cabeza, taquicardia, dificultad para respirar, anemia hemolitica,
hematuria, y sangrado gastrointestinal. En el caso particular con la exposicion cutanea al Cu no se
presenta como tal una toxicidad sistémica, pero se han reportado algunas respuestas alérgicas en

personas sensibles (Ransom et al., 2007).

2.4 Toxicidad y Tolerancia al Cobre en plantas

2.4.1 Absorcion y transporte del Cobre en el tejido vascular

La adquisicion del Cu a partir de los recursos minerales del suelo y su posterior distribucion
por toda la planta es el resultado de la contribucion de diferentes procesos, entre ellos la

biodisponibilidad y movilizacién del metal en el suelo (Brun et al., 2001).

La biodisponibilidad de un elemento mineral como el Cu se define como la fraccion de ese
elemento en el suelo que puede ser absorbida por una determinada especie de planta. En el suelo,
el Cu se encuentra secuestrado por ligandos organicos, por lo que el metal resulta ser de dificil
acceso, para ello las plantas poseen una serie de estrategias que permiten movilizar el

micronutrimento, tal como se menciona a continuacion (Brun et al., 2001).

El movimiento de los iones a lo largo de la planta estd impulsado por el gradiente de potencial
hidrico que existe entre la rizésfera y la atmosfera. Esto ocurre a través de dos vias acuosas
paralelas entre los haces conductores (por el apoplasto o el simplasto) y el citoplasma de las

células (Figura 4) (Marschner, 1995).
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Figura 4. Esquema de los componentes de la homeostasis del Cu que participan en el transporte
del metal entre los haces conductores y las células, en Arabidopsis sp. Las flechas indican el
sentido del transporte de iones y compuestos. Los signos de interrogacion indican componentes
aun no confirmados. FRD, del inglés ferric reductase defective; FRO, del inglés ferric reductase
oxidase; ITP, del inglés iron transport protein; NA, nicotianamina; Y SL, del inglés yellow
stripe-like (tomado de Andrés, 2008).

Cuando el transporte de los nutrientes se da por la via del simplasto, los iones pueden quedar
secuestrados dentro de las células de la raiz, o seguir por la misma via hasta alcanzar a los haces
xilematicos para llegar a toda la planta. La distribucion de los iones entre ambos destinos

depende del tipo de ligando quimico al que se unen (Salt ez al., 1998).

El transporte de los metales por el xilema estd dado por ligandos de acidos organicos
(especialmente citrato y malato) (Haydon & Cobbett, 2007). En el xilema, los grupos
carboxilicos de la pared actuan como intercambiadores cationicos de baja afinidad y selectividad
que restringe el libre movimiento de solutos cargados positivamente, excluyendo los aniones. Por
este motivo, los complejos metalicos anidnicos son transportados de manera mas eficiente

(Senden et al., 1990).

La descarga del xilema en las partes aéreas supone el primer paso para controlar la
distribucion de metales. Canales i6nicos atn no identificados podrian facilitar el transporte de

cationes metalicos desde el xilema hacia el simplasto (Karley ez al., 2000).

Una vez movilizado el Cu, este debe ser absorbido a través de la raiz. El perfil de absorcion a
lo largo del eje longitudinal varia seglin el tipo de i6n, el estado nutrimental de la planta y la
especie vegetal considerada. La tendencia general en dicotiledoneas y plantas perennes es que el

ritmo de entrada de iones por unidad de longitud disminuye a medida que aumenta la distancia al
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apice de la raiz. En el caso del Cu, se ha visto que la entrada es uniforme a lo largo de la raiz

(Marschner, 1995).
2.4.2 Absorcion del Cobre a nivel celular

La entrada del Cu al citosol ocurre gracias a una familia especifica de proteinas
transportadoras de Cu (COPT) (Figura 5) (Sancenon et al., 2003). Estos transportadores COPT
provienen de una familia de genes conservada de transportadores de Cu (CRT) caracterizados por

3 dominios transmembranales y un elevado contenido de metionina (Sunil, 2011).

Este metal de transicion cataliza la formacion de especies reactivas de oxigeno (Reactive
Oxigen Species, ROS) como el hidroxilo (OH"), anién peroxido (02%), el superdxido (O2-) y el
peroxido (H20:2), que causan la degradacion de membranas, el rompimiento de los &cidos
nucleicos y la desnaturalizacion de proteinas. Por lo tanto, un exceso de Cu puede causar estrés
oxidativo en las plantas y, posteriormente, aumentar la respuesta antioxidante debido al aumento
de la produccion elevada de radicales libres de oxigeno. Los ROS se generan por reduccion
incompleta del dioxigeno durante la respiracion celular y su produccion se intensifica con
temperaturas extremas, radiacion de elevada intensidad, sequia o contaminantes atmosféricos. El

Cu' contribuye a generar radicales hidroxilo por catalisis de la reaccion de Fenton (Andrés 2008):
Cu® +H202 > Cu*" + OH + OH"
Y el Cu®" se reduce en presencia del radical superéxido:
Cu** + 02 > Cu" + 02
El balance neto, conocido como reaccion de Heber-Weiss, es:
H202 + 02" 2 02+ OH + OH"

La citotoxicidad de los radicales hidroxilo se debe a su reaccidén inmediata con las moléculas
del entorno, mientras que el radical superoxido y el perdxido de hidrégeno lo hacen mas

lentamente, hecho que posibilita su difusion lejos del lugar donde se originan. Su encuentro con
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dianas especificas como el ADN, las proteinas o los lipidos, es el responsable del dafio celular a

estas macromoléculas causado por el ataque oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1989).

En consecuencia, se ha observado que el exceso de Cu deriva en cambios en la actividad de
ciertas enzimas y componentes de las vias antioxidantes, como la ascorbato peroxidasas (APX),
la glutation reductasa (GR), la superoxido dismutasa (SOD) y la guicol peroxidasa (Wang et al.,
2004; Andrés 2008).

La enzima SOD (Superdxido dismutasa) es un componente importante de la maquinaria de
defensa antioxidante. El incremento de su actividad es un factor muy importante en la tolerancia

al Cu (Gonzélez-Mendoza & Zapata-Pérez, 2008).

Pared celular
CCH
Membrana plasmética I CattsNA:  Quths Dalo
' . ; =
Golgi Mitocondria
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Figura 5. Esquema del transporte celular identificado para el Cu en las células de las plantas. Las
flechas indican la direccion propuesta para el transporte de los metales. CCH, copper chaperone;
ATX1, antioxidante 1; CCS, copper chaperone para Cu/Zn superoxide dismutase; CSD1,
cytosolic Cu/Zn superoxide dismutase; CSD2, chloroplastic Cu/Zn superoxide dismutase; CSD3,
peroxisomal Cu/Zn superoxide dismutase; COPT, copper transporter; COX, cytochrome-c
oxidase; ER, endoplasmic reticulum; FRO, ferric reductase oxidase; HMA, heavy metal P-type
ATPase; MT, metallothioneins; NA, nicotianamine; PAA, P-type ATPase en Arabidopisis; Pc,
plastocyanin; RAN1,responsive-to-antagonist 1; SOD, superoxide dismutase; YSL, yellow stripe-
like protein; ZIP, IRT-like protein.(tomado de Yruela, 2009).
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Finalmente, el Cu puede interactuar con cadenas laterales de aminoacidos como histidina,
cisteina y metionina. Esta interacciéon provoca el desplazamiento de otros iones metélicos
esenciales de sus centros de coordinacion y/o el plegamiento defectuoso de las respectivas
metaloproteinas (Yang ef al., 2005). Sin embargo, en algunos casos, este desplazamiento de iones
de los centros activos de las proteinas supone un mecanismo de regulacion en respuesta a un

exceso del metal.

2.4.3 Sintomas visibles de Estrés y Toxicidad

El contenido promedio de Cu en el tejido vegetal va de 4-30 partes por millon (ppm) del peso
seco de una planta sana (ppm es igual a las unidades en peso de un elemento por millén de
unidades del material de la planta en seco: es decir, 1 % = 10.000 ppm) (Raven et al., 1992), por
debajo de este rango se considera deficiencia y por encima se considera toxicidad para algunas
plantas (Andrés, 2008). Su principal mecanismo de tolerancia es la acumulacion en vacuolas o
exclusion gracias a la presencia de acidos orgénicos como el malato y el citrato (Marschner,

1995).

La toxicidad por Cu esta relacionada con la unién de este metal a grupos sulthidrilo en la
membrana plasmatica (Yruela, 2005). Asimismo, tiene repercusiones directas en procesos

celulares como la fotosintesis y la respiracion.

El sintoma mas evidente de la toxicidad por Cu es la disminucion en la asignacion de biomasa,
reduciendo considerablemente su tasa de crecimiento, y asi, una menor produccion y superficie

de hojas.

El exceso de Cu en particular genera en principio una clorosis intervenal en las hojas
principales (Jain et al., 1990). En una exposicioén prolongada las hojas van presentando: manchas
tenues de color blanco y tejido necrotico, tanto en las puntas como en los margenes de las hojas.
En casos de toxicidad aguda, las hojas movilizan sus recursos a tallo antes de llegar al estado
necroético conocido como marchitamiento. Incluso, en algunas especies, la toxicidad de Cu genera

un follaje color purpura (Choi et al., 1996).
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Otros efectos de la toxicidad por este metal se traducen en la disminucién en la actividad de la
enzima nitrato reductasa, enzima necesaria para la asimilacion de nitratos (Llorens et al, 2000).
Asimismo, se ha observado que el Cu puede modificar la morfologia de los cromosomas durante
la division celular (Jiang et al., 2000), y también se genera un estrés oxidativo que actia

directamente en la sefializacion de las auxinas (Pasternak et al., 2005).

En los tejidos fotosintéticos, el Cu puede desencadenar el ataque oxidativo en la clorofila,
lipidos y proteinas de la membrana tilacoidal afectando el transporte de electrones en los
cloroplastos (Yruela et al., 2000). Dicha modificacion a la estructura del cloroplasto y en la
composicion de la membrana tilacoidal tiene consecuencias en la actividad fotosintética. La
actividad del fotosistema II (PSII) y la tasa de transferencia de los electrones son las mas

afectadas por el dafio causado por la toxicidad por Cu.

Igualmente, la toxicidad causa una deficiencia de hierro (Fe) ya que el Cu lo oxida hasta su

forma férrica (insoluble para la planta) (Reichman, 2002).

En la raiz, la toxicidad por Cu es mas evidente incluso antes de ver sintomas visibles en los
organos aéreos. Afecta directamente la elongacion, engrosamiento y crecimiento de raices
laterales debido a que el Cu inhibe la division celular del &pice radicular, y también afecta a la

organizacion del sistema radicular (Reichman, 2002).

A nivel de semilla, las concentraciones elevadas de Cu pueden provocar una disminucion de la
tasa de germinacion debido a sus efectos en la membrana plamatica (Marschner, 1995); y que el
Cu juega un papel muy importante en procesos celulares como la peroxidacion de los lipidos de
la membrana plasmatica, la oxidacion y entrecruzamiento de grupos tiol de proteinas que pueden

causar su inactivacion (Yruela, 2005).

2.4.4 Plantas metalofitas

Las plantas que crecen en sitios contaminados por metales pesados poseen diferentes
mecanismos de tolerancia que les permite sobrevivir. La raiz de estas plantas interviene
directamente en los procesos quimicos de la fraccion movil de los metales pesados en el suelo.

Este volumen de suelo que rodea a la raiz (rizosfera) se ve afectado por la exudacion de
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sustancias organicas, liberacion de COa2, protones, hormonas, secreciones (ectoenzimaticas),
mucilago (hidratos de carbono), mucigel (restos celulares) y lisados (compuestos fenolicos) de la

raiz (Kidd et al., 2009; Bentz, 2013).

Los suelos metaliferos naturales varian ampliamente en caracteristicas quimicas y fisicas, asi
como en los tipos y concentraciones de los metales pesados; representan un suelo apto para
especies vegetales tolerantes a los metales presentes (Baumbach, 2012; Reeves, 2006). Esta
vegetacion unica puede dividirse en tres grandes grupos de acuerdo a Tlustos et al. (2006):

excluidoras, indicadoras y acumuladoras.

(1) Excluidoras, en su mayoria hierbas monocotiledoneas, lo hacen mediante la inhibiciéon de la
absorcion o translocacion de los metales a la planta y a los brotes. El transporte y
concentracion de los metales estan restringidos dentro de la planta y se mantienen constantes,
es decir, la relacion del metal con respecto al peso seco de la planta es una relacion de < 1.

(2) Indicadoras, generalmente contienen concentraciones de metales pesados que se correlacionan
directamente con la concentracidon del metal en el sitio contaminado. Estas son en su mayoria
cultivos agricolas, como: el trigo, avena y maiz.

(3) Acumuladoras, contienen las concentraciones mas altas de los elementos traza en los tejidos
de los brotes de las plantas en relacion con las concentraciones de los metales disponibles
(Cheng, 2003; Tlustos et al., 2006). La parte aérea de la planta asi como la raiz contienen una
mayor concentracion de los elementos, es decir, la relacion del metal con respecto al peso seco
de la planta es de > 1. Peterson (1971) define a la acumulacion de metales con base en dos
criterios, donde: (i) una planta acumuladora de metales es aquella que posee en su tejido
cantidades mayores del elemento que el propio medio en el que se encuentran creciendo; (ii)
una planta acumuladora es aquella que posee grandes cantidades de un elemento sea cual sea
la concentracion del elemento en el medio. En este ultimo encontramos a las plantas
hiperacumuladoras, en su mayoria hierbas perennes o bianuales de corta duracion, arbustivas o
arboles pequefios, son especies comunmente registradas en suelos mineros que pueden
translocar y concentrar los metales en tallos y hojas en cantidades considerablemente mayores

a las raices y otros organos de almacenamiento (Adriano, 2001).
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Las concentraciones de los metales dentro del tejido de este grupo de plantas dependen de
factores intrinsecos (genéticos) y factores extrinsecos (ambientales), varian en gran medida para
las diferentes especies y en menor medida dentro de una misma especie para los diferentes

metales (Baker et al., 2010).

2.4.4.1 Plantas hiperacumuladoras

La hiperacumulaciéon de los metales pesados y la tolerancia son generalmente un rasgo
inherente. La hiperacumulacion de metales pesados en plantas fue un concepto empleado por
primera vez por Brooks et al. (1977), y se defini6 como una concentraciéon no menor o igual a
1,000 g/g (no mayor a 0.01%) en tejido seco para las plantas, reportado para el niquel (Ni).
Posteriormente, Brooks et al. (1980) identifico 15 especies de plantas hiperacumuladoras de

cobalto (Co) y 12 especies hiperacumuladoras para el cobre (Cu).

En la actualidad se sabe que una de las caracteristicas principales de las plantas
hiperacumuladoras es concentrar los metales en cantidades que superan al 1% del peso seco de la
planta sin ningun efecto adverso sobre su crecimiento (cantidades superiores a las 1000 ppm)
(Soares dos Santos et al., 2009; Andrés, 2008). Esto implica mecanismos de detoxificacion y
altos costos metabdlicos que las convierte en plantas con alto endemismo en suelos ricos en
metales, y en plantas poco competidoras con plantas no tolerantes bajo condiciones normales. A
pesar de ello, las plantas hiperacumuladoras son capaces de convertirse en especies pioneras o

dominantes en ambientes contaminados (Soares dos Santos et al., 2009).

La concentracion umbral del metal (con base en el peso seco) en las plantas
hiperacumuladoras depende del metal pesado en cuestion, por ejemplo, Cd (> 100 mg/kg); Ni, Pb
y Cu (> 1000 mg/kg), y Zn (> 10.000 mg/kg) (Baker & Walker, 1989; Baker et al., 2000) y poco

se sabe de los mecanismos de transporte de metales en estas plantas.

Debido a un sistema de detoxificacion poco especifico dentro de las plantas
hiperacumuladoras, éstas llegan a acumular diversos metales al mismo tiempo (Reeves, 20006).
Esta respuesta diferencial de las especies a ciertos metales varia notablemente. Se ha reportado
que especies con la misma distribucion geografica han desarrollado un mecanismo de tolerancia

contrastante hacia los mismos metales, por ejemplo, Silene itdalica L.y Alyssum bertolonii Desv.,
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ambas especies se encuentran en suelos de serpentina y son respectivamente, una excluidora y
una acumuladora de niquel (Gabbrielli er al., 1990). Es importante sefialar que los taxas
reportados como plantas hiperacumuladoras para sitios contaminados son la minoria, y cada una,
presentan un umbral de concentracion de metales (Tabla 3). De hecho, el mecanismo mas comun
taxondmicamente en plantas tolerantes a los metales pesados es la exclusion del metal (Baker et

al., 2000).

Tabla 3. Umbral de concentracion de metales en
plantas hiperacumuladoras por taxa y numero de
familias (Baker ef al., 2000).

