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RESUMEN

En el presente trabajo se evalu6 el efecto del cobre en diferentes procesos
fisiolégicos de Fagopyrum esculentum (crecimiento, fotosintesis y nutricion) durante
su ciclo de vida. Las plantas de F. esculentum fueron tratadas con 0, 100, 500, 1000
y 2000 pg Cu/g de suelo en un periodo de 43 dias. Se evaluaron los efectos en el
crecimiento y la eficiencia cuantica maxima del PSIl, mediante un analisis de
crecimiento clasico y un analisis de la fluorescencia de la clorofila. Asimismo, por
medio de la técnica de fluorescencia de rayos X se determind la asimilacion vy
asignacion de cobre, fosforo, calcio, azufre, potasio, hierro, zinc y manganeso en
hojas y raices de plantas de F. esculentum. Todas las plantas sobrevivieron inclusive
a concentraciones de 2000 ug Cu/g de suelo. La presencia de Cu no genero efectos
adversos en los parametros de crecimiento clasico, asi como en la eficiencia
fotosintética, ya que no se detectaron diferencias significativas entre las plantas
control y las expuestas a Cu. No obstante, se observo una disminucion en el area
foliar total de las plantas expuestas a 2000 pg Cu/g, lo cual repercutid en la
disminucién de su biomasa seca final; sin embargo, la densidad y grosor de sus
hojas fue similar a las de los otros tratamientos, lo cual influyé en mantener una NAR,
una Fv/Fm y un Plass equivalentes a los de las plantas expuestas a otras

concentraciones de Cu.

Se detectd un incremento en la concentracion de Cu en hojas de F. esculentum en
consecuencia del aumento de Cu en el medio, a diferencia de su concentracion en
raices, donde no se observaron diferencias significativas. En cuanto a la proporcion

de P, Ca, Fe, Zn y Mg en hojas y raices, no se observaron diferencias significativas,
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sin embargo, la concentracion de S y K en las raices presento diferencias
significativas entre las plantas expuestas a las diferentes concentraciones de Cu,
pero no respecto a las plantas control. Los resultados obtenidos sugieren que la
respuesta de F. esculentum al Cu se relaciona con evitar los efectos tdéxicos en su

actividad fotosintética, en su estado nuticional, y, por ende, en su crecimiento.
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INTRODUCCION

La constante demanda y utilizacion de metales pesados por parte de la industria ha
provocado un aumento en la presencia de suelos con altas concentraciones de
estos, lo que se ha convertido en un tema de preocupacién ambiental, ecolégica y de
salud publica debido a los efectos perjudiciales que producen, tales como, cambio en
la estructura de comunidades, pérdida de la biodiversidad, toxicidad de alimentos y
efectos tdxicos en los seres vivos (Ashraf et al., 2010; Haque et al., 2008; Herrera-
Estrella y Guevara-Garcia, 2009; Nagajyoti et al., 2010; Prieto-Méndez et al., 2009;

Rueda-Saa et al., 2011).

En las plantas, los metales pesados son considerados uno de los factores de estrés
abidtico mas importantes, debido a los efectos adversos que provocan en su
crecimiento, desarrollo y productividad, ocasionados principalmente por efectos
toxicos como: la inactivacion de enzimas, interferencia en la absorcion de nutrientes,
estrés oxidativo, entre otros (Arguello et al., 2012; Clemens, 2006; Lal, 2010). Sin
embargo, algunos metales pesados como el zinc y el cobre son micronutrientes
esenciales para las plantas, por o que su deficiencia también puede tener efectos

adversos, como retraso en el crecimiento y marchitamiento (Taiz y Zeiger, 2010).
Metales pesados

El término metales pesados se utiliza para referirse a metales o metaloides con
densidades relativamente altas (>5 g cm) y peso atémico mayor a 20 (Ahmad et al.,
2010; Navari-lzzo y Rascio, 2011), como son: el cobalto (Co), el cadmio (Cd), el

plomo (Pb), el manganeso (Mn), el molibdeno (Mo), el cobre (Cu), el zinc (Zn) y el
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hierro (Fe) (Schutzendibel y Polle, 2002), que pueden producir efectos toxicos en los

organismos, incluso, a bajas concentraciones (Prieto-Mendéz et al., 2009).