Metal Criterio (% No.de No.de

de materia Taxa  Familias
seca en hojas)
Cadmio >0.01 | 1
Cobalto >0.1 28 11
Cobre >0.1 37 15
Plomo >0.1 14 6
Manganeso >1.0 9 5
Niquel >0.1 317 37
Zinc >1.0 11 5

Los mecanismos de detoxificacion de metales dentro de las plantas puede implicar la
quelacion de los metales por ligandos y/o el secuestro de los metales lejos de los sitios
metabolicos en las células, en particular hacia la vacuola o en la pared celular. Otra adaptacion
incluye la activacion de rutas metabolicas alternativas menos sensibles a los iones metélicos, la
modificacion de la estructura de las enzimas, o la alteracion de la permeabilidad de la membrana

por la reorganizacion o cambios en la composicion estructural de la membrana (Ernst, 2006).

Vazquez et al. (1994) reportaron que en las vacuolas de células de la epidermis y subepidermis
de los brotes de Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl, bajo tratamientos con diferentes
concentraciones de zinc, se encontraba la mayor concentracion del metal, por lo que proponen
esto como un mecanismo mas de las plantas hiperacumuladoras, el cual se da a través de la

acumulacion del metal a nivel tisular. Por otro lado, Baker & Walker (1989) presentan datos que
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sugieren que los metales en las hojas de algunas plantas hiperacumuladoras pueden desempefiar

un papel en la defensa contra insectos herbivoros.

2.5 Hiperacumulacion de Cobre en la Familia Asteraceae

La hiperacumulacion de los metales es una caracteristica presente en alrededor de 500 especies
de plantas, abarcando aproximadamente el 0.2% de todas las angiospermas, principalmente de

familias como Brassicacae y Fabaceae.

Las especies de plantas que hiperacumulan metales pesados corresponden a 101 familias
diferentes, como son: Asteraceas, Brassiocaceae, Caryophyllaceae, Cyperaceae, Cunouniaceae,

Fabaceae, Flacourtiaceae, Lamiaceae, Poaceae, Violaceae y Euphobiaceae.

Dentro de estas estas familias, la Asteraceae es el grupo mas numeroso de las angiospermas y
comprende 1,100 géneros con 25,000 especies. Ademas, muchas de estas plantas son tolerantes a
varios metales o a un metal en particular, por ejemplo, las plantas que hiperacumulan o

potencialmente acumulan el Cu y otros metales (Tabla 4).

Tabla 4. Angiospermas terrestres hiperacumuladoras o potencialmente hiperacumuladoras de

Cobre.

Nombre cientifico Bioacumulacion®* Familia Referencias
Brassica juncea (L.) Cezern. 3,771 mg/kg Brassicaceae Ariyakanon &

Winaipanich (2006)
Brassica napus L. s/n Brassicaceae Marchiol et al. (2004)
Brassica campestris L. s/n Brassicaceae Chandra et al. (2009)
Raphanus sativus L. s/n Brassicaceae Marchiol et al. (2004)
Helianthus annuus L. 1070 ng/g Asteraceae Lin et al. (2003)
Calendula officinalis L. s/n Asteraceae Moustakas et al. (2011)
Tagetes erecta L. s/n Asteraceae Chintakovid et al. (2008)
Ipomea alpina Rendle 12,300 mg/kg Asteraceae Baker & Walker (1989)
Bidens alba (L.) DC. var. 879 mg/kg Asteraceae Ariyakanon &
radiata Winaipanich (2006)
Gutenbergia cupricola 82-5095 pg/g Asteraceae Brooks et al. (1987)
Robyns
Vernonia petersii Oliv. Et 625-1555 pg/g Asteraceae Brooks et al. (1987)
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Nombre cientifico Bioacumulacion* Familia Referencias

Hiern

Millotia myosotidifolia 2,400 ng/g Asteraceae Blissett (1966)
(Benth.) Steetz

Aeollanthus biformifolius De 13,700 pg/g Lamiaceae Brooks et al. (1978)
Wild

Minuartia verna (L.) Hiern. 1,070 ng/g Caryophylaceace Ernst (1974)
Ricinus communis L. s/n Euphorbiaceae Shi & Cai (2009)
Sorghum sudanense (Piper) 5,330 mg/kg Poaceae Wei et al. (2008)
Stapf

Pistia stratiotes L. s/n Araceae Odjegba & Fasidi (2004)

*s/n = sin numero, concentracion no reportada.

El género mas reportado como hiperacumulador de varios metales, como el Zn, Ni, Cd, Pb y
posiblemente el Cu, ha sido Thlaspi de la familia Brassicaeae (Baker ef al. 2000). Por ejemplo, la
especie Thlaspi goesingense, es una planta hiperacumuladora de Ni (hasta del 3% en peso seco de
la planta) debido a proteinas de tolerancia a los metales (TgMTPs) ubicadas en el tonoplasto que

transportan este metal a las vacuolas de las células de las hojas (Persans ef al., 2001).

2.5.1 Género Baccharis

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Baccharis L.

El género Baccharis L. o “Romerillo” es uno de los més grandes de la Tribu Astereae y se
encuentra distribuido principalmente en Brasil, Argentina, Colombia, México y el Sur de Estados
Unidos (Verdi ef al., 2005). La gran distribucion de especies en Brasil y los Andes indica que
esta area es su probable centro de origen, con 220 especies. Se estima que en México tan solo

existen 28 especies de las mas de aproximadamente 500 reportadas (Verdi ef al., 2005).
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Se trata de un género principalmente arbustivo, perenne, que mide en promedio 0.5 a 4.0
metros (Figura 6). Tiene un alto valor socioecondémico debido a sus propiedades medicinales
gracias a sus metabolitos secundarios (flavonoides, diterpenos y triterpenos) que se usan para
tratar enfermedades del estomago, el higado, anemia, inflamaciones, para la prostata, para la
diabetes y también para remedios en los procesos de la desintoxicacion del cuerpo. Sin embargo
en varias especies se han reportado la presencia de flavonoides citotoxicos como en la especie
Baccharis coridifolia, B. gaudichaudiana, B. lejia, B. ochracea, B. pseudotenuifolia, B.

sarothroides, entre otras (Kupchan & Bauerschmidt, 1971; Verdi et al., 2005; Freire et al., 2007).

Figura 6. Algunas de las especies del Género Baccharis: (1) B. halimifolia L., (A) rama florifera.
(B y C) capitulo pistilado. (D) flor estaminada. (E) flor pistilada (Britton & Brown, 1913); (2)
Aciurina thoracica Curran, diptero adulto parésito de B. sarothroides (Goeden & Teerink, 1996);
(3) B. salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers. (SEINet, 2009); (4) B. linearis (Ruiz & Pav.) Pers., semilla
de 1.77 mm de longitud (Jardin Botanico Nacional Vina del Mar, 2010); y (5) B. sarothroides A.
Gray (Pippen, 20006).

Sus hojas se encuentran dispuestas a través de las ramas de forma alterna. Sus flores son
blancas. Su principal depredador son larvas de lepidopteros (Headrick & Goeden, 1993). Son
plantas dioicas y su dispersion es por viento formando aquenios (Figuras 6 y 7). La produccion
de flor y fruto es anual. Tiene una elevada produccion de semillas, aproximadamente 1 millén por
individuo. Se ha observado que la sombra repercute negativamente en la produccion de semillas
(Karrfalt & Olson, 2008). Se considera una especie tolerante a la sal, también se han visto

germinar y crecer bajo condiciones pobres de nutrientes en sustratos como arena y arcillas, asi

como en ambientes contaminados por minas de cobre (Haque et al., 2008; Cuevas et al., 2013).
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Figura 7. (1) Baccharis viminea, aquenio con vilano y seccion longitudinal de la semilla. (2)
Baccharis pilularis, plantula de 60 dias después de la germinacion (Karrfalt & Olson, 2008).

2.5.1.1 Baccharis sarothroides A. Gray

Baccharis sarothroides A. Gray (escoba amarga o romerillo) es un arbusto dioico
ampliamente distribuido entre los 304 y 1,676 metros sobre el nivel de mar desde Arizona,
California, Baja California, Sonora, Chihuahua y Sinaloa; distribuida en biomas como el desierto,
pastizal del desierto, chaparral, en ambientes riberefios y perturbados como carreteras. Sus hojas,
son pequefias, lineales, gruesas, sésiles, oblanceoladas, perennes y pueden medir 2 c¢cm de
longitud. Su tallo es de color verde y presenta muchas ramificaciones finas con muy pocas hojas.
Generalmente alcanza 91.44 cm a 182.88 cm de altura. Produce aquenios de 1.7-2.2 mm de
longitud monocarpelados e indehicentes que generan una semilla con largas hebras blancas en
forma de pluma que le permite dispersarse por anemocoria. Es una planta pionera o con efecto
nodriza que propicia el crecimiento de otras plantas y atrae insectos como la mariposa azul
pigmea Brephidium bexilis en su época de floracion (en otofio-invierno, por los meses de octubre
y enero), la dispersion de los cientos o miles de semillas se da en la primavera justo cuando
comienzan las lluvias. Su uso humano abarca desde utensilios de limpieza como la escoba
elaborada con sus ramas, hasta el tratamiento contra el salpullidos, espasmos y depresion (Figura

6) (Austin, 2010).
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También ha sido reportada como fitoestabilizadora potencial, debido a su fuerte adaptabilidad
a los metales y metaloides como el cobre (Cu), molibdeno (Mo), cromo (Cr) y zinc (Zn),
claramente con un factor de translocacion elevado, lo cual, indica la existencia de un mecanismo
de tolerancia que consiste en la detoxificacion interna, ademas de estrategias de exclusion (Baker

& Walker, 1989; Haque et al., 2008).

3. Antecedentes e Hipotesis

La zona norte de México posee caracteristicas geoquimicas que propiciaron la formacion de
yacimientos cupriferos. Estos yacimientos naturales han sido ampliamente explotados por el

valor del metal en la industria minero-metalirgica (De la O-Villanueva et al., 2013).

El antiguo distrito de Nacozari, en el norte del estado de Sonora, abarca algunos de los
yacimientos de Cu de clase mundial y de los mas importantes de México. Entre los mas grandes e
importantes se encuentran: La Caridad, Brecha Pilares, El Batamote, Los Alisos, La Gloria y San
Nicolas (De la O-Villanueva et al., 2013). La mina los Pilares producia 3,000 toneladas diarias de
Cu desde 1895 hasta 1949, y actualmente se ubica a 10 km de lo que hoy es la Ciudad de
Nacozari de Garcia. Los residuos mineros que se generaron durante este periodo se depositaron
en tres presas de jales (I, II y III), en un area que abarca 52 hectareas (ha) (Figura 8). La Presa I,
con 19 ha, se encuentra dentro de la zona urbana de Nacozari a tan solo 10 metros de las casas de
por lo menos 40 familias. Su cercania con la poblacién y el posible riesgo en la salud ha sido un
foco de atencion para realizar investigaciones y propuestas que ayuden a un posible

amortiguamiento de los contaminantes (De la O-Villanueva et al., 2013).

Meza-Figueroa et al. (2009) realizaron un estudio dentro de este distrito para conocer la
concentracion y tipos de metales dentro de la Presa I, en las sales eflorescentes de la misma (sales
que se generan en la superficie de los jales por evaporacion) y dentro de los suelos residenciales.
Dentro de la Presa I encontraron: Ag, Cu, Hg y As. Dentro de las sales eflorescentes encontraron:
Zn, Mn, Cr y Cu. Y dentro de los suelos residenciales encontraron: Cu y As. En este estudio
observaron un patrén en la presencia de los metales que indica una fuerte dispersion de estos
elementos por viento y drenaje acido, donde el Cu es uno de los elementos mas abundantes
seguido del Fe. Finalmente, reportan la concentracion para el Cu dentro de la Presa I de 400-

2,317 mg/kg, para la zona urbana de 47-450 mg/kg y para las sales eflorescentes de 68,751
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mg/kg. Los autores concluyeron que la manera de prevenir los procesos erosivos del sitio es
propiciar una cobertura de vegetacion nativa de los sitios contaminados que toleren las diferentes
concentraciones de los elementos, y a su vez poder favorecer a largo plazo la estructura y

estabilidad de los contaminantes en el suelo, proceso conocido como fitorremediacion.

:
Google

Figura 8. Presas de jales existentes en Nacozari de Garcia, Sonora (Rivera, 2009).

La fitorremediacion es un sistema de detoxificacion bioldgica de suelos contaminados que
comprende procesos moleculares, bioquimicos y fisiologicos de las plantas que de manera natural
toleran altas concentraciones de metales pesados. Un conocimiento profundo de estos procesos
que dan lugar a un fenotipo tolerante puede llegar a optimizar la eleccion de plantas que ayuden a
amortiguar los efectos adversos de los contaminantes en este sitio en Nacozari de Garcia (Rivera,

2009; Haque et al., 2009).

Son pocos los estudios que se han enfocado a la respuesta fisiologica de las plantas ante
diferentes concentraciones del metal, es decir, evaluar su umbral de tolerancia. Esto resulta de
relevancia ya que esas caracteristicas fisioldgicas le permiten a la planta ocupar nichos ecolégicos

ricos en metales (Clemens ef al., 2002).

En el caso de Nacozari se han hecho estudios de las plantas con posible aplicacion para la

fitorremediacion, entre ellos:

i. Grandlic et al. (2009) propone emplear para la Presa I plantas estabilizadoras como

Atriplex lentiformis (Torr.) S. Wats. y Bouteloua dactyloides (Nutt.) Columbus, debido

30



a que tienen un crecimiento significativo en biomasa dentro de los jales adicionado con

el 10% de composta.

ii. Rivera (2009) propone dos especies nativas en Nacozari de Garcia de la familia
Euphorbiaceae que han sido empleadas en diversos trabajos de fitoestabilizacion en
México, Jatropha dioica Sesseé ex Cerv. y Euphorbia sp., las cuales ademas han sido
reportadas por Carrillo & Gonzalez-Chavez (2006) como acumuladoras de Cu, Zn, Pb
y Cd.

iii. Finalmente, Haque et al. (2008), propone a Baccharis sarothroides A. Gray como una
planta con potencial uso para la fitorremediacion de minas de cobre por su capacidad
intrinseca de hiperacumular metales como Cu, Mo, Cr y Zn. En este estudi6 se
determind que la concentracion de Cu en la raiz y hojas fue de 818.3 y 1214.1 mg/kg,

respectivamente.

En este trabajo nos concentraremos en el género Baccharis sp. ya que se han encontrado
mayor numero de estudios previos sobre su tolerancia al Cu, como planta hiperacumuladora o
potencialmente acumuladora. Por ejemplo, Bech et al. (2002) reportaron a B. amdatensis como
una planta potencialmente acumuladora de Cu y acumuladora de Zn en la raiz en cantidades
superiores a 1,900 pg/g. Ginocchio ef al. (2004) encontraron que las plantas de B. linearis crecen
en suelos contaminados con Cu, mencionan que la concentracion en el suelo en los primeros 5 cm
es de 535.9 mg/kg y en su hojarasca de 3,718 mg/kg. Finalmente, Ortiz-Calder6n et al., 2008
reportaron a B. salicifolia como una planta que transloca Cu a raiz y hojas en una concentracion

de 71.3 y 667.9 mg/kg, respectivamente (Ortiz-Calderdn et al., 2008).

A pesar de que existan reportes para este género donde se afirma su capacidad como planta
tolerante o potencialmente tolerante al Cu, no se han realizado estudios donde se pruebe su
umbral de tolerancia bajo diferentes concentraciones del metal y tampoco se han realizado
estudios donde se pruebe su capacidad intrinseca a nivel genético. Estos estudios serian de
relevancia, ya que los contaminantes pueden llegar a comportarse como una fuerte presion de
seleccion dentro de la especie, formandose asi ecotipos mas tolerantes. Haque et al. (2008)
probaron esta hipdtesis en plantas de Prosopis sp. (Mezquite). Ellos utilizaron semillas

provenientes de un sitio contaminado y de un proveedor comercial. Los autores encontraron que
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las plantas provenientes de semillas del sitio contaminado tenian un umbral de tolerancia mayor
que las plantas de semillas comerciales. Concluyeron, que las semillas provenientes de sitios

contaminados podian estar mejor adaptadas para éstas condiciones.

Con base en los antecedentes ya mencionados, para esta investigacion se eligio a B.
sarothroides, una planta nativa de los sitos contaminados en Nacozari de Garcia y reportada
como planta hiperacumuladora de Cu. La importancia de estudiar a B. sarothroides a nivel
fisiologico fue el probar su umbral de tolerancia al Cu y ademds evaluar su capacidad intrinseca
como especie de tolerar este metal pesado a través de la comparacion de poblaciones

provenientes de un sitio contaminado y un sitio no contaminado.

Para este trabajo se plantearon las siguientes hipotesis:

X/

« Las plantulas de semillas provenientes del sitio no-contaminado tendran la misma
capacidad y umbral de tolerancia ante diferentes concentraciones de Cu, que las

plantulas provenientes de semillas del sitio contaminado.

¢ Las plantas provenientes de ambas poblaciones de semillas tendran la misma

respuesta fisiologica ante diferentes concentraciones de Cu.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la toxicidad del cobre en el crecimiento y respuesta fotosintética de plantulas
de Baccharis sarothroides A. Gray, provenientes de semillas de un sitio contaminado (depdsito

de residuos, jales) y uno no-contaminado.

4.2 Objetivos particulares:

(1) Determinar las diferencias morfologicas en peso y tamaifio de las semillas provenientes de dos
municipios en Sonora: Hermosillo (sitio no contaminado) y Nacozari de Garcia (sitio

contaminado).

(2) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Cobre (0, 0.4, 2, 4, 10, 50 y 100 uM de Cu)

en la biomasa de plantulas de 4 dias de edad de ambos sitios.

(3) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Cobre (0, 100, 500 y 1000 pg Cu kg™! de

suelo) en plantas jovenes de 30 dias de edad de ambos sitios:

(3.1) Evaluar el efecto en el crecimiento.
(3.2) Determinar el efecto de la toxicidad del Cu en la actividad fotosintética.

(3.3) Determinar la acumulacion del Cu en las hojas y en raiz de en planta joven.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Sitio de estudio

El sitio no contaminado se localiza hacia el nororiente de la ciudad de Hermosillo,
aproximadamente a 14 kilometros, sobre la carretera Ures-Hermosillo. Se trata del Ejido San
Rafael localidad San Pedro El Saucito que se encuentra a 246 metros sobre el nivel del mar
(msnm), cuyas tierras se caracterizaron por la produccion de trigo en suelos limo-arenosos. Su
clima es desértico calido (BW (h’)) de acuerdo a la clasificacion climatica de Koppen, con una
temperatura promedio anual de 25°C, y una precipitacion pluvial media anual de 400 mm y 2800

mm de evaporacion potencial (Vega et al., 2011).

El municipio de Nacozari de Garcia, se ubica al noreste del estado de Sonora, tiene una altitud
de 1,040 msnm. Su clima es estepario calido (BS (h’)) con una temperatura promedio anual de
18.3°C; y una precipitacion pluvial media anual de 500 mm y 2090 mm de evaporacién potencial
(CONAGUA, 2010). El sitio contaminado (presa inactiva de jales, Presa I) se ubica dentro de la
zona urbana, a unos 10 metros de las casas, y abarca un total de 19 hectareas (De la O-Villanueva
et al., 2013). Sobre este complejo se encuentran manchones de vegetacion con especies vegetales

como Baccharis sarothroides de los cuales se colectaron las semillas.

5.2 Material Bioldgico

Para este estudio se utilizaron semillas de Baccharis sarothroides colectadas de 5 individuos
de un sitio contaminado (Nacozari de Garcia, Jales), y de 5 individuos de un sitio no contaminado

(Hermosillo), ubicados en el estado de Sonora (Figura 9).

Para todos los experimentos las semillas de B. sarothroides se desinfectaron con agua
destilada y jabon liquido (Axion ®) en agitacion por 10 minutos, una vez transcurrido el tiempo
se vaciaron a una solucién con hipoclorito de sodio (NaOCIl) al 1% por 5 minutos, y finalmente

se realizaron 3 enjuagues con agua destilada.

De acuerdo a los objetivos propuestos para este estudio los experimentos se dividieron en tres
bloques (que corresponden a los objetivos particulares), donde: en el Bloque I se determiné el

peso y el area de las semillas; en el Bloque II se evaluo el efecto del Cu en la biomasa de
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plantulas de 4 dias de edad; y en el Bloque III se evalu¢ el efecto del Cu en plantas de 30 dias de
edad.

La germinacion de las semillas para los Bloques experimentales 11 y III de ambas poblaciones
se llevd a cabo en cajas de Petri de 9 cm con papel filtro y 3 ml de agua destilada durante 24
horas, tiempo en el cual se daba la germinacién de por lo menos el 50% de las semillas, o hasta
alcanzar aproximadamente el 90% de germinacion. Esto se realizd bajo condiciones controladas
en una camara de crecimiento Biotronette 844 (Lab-Line ®) con una humedad relativa de 60-

80%, una temperatura constante de 26°C (dia/noche), y un fotoperiodo de 16h/8h (luz/oscuridad).

Figura 9. Baccharis sarothroides en Sonora. (A) Sitio no contaminado (Hermosillo), individuo
con flores, y (B) Sitio contaminado, individuo sin flores (Jales, Nacozari de Garcia).

5.3 Bloque I: Determinacion del peso y area de las semillas

Se evalu6 el peso y area de las semillas de B. sarothroides de ambas poblaciones para determinar
sus diferencias, con la finalidad de descartar una respuesta diferencial al Cu derivada de la

morfologia de estas. El 4rea de la semilla se tom6 como un indicador de tamafio.

Primero, se tomaron fotografias de 30 semillas para cada poblacion a una escala de 500 pm en un
microscopio Axionskop 40 ZEIZZ ® con aumento de 5x, utilizando el programa AxionVision
4.7.1. La medicion del area final se registrd con el programa ImagenJ (version 1.45) ajustado a la

misma escala.

Después, se determino6 el peso (mg) en una balanza analitica Adventurer ™ OHAUS de 6 lotes de

250 semillas cada uno.
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5.4 Bloque II: Evaluacion del efecto de Cobre en la Biomasa de plantulas de 4 dias de edad

Una vez germinadas las semillas se seleccionaron plantulas de tamafio similar de 4 dias de edad,
estas fueron trasferidas a cajas de Petri de 5 cm con papel filtro y una solucion de CaClz 0.5 mM
(pH 4.5) adicionada con las diferentes concentraciones de CuSOs (uM), con la finalidad de
probar su umbral de tolerancia, por un tiempo de 8 dias (Tabla 5). Se realizaron cambios de la

solucion cada 2 dias para mantener un pH constante durante el tratamiento.

Tabla 5. Equivalencia de la concentracion del
CuSOs4 en sustrato inerte (ug/kg) y en solucion

acuosa (uUM).
Tratamiento Concentracion Concentracion
en ug/kg en pM
1 Control* Control*
2 100** 04
3 500%** 2
4 1000** 4
5 2,500 10
6 12,500 50
7 25,000 100

*En el sustrato inerte la concentracion de CuSOs4
para el Control fue de 0.2 uM, y en la solucién
acuosa fue de 0 uM. **Concentraciones basadas
en las reportadas por Haque et al. (2008) y Meza-
Figueroa et al. (2009) para Nacozari de Garcia.
Los tratamientos consistieron en 20 plantulas por cada caja Petri con 3 repeticiones cada una

para ambas poblaciones.

A los 4 dias se realiz6 una cosecha inicial de 20 plantulas con 3 repeticiones, esto con el fin de
tener la biomasa previa a los tratamientos (to). Después de 8 dias de tratamiento se realiz6 la

segunda cosecha para la biomasa final (t1) de todos los tratamientos incluyendo el control.

El material vegetal de cada cosecha fue secado en un horno Felisa ® a 80°C durante 15 dias.

Posteriormente, se peso en una balanza analitica para calcular la biomasa total seca.
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5.5 Bloque III: Evaluacion del efecto de Cobre en plantas de 30 dias de edad

5.5.1 Disefio experimental, semillas y sustrato inerte

El sustrato inerte esterilizado previamente en autoclave, consistid6 en peat-moss y agrolita
(1:0.5). Con este sustrato, se llenaron bolsas forestales de 25 cm de alto y 15 cm de ancho, con un
peso seco de 252.5 g de sustrato. Las plantulas se eligieron aproximadamente con la misma
longitud de raiz y con los 2 cotiledones desarrollados. Estas plantulas se transplantaron a las
bolsas con el sustrato y éstas se colocaron en una camara de crecimiento a una temperatura
constante de 26°C (dia/noche), un fotoperiodo de 16h/8h (luz/oscuridad) y una humedad relativa
de 60-80%. Todas las plantulas fueron regadas con soluciéon Hoagland modificada completa

(Anexo 1), hasta el inicio de los tratamientos.

A los 30 dias de edad de las plantulas se iniciaron los tratamientos con diferentes
concentraciones de CuSOs (Tabla 5), en las mismas condiciones de la cdmara de crecimiento. Y
se tomaron los datos morfologicos de 10 plantulas para el tiempo inicial (to) del anélisis de

crecimiento.

El disefio experimental fue completamente al azar con 10 repeticiones para cada tratamiento y
para el control. Los tratamientos fueron: 100 pg/kg, 500 pg/kg y 1000 pg/kg, es decir,
microgramos de Cu por kilogramo de sustrato. Las plantulas se regaron dos veces por semana. La
humedad relativa del sustrato (6ptima entre 60 y 80%) se monitore6 con un medidor electrénico

(sav-a-plant I ™ AMI Medical Electronics).

Los tratamientos se llevaron a cabo por un tiempo de 60 dias con el objetivo de poder observar

el efecto del metal en el tiempo final (t1) en los procesos fotosintéticos y en el crecimiento.

5.5.2 Parametros de crecimiento

Para evaluar el efecto del CuSO4 en plantas de 30 dias de edad se realiz6 el analisis clasico
descrito por Chiariello et al. (1989), a través de los pardametros de crecimiento propuestos por
Hunt (1990) y Evans (1972). Estos parametros comprenden aspectos fisioldgicos como la tasa de

asimilacion neta (NAR) y aspectos morfologicos de las plantas, calculados a través de la
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proporcion del area foliar (LAR), y sus componentes, el indice de peso foliar (LWR) y el area

foliar especifica (SLA).

Para este analisis se realizaron dos cosechas, tiempo inicial (to) y tiempo final (t1) (Figura 10),
donde se separaron los diferentes organos (hoja, tallo y raiz) de cada una de las plantas de los
diferentes tratamientos. Se registrd6 su peso fresco en la balanza analitica, para ambas
poblaciones. Posteriormente, el tejido fresco de tallo y raiz fue depositado en bolsas de papel de

estraza y secado en un horno a 80°C durante 15 dias para poder registrar su peso seco.

El area foliar de las hojas se calcul6 con un medidor de area foliar portatil (Li-Cor modelo Li-
3000 Al) en cm?, posteriormente fueron colocadas en una prensa y secadas bajo las mismas
condiciones. Los datos se procesaron y se calcularon los pardmetros para el analisis clasico de

crecimiento.

(1) Hermosillo (2) Nacazari de Garcia

Figura 10. Plantas de 90 dias de edad [en el Tiempo final (t1)]. (a) Control; (b) 100 pg/kg; (c)
500 pg/kg; (d) 1000 pg/kg, de CuSOs. La regla indica la escala de 20 cm.
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Los parametros y el calculo de crecimiento relativo se describen a continuacion:
Biomasa seca total

Este pardmetro representa la suma del peso seco de la parte area y subterranea de cada planta
expresada en gramos (g), se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Ec. 1
Biomasa = W, — W;

Donde W, y W, son la medida del peso seco total de las plantas (g) para la cosecha del tiempo

inicial (to) y el tiempo final (t1).
Tasa de crecimiento absoluto (AGR)

La tasa de crecimiento absoluto describe la tasa de cambio en talla ¢ incremento en tamafio por

unidad de tiempo, es decir:

ACR = (W, —Wy)
(t1—to)

Ec. 2
Donde W; y W, son la medida del peso seco total de las plantas (g) en la cosecha del to y t; (dia™).
Tasa de crecimiento relativo (RGR)

La tasa de crecimiento relativo se define como el incremento en biomasa seca por unidad de

biomasa total de la planta, por unidad de tiempo (g g”' dia), calculada con la siguiente ecuacion:

— InW,—Inw,
RGR = ——— Ec. 3
t1—to

Donde InW1 y InW2 indican el logaritmo natural del peso seco total de la planta al tiempo de

cosecha inicial (to) y el tiempo final (t1) (dia™).
Tasa de asimilacion neta (NAR)

La tasa de asimilacion neta (NAR) es el pardmetro que indica la eficiencia de los 6rganos de

asimilacion para generar nuevos tejidos. Es decir, este componente fisiologico de la RGR, se ve
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reflejado en la produccion de biomasa seca por unidad de area foliar por unidad de tiempo (g cm™

dia’!), definida por la siguiente ecuacion:

(Wp=W1)(InLgz—InLy,)
(Laz—La1)(t1—to)

NAR = Ec. 4

Donde W, y W, son las medidas de los pesos secos, L4,y La; son el area foliar total inicial y

final, InL,, y InL,, es el logaritmo natural de las areas foliares.
Tasa de area foliar (LAR):

La tasa de area foliar (LAR) es un componente morfologico que indica la produccion foliar e
indirectamente de la eficiencia o potencial fotosintético y de respiracion de las plantas entre
ambos tiempo de cosecha. Se define como la proporcion del area foliar total entre el peso seco
total de la planta y su valor promedio en el intervalo to y ti (cm? g'), mediante la siguiente

ecuacion:

(%)4%) Ec.5
2

LAR =

Donde La2 y Lai son el area foliar, W;y W2 son el peso seco total de la planta y to y t1 son los

tiempos de cosecha.
Area foliar especifica (SLA):

Este parametro, componente de LAR, calcula la densidad o el grosor relativo de las hojas en
funcion del 4rea foliar y el peso seco total de las hojas (cm? g™!) entre los tiempos de cosecha to y
t1, mediante la siguiente ecuacion:

SLA = (LLATi)-F(LLATzz) Ec. 6
2

Donde La2 y Lai son el area foliar total, y Lw2 y Lwi son el peso seco total de las hojas; ambos en

el tiempo inicial y final respectivamente (to y t1).
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Proporcion de peso foliar (LWR)

Se trata de un componente de LAR que indica la relacion del peso seco total de las hojas con
respecto al peso seco total de la planta (g g™!). Este parametro define la proporcion de biomasa
que es asignada a los 6rganos fotosintéticos entre el promedio de ambos tiempos de cosecha, y se

define mediante la siguiente ecuacion:

[(LW—M?)*(%)] Ec.7

LWR =

Donde LW1 y LW2 son la equivalencia del peso seco total de las hojas y W1 y W2 son el peso

seco total de la planta, entre ambos tiempos de cosecha (to y t1).

Asignacion de Biomasa: hoja (LWR), tallo (SWR) y raiz (SWR)

Esta proporcion del peso seco de la hoja, raiz y tallo con respecto al total del peso seco de la
planta, se refiere a la biomasa asignada a cada uno de los 6rganos que conforman a la planta
completa, siendo el valor promedio para cada compartimiento de la planta sobre el intervalo de

tiempo de cosecha to y ti, se definen con las siguientes ecuaciones:

G2)-G2) Ec.8
LWR = 2
SWR = (S‘X/V—ll)_i_(SWLZZ) Ec.9
2
RWR = (RW—VT)“‘(RW—WZZ) Ec. 10

2

Donde Lw2 y Lwi, Sw2 y Swi, Rw2 y R w1 son las medidas del peso seco para las hojas, el tallo y
la raiz respectivamente, y W1 y W2 son las medidas del peso seco total de la planta entre
diferentes tiempos de cosecha (to y t1). Ninguno de estos componentes posee unidades al tratarse

de porcentajes de biomasa.
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Coeficiente Alométrico

El Coeficiente Alométrico es un indice que permite saber la relacion morfologica entre el

crecimiento de la raiz y el brote, mediante la siguiente ecuacion:

RW

R/S = (SW+LW) Ec. 11

Donde RW, SW y LW son los pesos secos de la raiz, tallo y hojas, respectivamente. Este valor,
basicamente es un indicador de la asignacion de recursos. Cuando los valores de este indice
tienen un valor igual a la unidad significa que hay un balance en el crecimiento entre raiz y parte
aérea, cuando el valor es <1, significa que el crecimiento es mayor hacia la parte aérea, y cuando

el valor es >1 el crecimiento de la raiz es mayor.
5.5.3 Fluorescencia de la clorofila a

La actividad fotosintética se midid -in situ- con un fluorometro de clorofila de excitacion
directa continua portatil Handy PEA (Hansatech, UK ®) (Figura 11). Antes de cada medicion, se
seleccionaron dos hojas que fueron sometidas a un periodo de adaptacion a la oscuridad por 40
minutos, con unas pinzas o clips dispuestas en la parte media abaxial de las mismas, para permitir
la oxidacion de los centros de reaccion del Fotosistema II (PSII). Posterior a la adaptacion, el
fluorémetro emitié un haz luminoso de 650 nm de longitud de onda con una intensidad de 3000
pmoles m? s7! durante un segundo (Apéndice III). La lectura se tomé a los 34, 47, 61, 76 y 90
dias de vida de las plantas (Figura 12), se midieron cinco plantas por tratamiento, se registraron

dos hojas por cada planta.
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Figura 11. Componentes del sistema Handy PEA: (1) Unidad de control; (2) Sensor de calor, (A)
Unidad de control/cable de conexion, (B) Boton disparador remoto, (C) Juego de LED de alta
intensidad (centrado en 650 nm) con filtro de luz de onda corta NIR, y (D) Foto-sensor con filtro
de baja longitud Kopp Coming RGY; (3) Clip para las hojas (a) Anillo de fijacion, (b)
Obstruccion retraible que muestra el area de iluminacion de la muestra, (¢) Hoja del obstructor, y
(d) Cuerpo del clip de las hojas (HIL, 2006).