Los metales pesados, se encuentran presentes en la corteza terrestre de forma
natural en concentraciones traza. En los suelos, sus porcentajes generalmente estan
entre 0.001 y 0.065 % para Cu, Zn, Pb, Ni, Cd y Cr, 10.0 % y 0.002 % para Fe y Mn
respectivamente (Ernst, 1974). Sin embargo, existen suelos con presencia de altas
concentraciones de metales pesados (suelos metaliferos), los cuales pueden tener
un origen geologico, como los suelos de serpentina, ricos en niquel Ni, Cr y Co
(Reeves, 2006; Vazquez-Glaria et al., 2006), o los suelos enriquecidos en Co y Cu
(Reeves, 2006), entre otros, o bien, tener un origen antropogénico, en los cuales las
altas concentraciones de metales pesados son resultado de actividades humanas
como la mineria, la manufactura y la agricultura (Herrera-Estrella y Guevara-Garcia,

2009; Hohl y Varma, 2010; Nagajyoti et al., 2010).

Dentro del grupo de los metales pesados algunos son micronutrientes esenciales
para el crecimiento y desarrollo 6ptimo de los organismos, como el Fe, Mn, Zn, Cu,
Co, Mo, el vanadio (V) y Ni (Rueda-Saa et al., 2011; Saxena y Misra, 2010;
Schutzendubel y Polle, 2002), mientras que el resto, Cd, Pb, uranio (U), talio (Tl), Cr,
plata (Ag) y mercurio (Hg), no tienen funciones metabdlicas conocidas y siempre son
toxicos para los organismos (Herrera-Estrella y Guevara-Garcia, 2009; Prieto-

Méndez et al., 2009).
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Metales pesados en plantas

De los metales pesados considerados esenciales para los organismos, Fe, Mn, Zn,
Cu, Mo y Ni son micronutrientes esenciales para las plantas, pero, cuando
sobrepasan su concentracién celular 6ptima, producen efectos téxicos (Barker y
Pilbeam, 2006; Taiz y Zeiger, 2010). Por esto, la respuesta de las plantas a metales
pesados depende tanto de la concentracion disponible para las células (respuesta
dosis-dependiente) (Figura 1) como de si el metal es esencial (Figura 1A), o, no
(Figura 1B) (Appenroth, 2010; Sharma y Dietz, 2006). La concentracion de metales
pesados disponible para las plantas depende de: el metal, su biodisponibilidad, la
especie y etapa de desarrollo de la planta, las condiciones ambientales (Chojnacka
et al., 2005; Prieto-Méndez et al., 2009) y las propiedades del suelo, como pH,
textura, capacidad de intercambio catidnico, contenido de materia organica, potencial
redox (Galan y Romero, 2008; Hooda, 2007; Prieto-Méndez et al., 2009; Ramirez-
Rodriguez et al., 2005), composicion ionica de la solucidon del suelo (Prieto-Méndez
et al., 2009), presencia de otros metales pesados (DalCorso, 2012) y contenido de

arcillas (Kabata-Pendias, 2011).
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Figura 1.- Curvas dosis-respuesta tipicas para (A) metales pesados esenciales, la
cual muestra tres zonas, la zona de deficiencia, la zona de concentracion 6ptima y la
zona de toxicidad, y, para (B) metales pesados no esenciales, la cual presenta dos
zonas, la de no efecto y la de toxicidad. Tomado y adaptado de Alloway (2013).