(1) Periodo de Crecimiento (2) Periodo de Tratamiento
34 dias* &1 dias®
Germinacién ‘ ‘
‘ ‘ 90 dias*
Tiempo Final
30 dias* )
Tiempo Inicial 47 dias® 76 dias* ;)
(ts)

Figura 12. Periodos (1) de crecimiento y (2) de tratamiento [tiempos de cosecha para el analisis
de crecimiento cléasico (to y t1)]. N= 10 por tratamiento. *Dias en los que se tom¢ la fluorescencia
de la clorofila a (Chl a). N=5 por tratamiento.
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Las variables que se registraron para conocer la eficiencia fotosintética de Baccharis
sarothroides, bajo los tratamientos con Cu, fueron la Produccién Cuantica Méaxima de la
Fotoquimica Primaria (Fv/Fm), y el indice de desempefio fotosintético (Plass, index performance

on absorption basis).

Ambos parametros evaltian la eficiencia del PSII o fotoquimica primaria. La proporcion de la
Fv/Fm refleja la eficiencia maxima de captura de la energia de excitacion por los centros de
reaccion ‘abiertos’ del PSII. Un decremento en este parametro indica una disminuciéon en la
regulacion de la fotosintesis o fotoinhibicion durante el estrés por Cu (Maxwell & Johnson, 2000;

Yruela, 2005).

En contraste, el Plass depende de tres procesos relacionados: (1) a la fotoquimica primaria, (2)
el transporte de electrones, y (3) la concentracion de los centros de reaccion por clorofila. Esto
significa que el Plass es sensible a cambios en las propiedades de la antena, en la eficiencia de
captura o el transporte de electrones mas alla de la plastoquinona (Qa) (Oukarroum et al., 2009)
(Anexo II). La disminucion en el Plass en la respuesta al incremento del Cu en el medio, esta
relacionado con los cambios en las propiedades de la antena del fotosistema y a la disminucion de
la eficiencia fotoquimica en el transporte de electrones fotosintéticos en las plantas bajo este

estrés (Gonzalez et al., 2008).

El indice de desempeiio PI es uno de los parametros de la fluorescencia de clorofila que
proporciona informacion Util y cuantitativa acerca del estado de las plantas y su vitalidad. La
expresion para el indice de desempeio es derivada de la analogia a la ecuacién de Nernst que es

utilizada para determinar el potencial rédox de un sistema:

Pl — Yo ” Ppo ” Yo ]
ABS 1 -yl 1 —@pell1 =,

El simbolo yo representa la tasa de clorofilas de los centros de reaccion y la clorofila total del

PSII. El simbolo ¢p, representa la produccion maxima de la fotoquimica primaria (@py =
Fv/Fm). El simbolo ¥, representa la cadena del transporta de electrones (Maxwell & Johnson,

2000; Strasser et al., 2000).
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5.5.4 Analisis de elementos quimicos: Hojas y Raices

Una vez que se registrd el peso seco de hojas y raices de las plantas, para todos los
tratamientos, éstos se molieron en un mortero de dgata para evitar la contaminacion de cualquier
tipo de elemento quimico. Después de homogeneizar las muestras se montaron comprimidos o
pastillas con una prensa hidraulica de 12 toneladas (TRUPER®, México), en el Laboratorio de
preparacion de muestras en el Instituto de Fisica de la UNAM, para poder determinar la

concentracion del Cu en ambos 6rganos.

El analisis de los elementos quimicos en raiz y hoja de B. sarothoides se llevo a cabo mediante
la técnica de fluorescencia de rayos- X (XRF) por dispersion de energia, empleando el sistema
SANDRA (Sistema de Analisis no Destructivo por Rayos-X) en el departamento de Fisica
experimental del Acelerador Peletron en el Instituto de Fisica de la UNAM. El sistema SANDRA
estd formado de un tubo de rayos-X de Mo (17.5 K« de keV) de 1.5 mm de diametro. Las
pastillas del tejido seco de B. sarothroides se colocaron aproximadamente a 8 mm del colimador
de salida de rayos-X, y la region a distancia se determin6 por la interseccion de dos laseres. El
area analizada consisti6 en 3 puntos para cada pastilla, la cual correspondia a cada una de las
plantas de los diferentes tratamientos, es decir, 10 pastillas por tratamiento para cada 6rgano de
cada poblacion. El tiempo de lectura en cada punto de la muestra fue de 3 minutos, tiempo
adecuado para determinar todos los elementos detectables por esta técnica con un error

estadistico menor al 5% (Ruvalcaba-Sil et al., 2010) (Figura 13).

El proceso de andlisis consistié en hacer incidir el haz de rayos-X sobre la superficie de las
pastillas, provocando que los dtomos capaces de absorber los rayos-X pasaran del estado basal al
estado excitado (o de mayor energia) debido a la salida de electrones de las capas internas del
atomo. Como los estados excitados son inestables, el &tomo tiende a volver al estado basal, se
inician diferentes estados de transicion de los electrones desde los niveles mas externos hacia los
niveles mas internos, hasta ocupar los huecos producidos en las capas electronicas. Este proceso
da lugar a la emision de energia en forma de radiacion de rayos-X secundaria, llamada

fluorescencia de rayos X, la cual es caracteristica para cada elemento quimico.

Los rayos-X caracteristicos se midieron con un detector de rayos-X Si-PIN, ventana de 0.5 pm

de Be, superficie de 6 mm? y espesor de 500 um de Amptek. Las intensidades de rayos-X
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(numero de cuentas o fotones detectables), son proporcionales a la concentracion del elemento en
las pastillas. Las senales del detector se procesaron en un amplificador PX4 de Amptek conectado
a una computadora (Vekemans et al., 1994) para determinar las intensidades de los picos de
rayos-X. La concentraciones elementales se determinaron siguiendo el modelo descrito por
Rousseau et al. (1996), Tsutsumimoto & Tsuji (2007), y con base al espectro de material de
referencia de hojas de jitomate (NIST, SRM, 1573a). El analisis permiti6 el calculo puntual total
de P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Cuy Zn en biomasa seca de hojas y raiz de B. sarothroides.

Y
ie W,/ Mo -

L
Mmm.&wm\/‘ Colimador hax -7
Comvergentes de rayos X

Figura 13. Analisis de los elementos quimicos con la técnica XRF. (1) Molienda de hoja en
mortero de agata. (2) Pastilla del tejido de raiz. (3) Componentes del Sistema SANDRA
(Sanchez, 2012). (4) Interseccion del haz de rayos-X.

5.6 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de todos los bloques experimentales se utilizo el paquete Statistica

7 ® (Statsoft Inc., 2006).

En el area y peso de las semillas se realiz6 la prueba de normalidad para una media
poblacional. Se analizd estadisticamente con una prueba de comparacion de muestran
independiente, ¢ de Student (o = 0.05), para evaluar la diferencia morfologica entre las semillas

de la poblacién de Hermosillo y Nacozari de Garcia.

En la biomasa seca de las plantulas se utiliz6 el analisis de varianzas de una via (ANOVA) con
una significancia del 5%, donde se evalu¢ la diferencia en la biomasa seca entre los tratamientos

con Cuy el control; ademas de evaluar la diferencia en la biomasa seca entre ambas poblaciones.
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Para los datos de las plantas jovenes de la Fv/Fm, Pliss, biomasa seca total, AGR, RGR,
NAR, RWR, LWR, SWR, LAR, SLA, LWR y el Coeficiente Alométrico se utiliz6 el anélisis de
varianzas de una via (ANOVA) con una significancia del 5%, y una prueba de comparacion
multiple de medias (Tukey HSD, a = 0.05) para evaluar la diferencia entre los tratamientos con

Cuy el control; ademas de evaluar la diferencia entre poblaciones.

Finalmente, para el andlisis de la proporcion de cobre y otros elementos esenciales en hoja y
raiz de B. sarothroides se utilizd un andlisis de varianzas de una via (ANOVA) con una
significancia del 5%. Asimismo, se utiliz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para la
comparacion de medias poblacionales, alternativa a la prueba ANOVA, al no cumplirse el

supuesto de normalidad (o = 0.05) para algunos de los elementos.

En las gréficas los valores de cada tratamiento se expresaron con promedios y con los errores

estandar.
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6. Resultados
Bloque I: Determinacion del peso y el area de las semillas de B. sarothroides

En el estudio comparativo entre la poblaciéon de Hermosillo y Nacozari, en su peso y area de
las semillas, utilizando la prueba ¢ de Student, se mostraron diferencias significativas entre las
semillas, donde el peso presentd un valor de t = 21.33023 y una p = 0.000000; y el 4rea un valor

de t=2.237882 y una p = 0.029084.

Las semillas de B. sarothroides de la poblacion de Hermosillo (sitio no contaminado) fueron
significativamente mas grandes en area y peso que las semillas de la poblacion de Nacozari (sitio

contaminado) (Figura 14 y 15).

60 1 1.0 4 a

Ho

0.8

40 -
06

Peso (mg)
Area (cm?3)

0.4 1
20

0.2

. 0.0 - T
Hermosillo Nacozari de Garcia Hermosillo Nacozari de Garcia

Figura 14. (A) Peso de las semillas. N= 6 lotes de 250 semillas cada uno. (B) Area de las
semillas. N=30. Se observaron diferencias significativas entre las poblaciones de Hermosillo y
Nacozari en peso y area de las semillas, las barras representan el error estindar (EE). Las letras

representan las diferencias significativas (p < 0.05).

Figura 15. Fotos tomadas al microscopio optico a 5x de las semillas (aquenio) de la poblacion
(A) Hermosillo y (B) Nacozari de Garcia. Escala de 0.5 mm.
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Bloque II: Efecto del cobre en la Biomasa de B. sarothroides en plantulas de 4 dias de edad

Respecto a la biomasa seca de las plantulas de B. sarothroides, la poblacion de Hermosillo no
presento efectos significativos de los tratamientos con respecto al control en la prueba ANOVA
(p = 0.2271, F (6,14) = 1.5718); lo mismo para la poblacion de Nacozari de Garcia (p = 0.1980, F
©,14) = 1.6815). Es decir, las plantulas de ambas poblaciones tuvieron una biomasa similar bajo

las diferentes concentraciones de Cu (0, 0.4, 2, 4, 10, 50 y 100 uM) (Figura 16 A y B).

Finalmente, en la comparacion de la biomasa seca entre la poblacion de Hermosillo y

Nacozari tampoco se observo diferencias significativas (p = 0.0878, F (1,40)=3.0611).

(A) Hermosillo (B) Nacozari de Garcia
200 200

150 A 150

100 - 100 -

Biomasa seca (%)

50 A 50

0 0.4 2 4 10 50 100 0 0.4 2 4 10 50 100
Tratamientos con Cu (uM) Tratamientos con Cu (uM)

Figura 16. Porcentaje de biomasa seca de B. sarothroides en la poblacion de (A) Hermosillo y
(B) Nacozari de plantulas tratadas por 8 dias con CuSO4 (uM). N=60 plantulas por tratamiento,
las barras representan el EE.

Bloque III: (1) Efecto del cobre en el crecimiento de B. sarothroides en plantas de 30 dias de
edad

Efecto del Cu en la biomasa seca

Al comparar la biomasa seca de ambas poblaciones se observaron diferencias significativas en
la prueba ANOVA (p = 0.0004, F 3,78) = 13.2206). La poblacion de Nacozari tuvo los valores
mas bajos en la biomasa seca (Anexo III). Sin embargo, eso no intervino en la respuesta de las
plantas jovenes de B. sarothroides al incremento del Cu, ya que la biomasa seca de las plantas

tratadas con Cu, con respecto al control, no presentaron diferencias significativas en la prueba
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ANOVA, tanto para la poblacion de Hermosillo (p = 0.7726, F @, 369 = 0.3735) como para la
poblacion de Nacozari de Garcia (p = 0.2300, F 3,36) = 1.5038). Estos resultados sugieren que el

incremento de Cu no repercutié negativamente en la biomasa seca de B. sarothroides (Figura 17).

[ Control
0.20 - s 100 pg/kg
500 ug/kg
EEEE 1000 pg/kg
@ 0.15
©
1]
©
£
L2 0.10
1]
0.05 A
0.00

Hermosillo Nacozari de Garcia
Tratamientos de CuSOy4 (ug/kg)

Figura 17. Biomasa seca de B. sarothroides para la poblacion de Hermosillo (izquierda) y
Nacozari (derecha) tratadas por 60 dias con CuSOs4 (ng/kg). N= 10, las barras representan el EE.

Efecto del Cu en el crecimiento de B. sarothroides

Las plantas de B. sarothroides, de ambas poblaciones, no presentaron diferencias
significativas en los pardmetros de crecimiento (p > 0.05) (AGR, RGR, NAR, LAR, SLA, LWR,
RWR, SWR y el Coeficiente Alométrico) por el incremento de la concentracion de Cu en los

tratamientos de acuerdo a la prueba ANOVA.

De acuerdo a los valores obtenidos en la Tasa de Crecimiento Absoluto (AGR), las plantas
tratadas con 100, 500 y 1000 pg/kg de Cu tuvieron una tasa de cambio en talla similar a las
plantas control, en la poblacion de Hermosillo (p = 0.6597, F (3,36) = 0.5374) y en la poblacion de
Nacozari (p = 0.3376, F 3,36) = 1.1621). Ademas, las plantas de ambas poblaciones no fueron
significativamente diferentes entre si en este pardmetro (p = 0.7070, F 3, 78y = 0.1423) (Figura

18).
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Figura 18. Tasa de Crecimiento Absoluta (AGR) de B. sarothroides para la poblacion de
Hermosillo y Nacozari. N= 10, las barras representan el EE.

Por su parte, en la Tasa de Crecimiento Relativa (RGR) las plantas tratadas con Cu de ambas
poblaciones no presentaron diferencias significativas con las plantas control. Es decir, la
velocidad de cambio en la biomasa seca de la poblacion de Hermosillo (p = 0.6648, F (3, 36) =
0.5300) y la poblacion de Nacozari (p = 0.4073, F @3, 36) = 0.9920), no se vio afectada por el
incremento de la concentraciéon de Cu. De igual forma, ambas poblaciones tuvieron una RGR

similar (p = 0.6695, F (3,78) = 0.1830) (Figura 19 A).

En la Tasa de Asimilacion Neta (NAR), el componente fisiologico de la RGR, se observaron
diferencias significativas entre las plantas de las dos poblacion de B. sarothroides (p = 0.0045, F
3,78) = 8.5579). De tal manera que las plantas de la poblacién de Nacozari presentaron los valores
mas altos en la eficiencia de los organos fotosintéticos para generar nuevo crecimiento, en

comparacion con la poblacion de Hermosillo (Figura 19 B).

Sin embargo, las plantas de ambas poblaciones no se vieron afectadas por el incremento de la
concentracion de Cu en la NAR, la poblacion de Hermosillo (p = 0.5459, F 3,36) = 0.7211) y la
poblacion de Nacozari (p = 0.4032, F (3,36) = 1.0016) (Figura 19 B).
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Figura 19. (A) Tasa de Crecimiento Relativo (RGR) y (B) Tasa de Asimilacion Neta (NAR)
de B. sarothroides para la poblacion de Hermosillo y Nacozari. N= 10,
las barras representan el EE.

La Proporcion de Area Foliar (LAR), el Area Foliar Especifica (SLA) y la Proporcion de
Biomasa Foliar (LWR), igual que los valores de la RGR, tampoco mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos con 100, 500 y 1000 pg/kg de Cu, con respecto al control, en
la poblacion de Hermosillo (LAR: p = 0.2486, F (3,36) = 1.4350; SLA: p = 0.2486, F 3,36) =
1.4350; y LWR: p=0.7184, F 3,36y = 0.4510) y en la poblacion de Nacozari (LAR: p = 0.8667, F
3.36) = 0.2420; SLA: p = 0.8666, F (3,36) = 0.2420; y LWR: p = 0.1643, F (3,36) = 1.8010). Es
decir, la asignacion de biomasa destinada a los organos fotosintéticos de B. sarothroides no se

vio afectada por el incremento de la concentracion de Cu (Figura 20).

Por otro lado, las diferencias significativas presentes entre las poblaciones de Hermosillo y
Nacozari, reflejadas en los pardmetros LAR, SLA y LWR, demuestran que las plantas de la
poblacion de Hermosillo presentan una mayor superficie fotosintética (LAR: p = 0.000000, F @,
78) = 50.833) y densidad de hojas (SLA, p = 0.000000, F (,78) = 80.010), al igual que una mayor
produccion de hojas (LWR, p = 0.003143, F @, 78y = 9.291), en comparacién con las de la

poblacion de Nacozari (Anexo III).
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Figura 20. (A) Proporcion de Area Foliar (LAR) (B) Area Foliar Especifica (SLA) (C)
Proporcion De Biomasa Total (LWR) de B. sarothroides para la poblacion de Hermosillo y
Nacozari. N= 10, las barras representan el EE.