Toxicidad por metales pesados en plantas

La presencia o exceso de metales pesados en las células de las plantas produce
efectos toxicos a nivel molecular y celular como: la inactivaciéon de enzimas y
proteinas, ya sea por bloqueo o enmascaramiento del sitio activo debido a la alta
afinidad que tienen con grupos sulfhidrilo (-SH) (Arguello et al., 2012; Hall, 2002; Lal,
2010; Shah et al., 2010); desplazamiento de iones esenciales de moléculas y
proteinas (Hall, 2002), por ejemplo, el Zn*? puede desplazar al Mg*? en la RuBisCO
(Schutzendubel y Polle, 2002); interferencia en la absorcion de otros elementos como
Ca*?, Mg*?, NOs (Lal, 2010), p. €j., el cromo interfiere con la absorcion de Ca*? y
Mg*? en la soya (Shah et al., 2010); peroxidacién de membranas de cloroplastos y
tilacoides (Lal, 2010); inhibicion en la biosintesis de clorofila y carotenoides (Shu et

al.,, 2011); y disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos (Cassierra-
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Posada y Poveda, 2005). Ademas, los metales pesados pueden producir estrés
oxidativo, ya que inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
como el hidroxilo (OH-), anion peroxido (O2%), el superdxido (O2-) y el peroxido de
hidrégeno (H202), mediante la reacciéon de Fenton o de Haber-Weiss (Clemens,
2006). En la reaccion de Fenton, las ROS se forman a partir de la descomposicion de
peroxido de hidrégeno mediante la adicion de sales de hierro, como se muestra en la

siguiente ecuacion (Navarro-Aviio et al., 2007):
Fe*? +H,0; — Fe** + OH+ OH-

Ademas del hierro, otros metales de transicion como el Cu pueden generar radical
hidroxilo mediante esta reaccidén (Nagajyoti et al., 2010). En el caso de la reaccion de
Haber-Weiss se forma el radical hidroxilo en presencia de superoxido y peroxido de

hidrégeno como se muestra en la siguiente ecuacion:
H202 + O2 — O2 + OH" + OH-

Las ROS pueden provocar peroxidacion de membranas, induciendo cambios en su
composicion lipidica y en la fluidez, afectando su permeabilidad y por tanto el
transporte de electrones e iones, ademas, pueden modificar aminoacidos, proteinas

y ADN (Clemens, 2006; Hall, 2002; Navarro-Aviio et al., 2007).

La toxicidad por metales pesados afecta procesos fisiolégicos como crecimiento,
fotosintesis, germinacion, reproduccion y absorcidén de nutrientes, presentando
sintomas como la inhibicidn del crecimiento de raices y tallos, raices de color cafée,

disminucién en la produccion de biomasa, reduccion del area foliar, clorosis,
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necrosis, enrollamiento y marchitamiento de las hojas (Appenroth, 2010; Ashraf et al.,

2010; Shah et al., 2010).

Tolerancia a metales pesados

Hay plantas que pueden establecerse, crecer y desarrollarse en suelos que
contienen altas concentraciones de elementos potencialmente téxicos, lo que se
denomina tolerancia (Hall, 2002). La tolerancia a metales pesados involucra diversos
mecanismos de desintoxicacion que principalmente impiden el aumento de las
concentraciones de estos metales a niveles toxicos en sitios celulares sensibles,
evitando asi, los efectos nocivos (Hall, 2002). Estos mecanismos regulan la
absorcion, el transporte y la concentracion de metales pesados en las plantas y
pueden ser: (1) externos: hongos micorrizicos; o (2) internos: exudados radicales,
enlaces con la pared celular, quelacién y compartimentacién en la vacuola (Hall,

2002; Hooda, 2007).

Mecanismos Externos

Los hongos micorrizicos son microorganismos que forman una asociacién mutualista
con varias especies de plantas, y que pueden ser clasificados de acuerdo con el tipo
de colonizacion de la planta hospedera como: hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), que colonizan intracelularmente las raices de las plantas y hongos
ectomicorrizicos (HEM), que colonizan el medio extracelular de la raiz (Gonzalez-
Mendoza y Zapata-Pérez, 2008). La secrecion de sustancias quelantes como acidos
organicos, por parte del hongo micorrizico, o la adsorcidn de los iones metalicos a la

pared celular de diferentes estructuras del hongo micorrizico (Hall, 2002), son
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algunos de los mecanismos que se encuentran involucrados en la tolerancia a
metales pesados en plantas. En el caso de los HMA se presentan mecanismos
como: inmovilizacion extracelular de los metales mediante acidos organicos y
adsorcion de los metales a la pared celular de diferentes estructuras del hongo como
hifas y micelio extraradical, etcétera (Alvarado et al., 2011; Gonzalez-Mendoza y
Zapata-Pérez, 2008). Por otro lado, los HEM presentan mecanismos como: retencion
del metal en el micelio externo o el apoplasto del hongo (restringiendo su entrada a la
raiz) y secreciéon de quelantes como acidos organicos, entre otros (Alvarado et al.,

2011; Hall, 2002; Navarro-Aviio et al., 2007).

Mecanismos internos

Los exudados radicales son compuestos formados principalmente por &acidos
organicos (AO) de bajo peso molecular, como el citrato, el oxalato y el malato, que
pueden formar complejos con los metales pesados (Clemens, 2001; Hossain et al.,
2012). Los complejos AO-metal pueden facilitar la absorcion, inhibir la adquisicion,
incrementar la retencion intracelular e influir en el transporte a vacuolas de metales
pesados (Ma et al., 2005). Asimismo, pueden influir en la solubilidad, movilidad y
biodisponibilidad de los metales pesados mediante acidificacion, precipitacion o
quelacion en la rizésfera (Gonzalez-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008). Por ejemplo, se
ha observado que plantas expuestas a metales como el Al o a metales pesados
como el Ni presentan una mayor produccion de AO, lo que se encuentra relacionado

con una menor absorcion de estos metales (Salt et al., 2000; Zheng et al., 1998).
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La union de los metales pesados a componentes de la pared celular, como la lignina
y celulosa mediante enlaces covalentes, permite que los metales queden retenidos
en el apoplasto de las células, lo que ayuda a reducir su translocacion en la planta

(Hossain et al., 2012).

La quelacién es la capacidad de una molécula para formar un complejo con un metal,
formando asi un nuevo compuesto de propiedades quimicas diferentes al original
(Gonzalez-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008). En la quelacién participan: (1) moléculas
transportadoras que se encargan de transferir iones especificos de metales a
organelos que los requieran, como vacuolas, mitocondrias o cloroplastos (Clemens,
2001), y (2) ligandos de alta afinidad a metales pesados, como fitoquelatinas y
aminoacidos (Lal, 2010), que contribuyen a la formacion de complejos (quelante-
metal), los cuales evitan la interaccion de los metales con elementos celulares y
ayudan a regular sus concentraciones citoplasmaticas (Ashraf et al., 2010; Gasic y

Korban, 2006).

Entre las moléculas transportadoras involucradas en la absorcién y transporte de
metales pesados en plantas se encuentran: los transportadores CDF, por sus siglas
en inglés Cation Diffusion Facilitator, que estan involucrados en el flujo de cationes
de metales de transicion como Zn*?, Cu*?, Mn*? y Ni*? (Rascio y Navari-lzzo, 2011;
Yang y Chu, 2011); los transportadores de la familia NRAMP, del inglés Natural
Resistance Associated Macrophage Protein, involucrados en el transporte de iones
divalentes como Fe*?, Mn*?, Zn*?, Ni*2, Cd*?2 y Cu*? (Manara, 2012; Yang y Chu,
2011); las P-ATPasas, que utilizan la energia producida mediante la hidrélisis de ATP

para translocar cationes (Herrera- Estrella y Guevara-Garcia, 2009; Manara, 2012); y
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las chaperonas que son una familia de proteinas solubles receptoras de metales,
como COX17 y CCH, encargadas de llevar iones metalicos a organelos (p. e;.

vacuolas) o proteinas que los requieran (Clemens, 2006; Gasic y Korban, 2006).