Al analizar la biomasa seca de las hojas y el area foliar no se observaron diferencias
significativas entre las plantas de los tratamientos con 100, 500 y 1000 pg/kg de Cu con respecto
al control, para la poblacién de Hermosillo (Hojas: p = 0.4868, F (3, 36) = 0.8286; y Area Foliar: p
=0.3583, F 3,36) =1.1086) y para la poblacion de Nacozari (Hojas: p =0.2789, F 3,36) = 1.3328; y
Area Foliar: p=0.3337, F 3,36 = 1.1726). Ademéas ambas poblaciones tuvieron una biomasa seca
de hojas similar (p = 0.3701, F (3, 78y = 0.8126), sin embargo, el area foliar de la poblacion de
Hermosillo fue significativamente mas grande que el area foliar de la poblacién de Nacozari (p =

0.0073, F 3,78)=7.5791) (Figura 21 A y B).
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Figura 21. (A) Biomasa seca de hojas (B) Area foliar, de B. sarothroides de la poblacion de
Hermosillo y de Nacozari. N= 10, las barras representan el EE.

La Asignacion de biomasa a raiz (RWR), tallo (SWR) y hojas (LWR) de B. sarothroides no
mostro diferencias significativas entre los tratamientos con Cu con respecto al control en la
poblacion de Hermosillo (RWR: p = 0.770118, F 3,36) = 0.3770; SWR: p = 0.768759, F 3,36) =
0.379; LWR: p=0.718469, F (3,36) = 0.451) y de Nacozari (RWR: p = 0.222381, F 3,36) = 1.534;
SWR: p =0.211930, F 3,36) = 1.577; LWR: p = 0.164363, F (3,36) = 1.801). Sin embargo, ambas
poblaciones fueron significativamente diferentes entre si en los parametros de asignacion de
biomasa en RWR (p = 0.001286, F (3,78) = 11.158), SWR (p = 0.004640, F ,7s) = 8.497) y LWR
(p=0.003143, F 3.36) = 9.291).

En cuanto a la relacion morfoldgica entre la raiz y el brote de ambas poblaciones (o
Coeficiente Alométrico) tampoco hubo diferencias significativas entre los tratamientos con Cu
con respecto al control (Hermosillo, p = 0.772626, F (3,36) = 0.3735; Nacozari, p = 0.230058, F ¢,
36) = 1.5038). Sin embargo, ambas poblaciones tuvieron diferencias significativas en esta relacion

entre la raiz y el brote (p = 0.001021, F 3,78y = 11.650).
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Por ultimo, el valor del Coeficiente Alométrico para B. sarothroides fue menor a 1, de tal

manera que esta especie destina mas recursos al crecimiento hacia la parte aérea (hojas y tallo), y

principalmente a las hojas, en comparacion con la raiz (Figura 22 A y B, Anexo III).
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Figura 22. Asignacion de Biomasa a Raiz (RWR), Tallo (SWR) y Hojas (LWR) de B.

sarothroides de la poblacion de (A) Hermosillo y de (B) Nacozari. N=10. El valor numérico
sobre cada barra corresponde al Coeficiente Alométrico R/S.
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Bloque III: (2) Efecto del Cu en la Fluorescencia de la clorofila a de B. sarothroides en
plantas de 30 dias de edad

Los valores obtenidos en la Produccion Cuéntica Maxima de la Fotoquimica Primaria (Fv/Fm)

para la poblacion de Hermosillo reflejaron diferencias significativas relacionadas con el

incremento en la concentracion del Cu en el sustrato con respecto al control (p = 0.010808, F ,

180) = 4), sin embargo, estas diferencias no se mantuvieron en el tiempo de acuerdo con los

resultados de la prueba ANOVA (p = 0.486256, F (12,180)= 1) (Figura 23 A).
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Figura 23. (A y B) Produccion cuantica méaxima de la fotoquimica primaria Fv/Fm, (C y D) Indice
de desempeio PI 4ss, de las plantas de B. sarothroides de la poblacién de Hermosillo y Nacozari.
Tratamientos con CuSOs4: (e) Control, (¥) 100 uM, (m) 500 uM y (¢) 1000 uM de Cu. N=5, las

barras representan el EE.
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Para la poblacion de Nacozari de Garcia, los valores de la Fv/Fm no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos con Cu con respecto al control (p = 0.171368, F (3, 180)= 1.7),

resultado que se mantuvo a lo largo del tiempo (p = 0.134912, F (12, 180)= 1.5) (Figura 23 B).

Comparando los valores de la Fv/Fm entre la poblacion de Hermosillo y Nacozari no se
observaron diferencias significativas (p = 0.339980, F (3,360)= 1). Ademads, en ambas poblaciones
se mantuvieron los valores de la Fv/Fm en el tiempo independiente de la concentracion de Cu a la
cual estuvieron expuestas (p = 0.166158, F (12, 360) = 1). Es decir, en las plantas de ambas
poblaciones no se observaron efectos adversos en el PSII relacionados con el incremento de la

concentracion de Cu en el tiempo (p = 0.188318, F (12,360)=1).

Las plantas del control, tanto para la poblacion de Hermosillo como de Nacozari de B.
sarothroides, mostraron durante todo el periodo experimental una media de la Fv/Fm de 0.83 y

0.84, respectivamente (Anexo III).

Por otro lado, en este trabajo ademas de analizar el pardmetro de la Fv/Fm, el cual refleja los
efectos del Cu en la fotoquimica primaria del PSII, también se registro y analizé el indice de
eficiencia fotosintética (Pl4ss). Dicho parametro indica 3 procesos importantes de la fotosintesis:
(1) las reacciones fotoquimicas primarias, (2) la eficiencia de la conversion de energia durante la
fijacion del carbdn en el ciclo de Calvin y (3) la densidad de centros de reaccion activos en la

clorofila (Strasser et al., 2000).

El pardmetro del Pluss de la poblacion de Hermosillo no mostrd diferencias significativas
relacionadas con el incremento en la concentracion del Cu en el sustrato con respecto al control
(p = 0.115020, F (3, 180)= 2.004), no obstante, durante el tiempo dicho parametro fue cambiando
de forma significativa (p = 0.040754, F (12, 180)= 1.870) (Figura 23 C).

Finalmente, en las plantas de la poblacion de Nacozari de Garcia no hubo diferencias
significativas en el PLsas relacionadas con el incremento en la concentracion del Cu en el sustrato
con respecto al control (p = 0.811232, F (3, 180)= 0.320), resultado que se mantuvo a lo largo del
tiempo (p =0.762211, F (12, 180)= 0.687) (Figura 23 D).
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En los valores de la Plissentre la poblacion de Hermosillo y Nacozari no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos con Cu (p = 0.568003, F (3,360)= 0.67). Ademas,
en ambas poblaciones se mantuvieron los valores de la Plsss en el tiempo independiente de la

concentracion del metal a la cual estuvieron expuestas (p = 0.094066, F (12,360)= 1.58).

En las plantas de ambas poblaciones no se observaron efectos adversos relacionados con el
incremento de la concentracion de Cu en el tiempo (p = 0.715993, F (12, 360) = 0.74). Es decir,
ambas poblaciones no presentaron sintomas de toxicidad o algin efecto adverso del Cu en el
aparato fotosintético primario, por lo que ambas poblaciones presentan un mecanismo de

tolerancia a este metal.

Bloque III: (3) Proporcion de cobre y otros elementos esenciales en tejido seco de hoja y

raiz de B. sarothroides en plantas de 30 dias de edad tratadas con CuSQO4

Acumulacion del Cu en la parte aérea y raices; y su efecto en la absorcion de elementos

minerales.

Las proporciones relativas calculadas a partir de la fluorescencia de los elementos por emision

de rayos X (XRF) correspondieron a: Cu, P, S, Mn, K, Fe, Zn, Cay CI.

A continuacion se presentan los resultados del analisis estadistico de cada elemento:

Cobre.

La concentracion del Cu en el tejido seco de las hojas, mostr6 diferencias significativas entre
los tratamientos con Cu con respecto al control para ambas poblaciones (Hermosillo: p = 0.0001,
H @, 40) = 20.28922; Nacozari: p = 0.0000, H (3, 40) = 28.00733). En las hojas de las plantas con el
tratamiento de 500 y 1000 pg de Cu/ kg de suelo la concentracion en peso seco (ppm) fue mayor

a los valores del control y el tratamiento con 100 ug de Cu / kg de suelo (Figura 24 A).

Por otro lado, en el tejido seco de la raiz de la poblacion de Hermosillo se mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos con Cu con respecto al control (p = 0.002695, F
3.36) = 5.6915), contrario a la poblacion de Nacozari (p = 0.0711, H 3, 40) = 7.025854) (Figura 24
B).
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Figura 24. Proporcion relativa de Cu en (A) hojas y en (B) raices de B. sarothroides con 90 dias
de vida. N= 10, las barras representan el EE. Las letras representan las diferencias significativas
(p <0.05) (Ver pruebas estadisticas en la seccion de Materiales y Métodos).

En el andlisis comparativo de la concentracion de Cu en el tejido seco de la raiz entre ambas
poblaciones mostr6 diferencias significativas (p = 0.0001, H (3, s0) = 16.10083), sin embargo a

nivel del tejido de la hoja estas diferencias no se reflejaron (p = 0.1530, H (3, 80) = 2.042019).
Fésforo.

La concentracion de P en ambas poblaciones, no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de la hoja (Hermosillo, p =
0.865180, F (3,36) = 0.2438; Nacozari, p = 0.174613, F 3,36= 1.7479) y la raiz (Hermosillo, p =
0.4244, H (3,40) = 2.794555; Nacozari, p = 0.8692, H (3,40) = 0.7169091) (Figura 25 A y B).

Asimismo, la concentracion del P fue significativamente diferente entre poblaciones para el
tejido seco de la hoja (p = 0.000153, F (1,78) = 15.8431) y la raiz (p = 0.0000, H (3, 30 = 22.78620),

siendo mayor su concentracion en hoja y raiz de la poblacion de Nacozari.
Azufre.

La concentracion de S en ambas poblaciones, no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de la hoja (Hermosillo, p =
0.319689, F (3,36)= 1.211; Nacozari, p = 0.493885, F (3,36)= 0.815) y la raiz (Hermosillo, p =
0.178687, F 3,36)=1.7275; Nacozari, p=0.1931, H (3,40) = 4.724866) (Figura 25 C y D).
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En el andlisis comparativo de la concentraciéon de S en el tejido seco de la hoja entre
poblaciones no mostr6 diferencias significativas (p = 0.114924, F (1, 78) = 2.542) pero si para el
tejido seco de la raiz (p = 0.0073, H (1,80)= 7.207922) donde la poblaciéon de Hermosillo presento

los valores mas altos con promedio de 7332.5 ppm.

Manganeso.

La concentracion del Mn en ambas poblaciones, no mostro diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de la hoja (Hermosillo, p =
0.321675, F 3,36)= 1.205; Nacozari, p = 0.307584, F (3,36)= 1.2455) y la raiz (Hermosillo, p =
0.658839, F (3,36)= 0.539; Nacozari, p = 0.938770, F 3,36=0.1346) (Figura 26 A y B).

No obstante, entre ambas poblaciones se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de Mn en el tejido seco de la hoja (p = 0.000032, F (1,78) = 19.495) y de la raiz (p =
0.000103, F (1,78y= 16.751), donde la poblacion de Nacozari tiene una mayor concentracion del

mineral con un promedio de 327.5 y 94.5 ppm, respectivamente.

Potasio.

La concentracidon del K en ambas poblaciones, no present6 diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de la hoja (Hermosillo, p =
0.104495, F (3,36)= 2.203; Nacozari, p = 0.077005, F (3,36)= 2.476) y la raiz (Hermosillo, p =
0.085129, F (3,36)=2.386; Nacozari, p = 0.158804, F 3,36)= 1.8320) (Figura 26 C y D).

Asimismo, entre ambas poblaciones no se observo diferencias significativas en la
concentracion de K en el tejido seco de la hoja (p = 0.513107, F 1,78y = 0.432) y de la raiz (p =
0.402583, F (1,78)=0.708).

Hierro.

La concentracion de Fe en ambas poblaciones, no present6 diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de las hojas (Hermosillo: p =

0.200493, F 3,36= 1.6256; Nacozari: p = 0.8099, H 3, 40) = 0.9642958) (Figura 27 A y B).
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En el tejido seco de la raiz para la poblacion de Nacozari, la concentracion de Fe tampoco
mostro diferencias significativas entre los tratamientos con Cu con respecto al control (p =
0.5034, H @3, 400 = 2.348123). No obstante, la poblacion de Hermosillo si mostrdé diferencias
significativas (p = 0.000478, F (3,36) = 7.5622), donde el control tuvo la mayor concentracion del

Fe con 313 ppm.

Por tultimo, al comparar ambas poblaciones en la concentracién de Fe en el tejido seco de la
hoja se encontraron diferencias significativas (p = 0.0063, H 3,36= 7.468761), caso contrario del
tejido seco de la raiz (p = 0.1213, H @, 80y = 2.400177) donde no se observd diferencias

significativas.

Zinc.

La concentracion del Zn presento diferencias significativas entre los tratamientos con Cu con
respecto al control en el tejido seco de las hojas en la poblacién de Nacozari (p = 0.003525, F ¢,
36)= 5.416), siendo el tratamiento con 100 pug de Cu / kg de suelo el de menor concentraciones
del mineral. Para la poblacion de Hermosillo no se mostré efectos por el incremento del Cu en el

sustrato en la concentracion del Zn (p = 0.1834, H (3, 40)= 4.846829) (Figura 27 D).

En el tejido seco de la raiz en ambas poblaciones, no se mostrd diferencias significativas en la
concentracion del Zn entre los tratamientos con Cu con respecto al control (Hermosillo: p =

0.128573, F (3,36 = 2.0191; Nacozari: p = 0.2736, H 3, 40 = 3.889756) (Figura 27 C).

Al comparar ambas poblaciones se observo que la concentracion de Zn en el tejido seco de la
hoja y de la raiz fueron significativamente diferentes (Hoja: p = 0.0000, H (1, 30)= 36.28567; Raiz:
p = 0.0003, H (1,80= 13.19533). En el tejido seco de la hoja, poblaciéon de Hermosillo presentd
concentraciones mas altas de Zn que la poblacion de Nacozari; contrario, el tejido seco de la raiz

la poblacién de Nacozari tuvo la concentracion mas alta de Zn.

Calcio.

La concentracion del Ca en ambas poblaciones, no present6 diferencias significativas entre los
tratamientos con Cu con respecto al control en el tejido seco de la hoja (Hermosillo, p =

0.282983, F 3,36 = 1.320; Nacozari, p = 0.643164, F (3, 36= 0.563) (Figura 28 B).

61



Para el tejido seco de la raiz de la poblacion Hermosillo (p = 0.007124, F 3,36) = 4.7092) se
presentaron diferencias significativas en la concentracion de Ca, donde el tratamiento con 500 pg
de Cu / kg de suelo fue el de menor concentracion. Este efecto no fue reflejado en la poblacion de
Nacozari, debido a que no se observaron efectos en este mineral por el incremento del Cu en el

sustrato (p = 0.0946, H (3,40) = 6.377027) (Figura 28 A).

En el tejido seco de la raiz la concentracion de Ca fue significativamente diferente en ambas
poblaciones (p = 0.0009, H (1, soy = 11.02148), teniendo que la concentracion de Ca en la
poblacion de Nacozari fue mayor que en la poblacion de Hermosillo. Para el tejido seco de la

hoja ambas poblaciones no presentaron diferencias significativas (p = 0.184782, F (1,78) = 1.790).

Cloro.

La concentracion de Cl en el tejido seco de la hoja para la poblaciéon de Hermosillo no
presento diferencias significativas (p = 0.565329, F (3,36) = 0.6879), sin embargo, la poblacion de
Nacozari si mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos con Cu con respecto al control
(p = 0.036850, F (3,36 = 3.1453) donde el tratamiento con 100 pg de Cu / kg de suelo tuvo el

mayor valor en la concentracion del Cl (Figura 28 D).

En el tejido seco la raiz no se observaron diferencias significativas en ambas poblaciones entre
los tratamientos con Cu con respecto al control en la concentracion de Cl (Hermosillo, p =

0.738340, F (3,36) = 0.4220; Nacozari, p = 0.2673, H 3, 40) = 3.946829).

Finalmente, la concentracion de Cl en el tejido seco de la raiz fue significativamente diferente
entre ambas poblaciones (p = 0.0000, H (1, 30)= 18.25355), siendo mayor la concentracion de ClI
en la poblacion de Nacozari. Sin embargo, para el tejido de la hoja no se observaron estas

diferencias significativas (p = 0.219681, F 1,78y = 1.5310).
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7. Discusion

A continuacion se presenta el analisis de los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto
de la concentracion de Cobre (Cu) en varios aspectos del desempefio fisiologico de B.
sarothroides de dos poblaciones provenientes de un sitio contaminado (Nacozari) y un sitio no-
contaminado (Hermosillo), esto para probar su umbral de tolerancia al metal y ademas evaluar su
capacidad intrinseca como especie de tolerar el Cu a través de la comparacion de ambas

poblaciones.