Mientras que los ligandos con alta afinidad a metales pesados incluyen fitoquelatinas,
metalotioneinas, acidos organicos y aminoacidos (Lal, 2010). Las fitoquelatinas son
péptidos ricos en cisteina con una estructura general de (y-Glu-Cys)»-Gly (n=2-11)
(Hossain et al., 2012), cuya sintesis es catalizada por la PC- sintasa, su sustrato es
el glutation (Hall, 2002) y su produccion se ve inducida por la presencia de metales
pesados como Cd, Ag, Cu, Ni, Pb y Zn (Hossain et al., 2012). Las metalotioneinas
son también péptidos ricos en cisteina, tienen bajo peso molecular y forman
complejos con metales pesados (Hall, 2002; Hooda, 2007; Yang y Chu, 2011). Su
sintesis se ve inducida por la presencia de Cd, Zn, Cu y Hg en el medio de
crecimiento (Lal, 2010). En cuanto a los AO, se ha observado sintesis de acidos
organicos como el citrato y el malato en presencia de metales pesados como el Cd,
Zn y Ni (Hossain et al., 2012; Lal, 2010; Rascio y Navari-lzzo, 2011). Asimismo,
algunos aminoacidos como la histidina, pueden ser ligandos de metales pesados, por
ejemplo, se ha reportado un aumento en la concentracién de histidina en plantas

expuestas a Ni y Hg (Ashraf et al., 2010; Clemens, 2006; Hossain et al., 2012).

Compartimentacién en la vacuola. Este es un mecanismo de tolerancia a metales
pesados en plantas que permite evitar el dafio de éstos en las células, ya que su
transporte fuera del citoplasma y su compartimentacion en la vacuola evitan que sus
concentraciones intracelulares alcancen niveles toxicos e interfieran con el

metabolismo celular (Clemens, 2006; Hossain et al., 2012).
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Cobre

Entre los metales pesados que son micronutrientes esenciales para las plantas esta
el cobre, el cual, se encuentra involucrado en procesos fisiolégicos como la
fotosintesis y la respiracion (Hansch y Mendel, 2009). Sus propiedades
fisicoquimicas, como su capacidad de formar complejos estables con moléculas
organicas, son las que se encuentran relacionadas con sus funciones en el
metabolismo de las plantas, sin embargo, estas mismas propiedades también lo

hacen altamente toxico (Yruela, 2005).
Propiedades fisicoquimicas

El Cu es un metal de transicion que se encuentra en la corteza terrestre en forma de
sulfuros minerales, 6xidos y silicatos a concentraciones entre 25-75 mg/Kg (Kabata-
Pendias, 2011; Kopsell y Kopsell, 2007). Su numero atomico es 29 y tiene un peso
atomico de 63.55. Presenta estados de oxidacion que usualmente son +1 (Cu™) y +2
(Cu*?) (Kopsell y Kopsell, 2007; Kabata-Pendias, 2011). Es un elemento altamente
maleable y ductil, posee una alta conductividad eléctrica y térmica, asimismo, es
resistente a la corrosion y oxidacion, y, ademas, tiene propiedades antimicrobianas

(Kopsell y Kopsell, 2007).
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Cobre en plantas

El cobre tiene alta afinidad para formar complejos de coordinacion con moléculas
organicas, esto se debe a la elevada afinidad electrénica que presentan sus cationes
mono Yy divalentes, ademas de su gran caracter oxidante, existiendo bajo condiciones
fisiologicas en los estados de oxidacién Cu*? y Cu*. Todas estas caracteristicas
determinan sus funciones en el metabolismo de las plantas y lo hacen un
micronutriente esencial (Burkhead et al., 2009; Kopsell y Kopsell, 2007; Marschner,

1995).

En plantas el Cu forma parte de enzimas, es componente redox en el transporte de
electrones en la fotosintesis y en la respiraciéon, ademas, esta involucrado en el
mecanismo de detoxificacién de radicales libres, el metabolismo de la pared celular,
la sefalizacion hormonal y en la reproduccion (Hansch y Mendel, 2009; Kabata-

Pendias, 2011; Marschner, 1995).