Diferencias en tamaifio de las semillas y efecto del Cu*? en la biomasa seca de plantulas de 4

dias de B. sarothroides

Con respecto a la diferencia en tamafio de las semillas de B. sarothroides, en el presente
estudio se mostr6 que las semillas de la poblacion de Hermosillo tuvieron una mayor area y peso
que las semillas de la poblacion de Nacozari de Garcia. Dicha diferencia, podria estar
determinada por las condiciones bidticas y abioticas de la planta madre para ambos sitios. Ginwal
et al. (2005) reportan que en las plantas pueden existir variaciones en las semillas en una especie
debido a las condiciones fisioldgicas de la planta madre, estas diferencias se observan a nivel

morfolédgico (color, tamafio y peso) o en la germinacion de las semillas.

En este experimento los resultados obtenidos indican que las diferencias significativas en el
peso y tamafio de las semillas, entre ambas poblaciones de B. sarothroides (Figura 14), no
repercutieron en la tolerancia al Cu en las plantulas tratadas bajo las concentraciones de 0, 0.4, 2,

4,10,50y 100 uM de Cu.

Cabe senalar, que estas concentraciones se consideran toxicas para cualquier otra planta no
tolerante a este metal, y que de ser el caso, pudieron causar en B. sarothroides una menor
asignacion de biomasa en las plantulas con el aumento de Cu en el sustrato (Tabla 6) (Raven et
al., 1992; Yruela, 2005). Sin embargo, lo que se observo es que B. sarothroides posee de manera

intrinseca la capacidad de tolerar el Cu a nivel de plantula.
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Xue et al. (2005) observaron esta misma respuesta en dos poblaciones de Phytolacca acinosa
Roxb. de un sitio contaminado con Mn y de un sitio no contaminado, donde ambas poblaciones
de plantulas sembradas en condiciones de invernadero tuvieron la misma respuesta de tolerancia
a la aplicacion de 5, 1,000, 2,000, 5,000 y 8,000 mol/L de Mn, sugiriendo mecanismos de

hiperacumulacion del Mn como una propiedad constitutiva de la especie.

Asimismo, en el presente trabajo, no se encontraron diferencias en la biomasa de las plantulas
de B. sarothroides para ambas poblaciones por el incremento de Cu con respecto al control. No
obstante, en la Figura 16 se muestra que las plantulas de la poblacion de Hermosillo bajo los
tratamientos con 10 y 50 uM de Cu presentaron un estimulo en el crecimiento que se ve reflejado
en la biomasa seca, teniendo respectivamente, un 36 y 23 % mads de biomasa que las plantulas del

control.

De la misma forma, en las plantulas de la poblacion de Nacozari de Garcia se observo que los
tratamientos 2, 4, 10, 50 y 100 uM de Cu la biomasa era 41, 80, 87, 45 y 62 % mayor que el
control, respectivamente. Este proceso, conocido como hormesis, consiste en que a bajas
concentraciones el cobre puede llegar a estimular el crecimiento, es decir, el crecimiento puede
estar inducido por la baja en concentracion del metal toxico sin una respuesta negativa de las

plantas (Calabrese & Baldwin, 2003).

La hormesis se trata de una respuesta adaptativa al estrés, Calabrese & Baldwin (2003)
mencionan que este proceso puede darse en respuesta a un “proceso de compensacion adaptativa”
posterior a la interrupcién de la homeostasis o el cambio en la interaccion de los receptores de
algunas sustancias toxicas. Los iones metalicos pueden actuar como elicitores de una respuesta de
defensa que repercute en el estimulo del crecimiento de las plantas, particularmente bajo

condiciones de estrés.

Por ultimo, es importante mencionar que aun falta conocer los mecanismos moleculares
responsables del estimulo del crecimiento para muchas especies, y en particular de especies

reportadas como plantas tolerantes al Cu como B. sarothroides (Haque et al., 2008).
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Efecto del exceso de Cu?" en el crecimiento, la fotoquimica primaria y en la acamulacién del

Cu en hojas y raices de B. sarothroides

Con respecto al umbral de tolerancia por Cu en B. sarothroides, en este experimento no se
observaron efectos adversos en el crecimiento de las plantas de 30 dias de edad para la poblacion
de Hermosillo y de Nacozari de Garcia, tratadas con las diferentes concentraciones de Cu (100,

500 y 1000 pg/kg).

Por tal razon, no se pudo observar un umbral de tolerancia en B. sarothroides mismo que ha
sido reportado en diferentes estudios donde las plantas tolerantes a los metales pesados también
muestran un rango de tolerancia, sobre todo en aquellas plantas que tienen como mecanismo la
exclusion de los metales pesados a través de acidos organicos (Ernst, 2006; Bibi & Hussain,
2005), y en las que se observa efectos de tolerancia-fitotoxicidad que resultan en la disminucion

de la biomasa (Mateos-Naranjo et al., 2013).

Por otra parte, Pérez (2013) reporta que las plantulas de B. sarothroides provenientes de dos
sitio contaminados (La Caridad y Nacozari de Garcia) y un sitio no contaminado (Hermosillo)
por Cu en el estado de Sonora, no presentan efectos inhibitorios en el crecimiento bajo
concentraciones de 100, 250, 500 y 1,000 uM de Cu, sin embargo, observé una disminucion
significativa en el peso seco de las plantulas tratadas con Cu con respecto al control de la
poblacion de La Caridad y de Hermosillo, pero no de las plantas provenientes de Nacozari de

Garcia.

Referente a la biomasa seca de las plantas en el presente trabajo, se observd que ambas
poblaciones de plantas no presentaron diferencias significativas por el incremento del Cu en el
medio, sin embargo, la poblacion de Nacozari de Garcia presentd una menor asignacion de
biomasa seca, lo que sugiere que la diferencia observada puede tener origen desde el sitio de
donde provienen las semillas. Tal como lo reporta Haque et al. (2009), quienes observaron en
plantas tolerantes al Cu una respuesta diferencial al metal como resultado de una fuerte presion

de seleccidn, ejercida por el exceso del metal disponible para las plantas de los suelos
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contaminados por mineria de Cu. Estos autores reportaron que en las plantas del mezquite
(Prosopis sp.), provenientes de semillas de un sitio contaminado por mineria de Cu y de semillas
comerciales, fueron capaces de crecer en concentraciones de 0.1, 5 y 10 mg/L de Cu,
independientemente de la procedencia de las semillas. Ademas, demostraron que las semillas
provenientes del sitio contaminado toleraron concentraciones mayores de Cu (5 y 10 mg/L) que
las semillas provenientes de semillas comerciales, las cuales murieron en un 90 % bajo estas

concentraciones.

Por otro lado, en los pardmetros de crecimiento evaluados en las plantas de B. sarothroides
tratadas con las diferentes concentraciones de Cu, no se observaron diferencias significativas
como consecuencia del incremento del metal. Pese a ello, ambas poblaciones mostraron
diferencias significativas entre ellas en los parametros LAR (Tasa de Area Foliar) y LWR
(Proporcidn de Peso Foliar), donde se observo que la poblacion de Nacozari de Garcia tuvo una

menor superficie fotosintética, una menor produccion de hojas y una menor area foliar (Figura 20

y 21).

En cuanto al pardmetro morfoldgico SLA (Area Foliar Especifica) y el area foliar se observo
que la poblacién de Nacozari presentd un mayor grosor en las hojas y una menor area foliar, que
las plantas de la poblacion de Hermosillo. Resultado contrario, las plantas de la poblacion de
Hermosillo mostraron una mayor biomasa seca de hojas. Dicho resultado concuerda con lo
reportado por Fonseca et al. (2000) quienes reportan que las hojas con valores bajos de SLA
tienen hojas mas gruesas y con menor area foliar, es decir, con una mayor concentracion de
cloroplastos y enzimas fotosintéticas por unidad de area foliar, por lo tanto, poseen una mayor
capacidad fotosintética pero una menor captacion de luz por unidad de biomasa. En contraste
hojas con mayor SLA y area foliar tienen una mayor tasa de respiracion y una menor tasa

fotosintética.

Este crecimiento aparentemente menor de los drganos fotosintéticos en la poblacion de
Nacozari de Garcia se vio reflejado en una mayor eficiencia fotosintética, comparando las plantas

de los tratamientos con las plantas del control.
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Respecto a la eficiencia fotosintética, la Fv/Fm (Produccion Cuéantica Maxima de la
Fotoquimica Primaria) y el PLss (Indice de Desempefio Fotosintético) de ambas poblaciones de
plantas de B. sarothroides, no se observo ningln efecto adverso por el incremento del Cu en la
fotoquimica primaria del PSII (Figura 23). Cabe sefialar que ambas poblaciones presentaron
fluctuaciones en la eficiencia fotosintética, que si bien no fueron significativas, estos cambios son
propios de los ajustes metabdlicos en el crecimiento de las plantas y no por el incremento del
metal. Sin embargo, lo reportado por Maksymiec & Bazynski (1998) en plantas de frijol
(Phaseolus coccineus L.) indica que las plantas expuestas a altas concentraciones de Cu en etapas
de crecimiento de intermedio a avanzado no presentan diferencias en la fotoquimica primaria, en
cambio, para etapas de crecimiento de hojas avanzado el aparato fotosintético de las plantas del
frijol era considerablemente mas sensible al exceso de Cu. Es decir, los aparatos fotosintéticos en
la fase de crecimiento inicial presentan una alta estabilidad la cual se pierde a lo largo del
crecimiento de las platas, como consecuencia disminuye la actividad del aparato fotosintético,
por lo tanto, las plantas se vuelven mas sensibles a la unidén del Cu a los sitios funcionales de
proteinas. Esto, finalmente, genera un desequilibrio en el transporte de electrones que conlleva a

una posible inhibicion del Ciclo de Calvin de la fotosintesis.

En conclusion, con referencia a los resultados obtenidos en la fotoquimica primaria de B.
sarothroides, se tiene que las plantas de esta especie poseen la maquinaria necesaria para tolerar
altas concentraciones de Cu. También se puede observar que la progenie derivada de los
individuos de B. sarothroides que crecen naturalmente en sitios contaminados por mineria de Cu
tienen una respuesta mas rapida a la presencia del exceso de Cu en la fotoquimica primaria,
debido probablemente a que esta tolerancia es de caracter hereditario. Tal como hace mencion
Nielsen et al. (2003) en un estudio comparativo, donde reporta que las poblaciones de algas de la
especie Fucus serratus L. expuestas naturalmente a concentraciones elevadas de Cu respondieron
mas eficientemente en su fotoquimica primaria (Fv/Fm) que las poblaciones de F. serratus donde
el Cu presente en el medio era menor. Este evento se lo atribuyen a que la tolerancia al Cu es un
factor hereditario y se basa, por lo menos en esta especie, en limitar el paso del metal al tejido del

alga.
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Respecto a la variabilidad genética de plantas tolerantes a metales pesados, Nordal et al
(1999) mediante el analisis comparativo de polimorfismos de las isoenzimas obtuvieron que las
plantas de Lychnis alpina L. de un sitio contaminado por mineria de Cu presentaron menor
variabilidad genética, en contraste a las plantas de la poblacion del sitio no contaminado. Los
autores mencionan que la presencia del metal en los sitios contaminados es una fuerza selectiva
de ecotipos tolerantes, y que estas diferencias vistas en esta y otras especies pueden deberse al

tamafio efectivo de las poblaciones, el sistema de apareamiento y el flujo de genes.

En este panorama, los resultados del presente trabajo indican que ambas poblaciones de B.
sarothroides presentaron ajustes metabolicos y toleraron altas concentraciones de Cu gracias a

mecanismos de tolerancia relacionados con la acumulacioén del metal en tejido.

Haque et al. (2008) reportaron a B. sarothroides como una planta hiperacumuladora de Cu, a
través del estudio del tejido de hojas y raices extraidos de individuos adultos de un sitio
contaminado por mineria de Cu. Ellos determinaron que la concentracion final en las raices y en

las hojas del Cu era de 818.3 y 1214.1 mg/kg, respectivamente.

Finalmente, en el presente estudio se corrobor6 la acumulacion del Cu en hojas y raices través
del analisis de fluorescencia de Rayos-X. Este analisis reveld que el Cu a pesar de ser también
acumulado en las hojas, se concentra mayoritariamente en las raices. De tal manera, las plantas
de B. sarothroides limitan efectivamente el transporte del Cu a las hojas. Cabe recalcar que las
concentraciones de Cu detectadas en este experimento son mayores a las reportadas para muchas
plantas, el cual varia entre 4-30 ppm (Raven et al., 1992), sin embargo, la concentracion fue
mucho menor (en raices 73-153 ppm; en hojas 9-18 ppm) a la concentracion minima
caracteristica de una planta hiperacumuladora (1000 mg/kg de Cu) (Haque et al., 2008) (Anexo
IT). Existen evidencias de que la tasa de transpiracion afecta la asimilacion de los nutrientes dada

la humedad relativa en el medio, tal como se vio en este experimento (Raven et al., 1992).

Los resultados indican que las plantas de ambas poblaciones de B. sarothroides tuvieron un

desplazamiento eficiente del Cu a las hojas, con respecto al control, a pesar de que el metal estaba
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siendo retenido en la raiz, probablemente en el apoplasto y en la pared celular, tal como se ha
reportado para otras especies de plantas (Ouzounidou et al., 1992; Wojcik & Tukiendorf, 2005;
Alaoui-Sossé et al. 2004).

Ke et al. (2007) reportan que las interacciones del Cu con otros elementos minerales son muy
complejas, y se esperaria que a una mayor translocacion del Cu se presente una disminucion de
ciertos nutrientes, como el Zn, Ca, Mn y el Fe. A pesar de ello, Ernst ef al. (2008) reportan que en
plantas como Vitis vinifera L. el incremento del Cu tisular no afectdé de manera significativa las
concentraciones de nutrientes, como el N, P, S, Ca, Fe, K, Mg y Na, cuando el Cu se afiadi6 a una
concentracion de 587 mg/L. Sin embargo, también observaron que a una concentracion de 1,500
mg/L de Cu, en la raiz causa el aumento del S, esto como consecuencia del aumento en la sintesis
de compuestos ricos en S involucrados en la tolerancia al metal, como: glucosinolatos,
metalotioneinas y fitoquelatinas. Por ultimo, Tyler (1976) observo que una reduccion del P en la
planta, que relacionaron con la inhibicion de la actividad de la fosfatasa por el exceso de Cu,

provoco una disminucion en la disponibilidad del nutriente.

En el presente trabajo, los resultados mostraron que la poblacion de Hermosillo tuvo una
mayor area fotosintética, sin embargo, esto no resultd en una mayor translocacion del Cu a las
hojas en comparacion con la poblacion de Nacozari. Contrario a este resultado, en el tejido seco
de la raiz la poblacion de Nacozari mostré una mayor concentracion del metal que las plantas de

la poblacién de Hermosillo.

Respecto a este cambio de concentracion del Cu en las hojas y en la raiz para ambas
poblaciones no se reflejo en efectos adversos en la homeostasis de alguno de los microelementos

evaluados en este experimento.

A nivel del tejido seco de hoja, los minerales P, S, Mn, K, Fe y Ca no mostraron diferencias
significativas por el incremento del Cu en el sustrato, sin embargo, el Zn y el Cl si mostraron

diferencias. En cuanto a la diferencia entre poblaciones en el tejido seco de la hoja, la poblacion
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de Nacozari mostr6 una mayor concentraciéon de P y Mn, y la poblacion de Hermosillo mostrd

una mayor concentracion de Fe y Zn.

A nivel del tejido seco de la raiz, los minerales P, S, Mn, K, Zn y Cl no mostraron diferencias
significativas por el incremento del Cu en el sustrato, sin embargo, el Fe y el Ca si mostraron
diferencias. En cuanto a la diferencia entre poblaciones en el tejido seco de la raiz, la poblacion
de Nacozari mostré una mayor concentracion de P, Mn, Z, Ca y Cl, y la poblacion de Hermosillo

mostrod una mayor concentracion de S.

El efecto del Cu en el balance de nutrientes minerales fue diferente en los 6rganos (hojas y
raices) y para ambas poblaciones. En las hojas el incremento del Cu en el tejido seco produjo en
la poblacion de Nacozari un incremento en Zn y Cl. En las raices, con el aumento del Cu se

produjo un decremento de Fe y Ca.

De acuerdo a lo reportado por Dominguez-Solis et al. (2001) la compartimentalizacion del Cu
dentro del tejido seco de las plantas funciona como neutralizador del efecto toxico del metal que
podria derivar en la modificacién de la homeostasis en algunos nutrientes minerales como el S.
En este experimento, como se pudo observar en el tejido seco de las plantas de B. sarothroides el

incremento de Cu no afecto la concentracion de este mineral.

Lequeux et al. (2010) reportaron que las plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con Cu
presentan una inesperada acumulacion de Zn en las raices, ya que las vias de adquisicion del Zn y
el Cu se encuentran relacionadas, a pesar de, esto podria ser parcial. Esto concuerda con los
resultados obtenidos en B. sarothroides para ambas poblaciones, donde se pudo observar que en
algunos tratamientos hubo un aumento en la concentracion del Zn en relacion al aumento del Cu

dentro de tejido de hojas.

En cuento a la concentracion de Ca y Mn tampoco se observaron efectos adversos por el
incremento de Cu en el sustrato. Esto indica, una vez mas, que el Cu es neutralizado a nivel de
tejido. Este hecho es evidente ya que en diversos estudios se ha reportado en plantas no tolerantes

al Cu, como son Vitis vinifera L. y de Spinacia oleracea L. (Han & Sakae., 1993; Llorens et al.,
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2000), que el Ca y el Mn estan involucrados en la actividad fotosintética y en el mantenimiento
estructural del aparato fotosintético (Homann, 2002). Otros trabajos ya han demostrado que las
concentraciones externas de Cu mayores a 20 mg/L inhiben los procesos de la fotosintesis en las
plantas de Vigna mungo L. (Bibi & Hussain, 2005) y de Hordeum vulgare L. (Vassilev et al.,
2002).

Por lo anterior, cabe sefialar que la concentracion de Mn y Zn entre poblaciones mostraron
diferencias significativas tanto en el tejido seco de las hojas como de las raices, donde la
poblacion de Nacozari presentd una mayor concentracion de Mn en hoja y raiz, sin embargo, la
poblacion de Hermosillo presentd una mayor concentracion de Zn en hoja y una menor
concentracion en raiz con respecto a la poblacion de Nacozari. En este sentido, se ha encontrado
que las variaciones de minerales como S, Mg, Fe y Zn varian dependiendo de la especie de planta
(Ke et al., 2007). Shiavon et al. (2007), encontraron que las plantas con mayor tolerancia al Cu
mostraban una menor reduccion en el contenido de S, Fe y Mn, lo que sugiere que la tolerancia al

Cu puede estar correlacionada con el mantenimiento de la homeostasis de nutrientes.

Referente a la concentracion de Fe en el tejido seco de la hoja y la raiz, en este trabajo no se
mostro diferencias aparentes por el incremento del Cu en el sustrato. De acuerdo con Lequeux et
al., 2010, cuando se presentan sintomas de toxicidad el Cu actua como antagonista en la
absorcion de Fe, esto se ve reflejado en una clorosis intervenal, el cual es un sintoma tipico de

una deficiencia de hierro (Taylor & Foy, 1985).

Por ultimo, con los resultados obtenidos en el presente trabajo, en los pardmetros de
crecimiento se demostré que B. sarothroides a nivel de planta joven tiene mayor asignacion de
biomasa a los 6rganos aéreos, principalmente a las hojas. De igual manera, ambas poblaciones de
plantas tuvieron la capacidad de tolerar el incremento del Cu (con concentraciones de 100, 500 y
1000 pg/kg). Sin embargo, ambas poblaciones de B. sarothroides presentaron diferencias en el
crecimiento de los organos fotosintéticos, donde las hojas de la poblacién del sitio contaminado
(Nacozari) tuvieron una menor produccion de biomasa, una menor area foliar y una mayor

densidad o grosor. Dichas diferencias repercutieron en el pardmetro fisiologico NAR y los
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valores de Fv/Fm y Plsss donde las plantas de Nacozari de Garcia tuvieron una respuesta mas

eficiente en la fotosintesis.

Se observo que las plantas de ambas poblaciones presentaron variaciones durante el tiempo en
la eficiencia fotosintética, producto del aumento en tamafio de las hojas que conlleva a ajustes
metabolicos. Las plantas de B. sarothroides mostraron un aumento en la concentracion del Cu en
el tejido de hojas y raices como consecuencia del incremento del Cu en el medio. Ambas
poblaciones tuvieron una mayor concentracion de este metal en las raices. La poblacion de
Nacozari tuvo una mayor concentracion de Cu en la raiz que la poblacion de Hermosillo.
Posiblemente porque el balance de este metal depende de la demanda nutrimental de los 6rganos
aéreos, es decir, cuando se posee una mayor area fotosintética hay una mayor translocacién de

minerales esenciales.

La tolerancia de B. sarothroides al Cu no depende del sitio de origen de las plantas (sitio
contaminado y sitio no-contaminado) sino a caracteristicas constitutivas que le permiten a esta
especie tolerar altas concentraciones de Cu dentro y fuera de los tejidos sin efectos adversos bajo

las concentraciones aqui aplicadas.

8. Conclusiones

— Este trabajo es el primero en evaluar la respuesta de tolerancia de Baccharis sarothroides al
Cu, proveniente de dos sitios en el estado de Sonora [Hermosillo (sitio no-contaminado) y
Nacozari de Garcia (sitio contaminado por Cu)], a nivel de plantula y de planta joven. Se
evalud la tolerancia de las plantas a través de un analisis integral en el crecimiento, la
eficiencia fotosintética y la acumulacion del Cu en el tejido de hojas y raices.

— Las semillas de B. sarothroides provenientes de la poblacion de Hermosillo fueron
significativamente mas grandes que las semillas de la poblaciéon de Nacozari de Garcia. Lo
cual sugiere un cambio morfologico, en peso y tamafio se las semillas, determinado por las

condiciones bidticas y abioticas de las plantas madre, de ambas poblaciones.
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La diferencia en el tamafio de la semilla de ambas poblaciones no repercuti6 en su tolerancia
al Cu a nivel de plantula, no obstante se pudo observar que las plantulas de la poblacion de
Nacozari de Garcia tuvieron una mayor asignacion de biomasa que las plantulas de la
poblacion de Hermosillo.

A nivel de planta joven no se detectaron diferencias significativas entre las poblaciones en el
crecimiento y eficiencia fotosintética con el incremento del Cu. Dicho resultado sugiere que la
tolerancia de B. sarothroides no depende del sitio de origen de las plantas sino de
caracteristicas constitutivas de la especie, que les permitid6 a ambas poblaciones tolerar altas
concentraciones de Cu dentro y fuera de los tejidos sin presentar efectos adversos.

Las plantas de ambas poblaciones de B. sarothroides tuvieron diferencias significativas en el
crecimiento de los organos fotosintéticos, donde las hojas de la poblacion de Nacozari de
Garcia tuvieron una menor produccion de biomasa, una menor area foliar y una mayor
densidad o grosor de hojas. Dichas diferencias repercutieron en el parametro fisioldgico NAR
y los valores de Fv/Fm y Plsss donde las plantas de Nacozari de Garcia tuvieron una respuesta
mas eficiente en la fotosintesis.

Los 6rganos fotosintéticos en la poblacion de Nacozari de Garcia fueron de menor tamafio y
esto se vio reflejado en una mayor eficiencia fotosintética y un mejor balance de los nutrientes
minerales en hojas y raiz.

Las plantas de ambas poblaciones presentaron variaciones durante el tiempo en la eficiencia
fotosintética, producto del aumento en tamafio de las hojas.

Las plantas mostraron un aumento en la concentracion del Cu en el tejido de hojas y raices
como consecuencia del incremento del Cu en el medio, siendo significativamente mayor la
concentracion de Cu en la raiz. Ambas poblaciones tuvieron una mayor concentracion de este
metal en las raices. La poblacién de Nacozari tuvo una mayor concentracion de Cu en la raiz
que la de Hermosillo.

En la asimilacién y asignacion de nutrientes minerales no se observd un desbalance que
afectara la tasa de crecimiento para ambas poblaciones, lo que indica un ajuste metabdlico

eficiente en B. sarothroides en ambas poblaciones.
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9. Perspectivas

— Las diferencias en peso y tamafo que se observaron en las semillas no repercutieron en la
tolerancia al Cu de las plantas de B. sarothroides provenientes de un sitio contaminado
(Nacozari de Garcia) y el sitio no-contaminado (Hermosillo). No obstante, seria sustancial
reconocer el papel de los cambios frecuentes en ambos sitios en la humedad, cantidad de luz,
disponibilidad de agua y disponibilidad de ciertos nutrientes que pudieran modificar los
ajustes metabolicos y de tolerancia al Cu de esta especie. Por lo tanto, si efectivamente las
plantas de ambos sitios de B. sarothroides no presentan diferencias significativas ante el
incremento del Cu, se podria complementar estos resultados con experimentos en invernadero,
en campo y/o en experimentos reciprocos con suelo contaminado y no-contaminado.

— Debido a que en el analisis de biomasa seca en plantulas de B. sarothroides no se observaron
sintomas de toxicidad por el incremento del Cu (0, 0.4, 2, 4, 10, 50 y 100 uM), seria
conveniente probar concentraciones superiores para obtener la grafica de dosis-respuesta para
esta especie, y asi conocer su umbral de tolerancia.

— La medicion de la eficiencia fotosintética in situ fue una herramienta conveniente para el
estudio de las alteraciones funcionales de B. sarothroides en condiciones controladas, y podria
complementarse con la medicion de la eficiencia fotosintética en invernadero y/o en campo
con el mismo sistema, el cual permite detectar el estrés por Cu en diferentes tiempos sin el
riesgo de comprometer el tejido de las plantas.

— También seria util complementar la eficiencia de la fotosintesis con estudios de la asimilacion
neta de CO2 en las hojas a diferentes tiempos, para detectar diferencias en las propiedades
fotosintéticas de las hojas.

— En este estudio se registrdo que el Cu fue acumulado en los tejidos de las plantas pero no se
analizd la movilizacioén del metal en los diferentes tejidos, por esta razén se podrian utilizar
técnicas histologicas en estudios posteriores para saber mas acerca del comportamiento de este
16n metalico dentro de las células de los diferentes tejidos.

— Determinar el balance nutrimental de los elementos esenciales en los tejidos vegetales de B.

sarothroides a diferentes edades podria ser de utilidad para conocer los cambios en la
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asignacion de nutrientes durante su crecimiento vegetativo y observar el efecto del Cu sobre
dicho balance, bajo condiciones controladas y/o en campo.

Se podria probar de qué manera el componente genético, la contaminacion del metal pesado, y
las condiciones ajenas a la historia de contaminacion del suelo (como la influencia de la luz, el
clima y la disponibilidad de nutrientes) estan afectando la respuesta bioquimica y fisiologica
de B. sarothroides en las plantas de un sitio contaminado con Cu y un ambiente no-
contaminado.

En este estudio se observd que B. sarothroides (especie nativa de un sitio-contaminado por Cu
y un sitio no-contaminado) tiene la capacidad de tolerar altas concentraciones de Cu en dos de
sus etapas de crecimiento (plantula y planta joven) independientemente de la fuente del
germoplasma. Es decir, las plantas de B. sarothroides tienen un gran potencial para su
utilizacion en proyectos de restauracion de suelos mineros contaminados por Cu en el estado

de Sonora, México.
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11. Anexos

Anexo 1.

Nutrientes esenciales y Solucion Hoagland

Tabla 6. Resumen de las funciones de los nutrientes inorgénicos en las plantas. Las partes por
millon (ppm) es igual a las unidades en peso de un elemento por millon de unidades del material
de la planta secado al horno; 1% es igual a 10,000 ppm (Raven et al., 1992).

Forma Principal

Concentracion

Elemento en que el usual en plantas Funciones importantes
elemento es sanas (% del peso
absorbido en seco)

Macronutrientes

Potasio K* 0.5-6% Enzimas, aminoacidos, y sintesis de
proteinas. Activador de muchas enzimas.
Apertura y cierre de estomas.

Calcio Ca?* 0.2-3.5% Calcio de las paredes celulares. Cofactor
enzimdtico.  Permeabilidad  celular.
Componente de la calmodulina, un
regulador de la membrana y de las
actividades enzimaticas.

Fésforo  H2PO2 0 HPO4*  0.1-0.8% Formacion de compuestos fosfatados de
“alta energia” (ATP, ADP). Acidos
nucleicos. Fosfoliracion de azucares.
Varias coenzimas esenciales.
Fosfolipidos.

Magnesio Mg** 0.1-0.8% Parte de la molécula de clorofila.
Activador de muchas enzimas.

Azufre SO4* 0.05-1% Algunos aminoédcidos 'y proteinas.
Coenzima A.

Micronutrientes
Hierro Fe?" o Fe** 25-300 ppm Sintesis de clorofila, citocromos y

Cloro Cl
Cobre Cu*"
Magnesio Mn*"
Zinc Zn**

Boro BOs3 0 BsO7*
Molibdeno MoO4*

10-10,000 ppm

4-30 ppm
15-800 ppm
15-800 ppm
5-75 ppm
0.1-5.9 ppm

nitrogenasa.

Osmosis y equilibrio 10nico;
probablemente esencial en reacciones
fotosintéticas que producen oxigeno.
Activador de ciertas enzimas

Activador de ciertas enzimas

Activador de ciertas enzimas

Influencia la utilizaciéon de Ca*?.

Fijacion del nitrégeno. Reduccion del
nitrato
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Tabla 7. Solucién de Hoagland modificada a una quinta potencia. Los macronutrientes se afiaden
por separado, a partir de las soluciones stock. Para la solucién con micronutrientes esta se prepara
sin el Fe. Al Fe se le afiade un quelante -4cido etilendiaminotetraacético- (EDTA). (Zheng et al.,
1998; Nian et al., 2000).

Macronutrimentos Concentracion final / L
Nitrato de calcio tetrahidratado, I mM
Ca (NO3) 4 H20

Nitrato de potasio, I mM
KNO:3

Sulfato de Magnesio heptahidratado, 0.4 mM
MgSO4 7 H20

Fosfato de amonio, 0.2 mM
NH4H2PO4

Micronutrimentos Concentracion final / L
Sulfato ferroso, 20 uM
FeSO4 7 H20 -EDTA

Acido bérico, 3 uM
H3BO:3

Cloruro manganoso tetrahidratado, 0.5 uM
MnClz 4 H20

Sulfato de cobre pentahidratado, 0.2 uM
CuSOs4 5 H20

Sulfato de zinc heptahidratado, 0.4 uM
ZnS04 7 H20

Molibdato de amonio tetrahidratado, 1 uM
(NH4)sM07024 4 H20O

Los analisis quimicos que determinan los nutrientes inorgénicos esenciales presentes en las
plantas son utiles para conocer la cantidad relativa de los distintos elementos necesarios para el
crecimiento normal de las diferentes especies. En las plantas las concentraciones de los distintos
elementos varian ampliamente (Tabla 11). Considerando las concentraciones usuales de los
elementos se les pueden dividir en dos grandes grupos: los macronutrimentos y micronutrimentos
(Tabla 12). Ciertas especies o grupos taxonOmicos de plantas se caracterizan por contener
cantidades inusuales de ciertos elementos. Asi pues, las concentraciones de algunos elementos en
las plantas que crecen en un mismo medio con los mismos nutrientes pueden llegar a diferir

(Raven et al., 1992).
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Hoagland & Arnon (1950) desarrollaron una solucién nutritiva para sistemas hidroponicos que
provee estos mismos nutrientes esenciales a las plantas, en condiciones controladas, para el
crecimiento de un gran niimero de plantas. A través de los afios se han realizado modificaciones
para evitar la deficiencia o toxicidad de nutrientes para ciertas plantas con requerimientos

especificos.

En la solucion de Hoagland, las concentraciones modificadas de estos elementos son idoneas
para evitar sintomas de estrés, este orden de magnitud, superior de los elementos para las raices
vegetales, permite el cultivo de las plantas en el medio durante largos periodos sin necesidad de
reemplazar los nutrientes. No obstante, la solucion se llega a diluir varias veces con recambios
frecuentes para evitar fluctuaciones en las concentraciones de nutrientes del medio y del tejido
vegetal, y mantener un pH requerido, sobre todo al trabajar tolerancia a metales pesados como el

Cu, Zny Al (Zheng et al., 1998; Nian et al., 2002).

Anexo I1I.

Fluorescencia de la clorofila a (Chl a)

La fotosintesis es un proceso fotoquimico donde las plantas llevan a cabo la conversion de la
energia luminica, en glucosa y ATP. La luz de manera general es transmitida, reflejada y
absorbida gracias a las antenas moleculares que se encuentran en la membrana de los tilacoides

dentro de los cloroplastos (Figura 29) (Taiz & Zeiger, 20006).

El proceso de la fotosintesis involucra una reaccion de 6xido-reduccion del agua, en la que sus
electrones son cedidos al carbono proveniente del CO2, y como resultado se libera oxigeno y se

obtiene una molécula de glucosa a través del proceso de glucolisis (Taiz & Zeiger, 2006).

Las moléculas que captan la energia luminosa para utilizarla durante el transporte de
electrones se denominan pigmentos fotosintéticos. El principal pigmento y el responsable de la

emision de la fluorescencia es la clorofila a. Este pigmento tiene dos picos maximos de absorcion
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de 663 y 420 nm, a este rango se le denomina radiacion fotosintéticamente activa (Photosyntetic

Active Radiation, PAR) (Maxwell & Johnson, 2000).

Parte de la fraccion de luz es utilizada para la fotosintesis, conversion de la energia en trabajo
quimicamente Util. La energia sobrante es disipada principalmente por un proceso no-
fotoquimico como la liberacién de calor, por la transferencia de energia a otra molécula
suficientemente cercanas a los complejos fotosintéticos o la reemision de la energia luminosa en
forma de fluorescencia. Esta distribucion de la energia ocurre de manera simultanea, de tal forma
que el incremento en la eficiencia de uno de ellos, resultara en la disminucion de los otros dos

(Maxwell & Johnson, 2000).

La fluorescencia es el proceso donde la clorofila en estado de excitacion re-emite un foton
hasta volver a su estado fundamental o de minima energia. La longitud de onda fluorescente es
ligeramente mas larga que la longitud de onda de absorcion ya que parte de la energia se

convierte en calor antes de que el foton sea re-emitido por fluorescencia (Taiz & Zeiger, 2006).

La emision de fluorescencia aumenta cuando la intensidad con que se ilumina la planta
sobrepasa la de saturacion de la velocidad fotosintética, cuando disminuye la concentracion de
CO2 o cuando se aplican inhibidores de la fotosintesis. Por esta razon a través de la medicion del
rendimiento de la fluorescencia de la clorofila a se puede obtener informacién fotoquimica y de
la disipacion térmica de la energia generada por estrés, por ejemplo estrés por metales pesados

(Maxwell & Johnson, 2000).
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Energia solar K

P

Figura 28. Procesos fotoquimicos en las plantas. Luz transmitida, reflejada y absorbida. (HIL,
20006).

Los complejos antena denominados fotosistemas (PS), tienen picos maximos de absorcion, y
son, fotosistema P700 (PSI) y P680 (PSII). Es precisamente el P700 responsable directo de la
fluorescencia a 740 nm (pico infrarrojo) y el P680 de la fluorescencia de 690 nm (pico rojo),
debido al intercalado de electrones que existe entre ambos fotosistemas al ser capaces de ceder

electrones (Gonzalez et al., 2008).

La medicion de los efectos de diversos factores que afectan al proceso fotosintético a través de
la fluorescencia fue observado por primera vez por Kautsky e al. (1960). En este experimento
encontraron que al transferir el material fotosintético de la oscuridad a la luz, se daba un aumento
en el rendimiento de la fluorescencia de la clorofila durante un periodo de tiempo de alrededor de
1 segundo. Este aumento posteriormente se explicé como la consecuencia de la reduccion de los
aceptores de electrones de la via fotosintética, justo por debajo del PSII, marcadamente en la

plastoquinona y en particular en plastoquinona Qa (Figura 30) (Gonzalez et al., 2008).
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Figura 29. Cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del PSII en la fase rapida y su

relacion con las reacciones en la cadena transportadora de electrones. O, es el valor minimo de la
fluorescencia (Fo). Aparece alrededor de los 50us y en ese momento todos los centros de

reaccion estan oxidados “abiertos”. J, se desarrolla a los 2 ms (Fr= Fams) y esta relacionada con la
reduccion parcial de la Qa. I, se desarrolla a los 20 ms (Fi= Faoms) y esta relacionada con la
reducciodn parcial de la Qa y Qs. P, es el valor maximo de la fluorescencia (Fm). En este momento

todos los centros de reaccion estan reducidos “cerrados” (Gonzalez et al., 2008).

De tal manera que cuando el fotosistema absorbe la energia fotonica y este ha excitado a los
pigmentos y estos a su vez han cedido y aceptado un electrén, el PSII no es capaz de aceptar otro
electrén hasta que éste haya pasado al siguiente estado, la plastoquinona (Qs). Durante este

periodo, el centro de reaccion se dice que se encuentra en estado “cerrado”. Por tal razén, en un
punto cuando todos los centros de reaccion se encuentran cerrados se conduce a la reduccion en
general de la eficiencia fotoquimica y asi al aumento correspondiente de la fluorescencia, pues

ahora ya no podré absorber mas energia, aumentando la disipacion de la misma (Gonzalez et al.,
2008).

Por ende, cuando la hoja se adapta a la oscuridad y después se le aplica una luz intensa, los
centros de reaccion del PSII se saturan y se cierran inmediata y progresivamente, aumentando el
rendimiento de la fluorescencia de la clorofila, a raiz de esto presenta un nivel maximo y después

un decaimiento, sobre una escala de tiempo de pocos minutos (Gonzalez et al., 2008).
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Paralelo al cierre de estos centros, se da la migracion de los electrones del PSII gracias a
enzimas activadas encargadas del metabolismo del carbono y a la apertura de estomas, fendémeno

que se conoce como, “Amortiguamiento fotoquimico” (Figura 31) (Figueroa & Gomez, 2001).

planta adaptada a planta adaptadaa luz
oscuridad

Fm- - ~"""""""""7"77°7°°
amortiguamiento
o fotogquimico

Fv

amortiguamiento
fotogquimico

- ., W T, R
!
O—L-----mm- - 2
% % ? # ﬁ #Pulso de rojo lejano
Luz de :
i ik PUlso de Encendido Apagado{d_e Lol
= de la luz luz actinica
saruracién s
actinica

Figura 30. Parametros de fluorescencia en hojas tratadas en oscuridad y luz utilizando la técnica
de pulsos de amplitud modulada de la fluorescencia de la clorofila asociada al PSII. Rendimiento
cuantico optimo (Fv/Fm= Fm-Fo/Fm). Rendimiento cuéntico efectivo (AF/Fm’= Fm’-F/Fm’).
Amortiguamiento fotoquimico [qP = (Fm’-Ft) / (Fm’-Fo)] y excitacion no fotoquimica [qN =1 -
(Fm’-Fo) / (Fm’-Fo)] (Figueroa & Gdémez, 2001).
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Anexo III.

Tabla 8. Parametros de crecimiento de B. sarothroides con diferentes tratamientos de CuSO4
(Control, 100, 500 y 1000 pg de Cu /kg de suelo) para la poblacion de Hermosillo y Nacozari.
N=10 por tratamiento para cada poblacion, cada valor representa la media = su desviacion

estandar.
Hermosillo
Parametros de Tratamientos
crecimiento* Control 100 pg/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg
Biomasa 0.1493 + 0.0398 0.1320 + 0.0472 0.1568 + 0.0580 0.1449 + 0.0666
AGR 0.0174 + 0.0056 0.0141 + 0.0053 0.0150 + 0.0075 0.0162 + 0.0060
RGR 0.0474 + 0.0057 0.0442 = 0.0057 0.0449 + 0.0061 0.0461 + 0.0069
NAR 0.0002 + 0.0000 0.0001 + 0.0000 0.0002 £ 0.0001 0.0002 = 0.0001
LAR 310.2065 £ 21.4006 | 333.2691 £45.4138 | 301.7271£36.7160 | 311.1126+ 56.2078
SLA 512.3362£27.6197 | 537.6260 +44.5856 | 495.8232+36.8522 | 509.3036+ 66.1315
LWR 0.6058 + 0.0231 0.6186 = 0.0357 0.6027 + 0.0415 0.6040 + 0.0457
SWR 0.2206 + 0.0178 0.2141 + 0.0264 0.2215 + 0.0247 0.2246 + 0.0277
RWR 0.1736 = 0.0135 0.1674 + 0.1674 0.1758 £0.0198 0.1714 + 0.0225
i;’:ﬁi‘t‘;‘l‘zs 0.2042 + 0.0398 0.1869 + 0.0472 0.02117 % 0.0580 0.1998 % 0.0666
Nacozari
Control 100 pg/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg
Biomasa 0.1208 + 0.0306 0.0915 +0.0485 0.1200 +0.0305 0.1018 + 0.0357
AGR 0.0185 + 0.0077 0.0178 + 0.0068 0.0131 + 0.0066 0.0156 +0.0073
RGR 0.0472 +0.0076 0.0466 + 0.0080 0.0417 + 0.0080 0.0445 + 0.0076
NAR 0.0002 + 0.0001 0.0002 + 0.0001 0.0002 + 0.0000 0.0002 + 0.0001
LAR 243.4655 +32.4406 | 2552003 +38.2968 | 251.9303 +£25.6813 | 254.4092 +26.2615
SLA 4292045 +£43.2918 | 4229191 +422843 | 424.1502+33.4273 | 436.4415 +38.3290
LWR 0.5675 + 0.0360 0.6002 + 0.0423 0.5955 + 0.0298 0.5897 + 0.0362
SWR 0.2752 + 0.2752 0.2538 + 0.0340 0.2475 + 0.0249 0.2618 +0.0319
RWR 0.1573 £0.0109 0.1460 + 0.0192 0.1570 + 0.0111 0.1502 + 0.0135
gf:ﬁ?&?ﬁ 0.1780 +0.0306 0.1497 + 0.0485 0.1772 £ 0.0305 0.1590.0357

* Biomasa (g); AGR (g dia); RGR (g g dia'); NAR (mg cm™ dia'); LAR (cm? g'); SLA (¢cm? g'); LWR,
SWR, RWR y Coeficiente Alométrico (sin unidades).
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Tabla 9. Produccion cuantica méxima de la fotoquimica primaria (Fv/Fm) de B. sarothroides
con diferentes tratamientos de CuSO4 (Control, 100, 500 y 1000 pg de Cu /kg de suelo) para la

poblacion de Hermosillo y Nacozari. N=5 por tratamiento para cada poblacion, cada valor
representa la media + su desviacion estandar.

Hermosillo
Dias de tratamiento

Tratamiento

4 17 31 46 60
Control 0.8388 +0.0049 | 0.8418 = 0.0059 | 0.8450 +0.0038 | 0.8434 +0.0048 | 0.8395 +0.0046
100 pg/kg 0.8381 +0.0040 | 0.8423 +0.0080 | 0.8456 +0.0036 | 0.8414 +0.0049 | 0.8384 +0.0070
500 ng/kg 0.8343 £ 0.0061 | 0.8393 + 0.0034 | 0.8457 +0.0036 | 0.8416 + 0.0037 | 0.8406 + 0.0070
1000 ug/kg 0.8353 +£0.0074 | 0.8415+0.0077 | 0.8393 +0.0045 | 0.8381 £0.0036 | 0.8325 +0.0058

Nacozari

4 17 31 46 60
Control 0.8415+0.0030 | 0.8398 +0.0053 | 0.8430 +0.0043 | 0.8407 £0.0063 | 0.8376 + 0.0043
100 pg/kg 0.8376 £ 0.0038 | 0.8402 + 0.0069 | 0.8416 +0.0065 | 0.8392 +0.0043 | 0.8368 = 0.0045
500 ng/kg 0.8358 £ 0.0042 | 0.8398 + 0.0058 | 0.8377 = 0.0052 | 0.8372 + 0.0066 | 0.8340 & 0.0056
1000 pg/kg 0.8431 +0.0033 | 0.8433 +0.0076 | 0.8418 +0.0086 | 0.8400 £+ 0.0058 | 0.8384 +0.0031
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Tabla 10. indice de eficiencia fotosintética (Plss) de B. sarothroides con diferentes
tratamientos de CuSO4 (Control, 100, 500 y 1000 pg de Cu /kg de suelo) para la poblacion de
Hermosillo y Nacozari. N=5 por tratamiento para cada poblacion, cada valor representa la media
+ su desviacion estandar.

Hermosillo
Dias de tratamiento

Tratamiento

4 17 31 46 60
Control 2.5114+0.2372 | 2.3829+0.4831 | 2.4323 £0.2755 | 2.6641 £0.3318 | 2.2211 +£0.3766
100 pg/kg 2.0709 £ 0.2223 | 2.5669 + 0.3094 | 2.3918 £ 0.4382 | 2.4137 £0.2608 | 2.3615 £ 0.3499
500 pg/kg | 2.0924+0.1717 | 2.3743 02756 | 2.6181 +0.2368 | 2.5930 +0.1466 | 2.5842 = 0.1844
1000 ug/kg 2.1433 +£0.2598 | 2.1535+0.4316 | 2.4281 +£0.3806 | 2.5536 +£0.4959 | 2.3401 +0.4014

Nacozari

4 17 31 46 60
Control 2.8171 £0.3033 | 2.5729 £ 0.3925 | 2.4306 + 0.3722 | 2.5482 +£0.3764 | 2.5779 £ 0.4184
100 ug/kg 2.4950 £ 0.2776 | 2.6313 +£0.1486 | 2.4689 = 0.4347 | 2.4311 £0.2617 | 2.4042 £ (0.2440
500 pg/kg 2.5518 £0.2890 | 2.3733 £0.2154 | 2.4249 + 0.4021 | 2.5472 £0.2321 | 2.4113 £0.1710
1000 pg/kg 2.9035+0.3894 | 2.8355+0.5089 | 2.5970 £ 0.4866 | 2.6103 £0.3597 | 2.5216 £ 0.0894
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Tabla 11. Concentracion mineral (ppm) en el tejido seco de las hojas de dos poblaciones de B.
sarothroides con diferentes tratamientos de CuSOa4 (Control, 100, 500 y 1000 pg de Cu /kg de
suelo). N=10 por tratamiento para cada poblacion, cada valor representa la media + su desviacion

estandar.
Hermosillo
Control 100 ng/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg

Cu 10£2.1075 11+ 1.4474 14 +3.5581 18 +£4.6340

P 1574 £ 582.0202 1745 + 846.7125 1443 +£708.5842 1570 £ 607.2728

S 4456 + 538.1729 4851 + 598.4347 4886 + 642.3697 4633 + 524.0079
Mn 275 £50.4763 248 £37.1422 233 £43.1842 263 £56.7699
K 64760 = 2933.2680 63570 + 7686.4822 59976 + 6687.8301 58439 £ 6910.5413
Fe 262 £87.3175 230 £57.4244 232 £64.5682 311 £152.9346
Zn 97 +£24.1077 98 +19.9866 97 £ 15.7898 85 +£9.9541
Ca 9084 £ 1737.1125 8437 £1215.5205 7815 £1659.4632 9046 £ 1899.9384
Cl 6757 +2111.9943 5914 £ 1519.5965 6468 + 1181.1929 5530 +2144.0734

Nacozari
Control 100 ng/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg

Cu 9+ 1.0867 9+ 1.0629 14 +3.9086 16 +3.0878

P 2495 + 2231.5840 2334 +592.5297 1918 + 646.3482 1866 + 466.3079

S 4467 = 715.5026 5932 +2844.1981 4345 + 540.8574 4504 + 842.7666
Mn 352 £83.0359 326 £102.1855 303 +106.0258 328 + 89.0598
K 65183 + 6577.5382 66204 £ 7115.3374 61325 +3444.6530 60797 + 6125.5405
Fe 207 +£32.5610 222+ 71.1518 216 +34.4432 204 + 14.2948
Zn 68 +9.76469 56 +9.38904 74 £13.0180 73 £11.5546
Ca 8131 £ 1419.3449 8268 + 1142.2983 7753 £ 1181.5261 8467 £ 1322.0871
Cl 6158 £2591.8267 8081 +£2413.6879 5571 £2289.2207 7257 +2275.9020
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Tabla 12. Concentracion mineral (ppm) en el tejido seco de la raiz de dos poblaciones de B.
sarothroides con diferentes tratamientos de CuSOa4 (Control, 100, 500 y 1000 pg de Cu /kg de
suelo). N=10 por tratamiento para cada poblacion, cada valor representa la media + su desviacion

estandar.
Hermosillo
Control 100 ng/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg
Cu 74 £25.3827 93 +32.9756 73+ 17.6194 101 £25.8890
P 287 £ 122.5315 369 +234.5158 366 + 227.4667 346 +201.8920
S 6640 = 1771.5554 7415 £ 1405.8427 7919 £ 1940.3518 7356 + 1564.3359
Mn 81 £11.6670 77+ 16.1820 77+ 16.4580 73 £12.9099
K 44730 £ 7358.4370 49618 £1605.9832 55995 + 7495.8686 50705 + 0630.3442
Fe 313+£63.1210 228 £57.7679 198 +£47.8301 263 +146.2310
Zn 74 £12.8212 86 £16.5738 93 +£25.2061 95 +31.4927
Ca 5337 £1422.8265 4073 = 1188.5783 3784 £968.6177 4359+ 1115.2085
Cl 4055 + 24554216 5262 +2895.5919 4253 +2207.0496 4370 +2782.1892
Nacozari
Control 100 ng/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg
Cu 97 +30.7470 115 £ 58.5478 153 £59.2213 112 +£25.3373
P 822 +731.122295 796 + 570.138842 926 £ 677.230879 1202 £ 1129.90235
S 6512 £1620.5613 6623 £2142.7140 7779 £2146.7729 6332+ 1981.7712
Mn 92 +20.4256 97 +25.4057 95 +22.3984 94 +23.2963
Fe 301 + 81.0528 253 £49.5211 259 £73.2752 258 £47.3857
Zn 97 £29.6526 100 £19.0573 112 +£25.3374 102 + 28.3136
K 44840 + 1887.7140 53102 +3299.7741 56707 £ 0739.7039 54972 +3004.7293
Ca 5403 £1198.6161 5436 = 1054.1780 4402 + 1464.4311 4868 + 972.5969
Cl

7601 +£6138.4088

10095 £+ 5201.5528

6846 +£2161.3944

9111 +2570.8946
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