Algunas de las enzimas en las que es cofactor son: la plastocianina, la citocromo ¢
oxidasa, la cuprozinc superéxido dismutasa (CuZnSOD), la ascorbato oxidasa, la
polifenol oxidasa, la amino oxidasa, la lacasa y la diamino oxidasa (Marschner, 1995;
Taiz y Zeiger, 2010), las cuales también son conocidas como cuproproteinas

(Marschner, 1995).
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Cuproproteinas

e Plastocianina: Oxidoreductasa involucrada en el transporte de electrones
durante la fotosintesis, esta localizada en el lumen tilacoidal y se encarga de
trasferir electrones entre el complejo citocromo bsfy el PSI (P700) (Burkhead

et al., 2009; Hansch y Mendel, 2009; Marschner, 1995).

e Plantacianina: Fitocianina localizada en el apoplasto del polen que participa

en el desarrollo de la antera y en guiar el tubo polinico (Andrés-Colas, 2008).

e Ascorbato oxidasa: Oxidasa que cataliza la oxidacion de acido ascorbico a
acido dehidroascorbico. Esta localizada en la pared celular y en el citoplasma,
que también puede actuar como oxidasa terminal en la cadena respiratoria

(Marschner, 1995).

e Lacasa: Oxidasa que cataliza la oxidacion de varios fenoles, se localiza en la
pared celular y participa en la biosintesis de lignina (Andrés-Colas, 2008;

Burkhead et al., 2009; Giardina et al., 2010).

e Citocromo c oxidasa: Oxidasa que cataliza la transferencia de electrones en
la mitocondria, en cuya membrana se encuentra localizada (Andrés-Colas,

2008; Burkhead et al., 2009; Marschner, 1995).

e Diamino oxidasa: Oxidasa localizada en el apoplasto de la epidermis y en el
xilema de tejidos maduros, cataliza la oxidacion aerobica de poliaminas y
aldehidos. Esta involucrada en los procesos de lignificacion y suberizacion

(Cona et al., 2006; Marschner, 1995).
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e Polifenol oxidasa: Oxidasa involucrada en la biosintesis de lignina

(Marschner, 1995).

e CuZnSOD (cuprozinc superoxido dismutasa): Enzima localizada en el
citoplasma, mitocondrias y los cloroplastos, esta involucrada en el mecanismo
de defensa a especies reactivas de oxigeno, catalizando la dismutacion del
radical superoxido (O27) a peroxido de hidrogeno (H2032), disminuyendo asi, la
formacion del radical hidroxilo (-(OH) mediante la reaccion de Haber Weiss, por
la eliminacion del (H202) mediante la catalasa (CAT), o la ascorbato

peroxidasa (APX) (Burkhead et al., 2009; Marschner; 1995).

e Receptor de etileno (ETR1 del inglés ethylene response 1). Proteina
localizada en el reticulo endoplasmico cuyo centro de Cu sirve para la union

reversible del etileno (Andrés-Colas, 2008).

e Cofactor de molibdeno (Mo) (MoCo por sus siglas en inglés molybden
cofactor): El cobre esta involucrado en la sintesis de este cofactor, lo que lo
relaciona con la asimilacion de nitrogeno y la sintesis de fitohormonas

(Andrés-Colas, 2008).

Absorcion y transporte del cobre en las plantas

El cobre es adquirido por las plantas a partir del suelo y es absorbido principalmente
en la forma i6nica Cu*. Su biodisponibilidad depende de las propiedades
fisicoquimicas del suelo, como son el contenido de materia organica y el pH
(Burkhead et al., 2009; Guo et al., 2008; Marschner, 1995). Aunque todavia no se
tienen bien identificados todos los mecanismos de adquisicién y transporte de cobre
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en las plantas se considera un proceso activo en el cual pueden estar involucradas
varias moléculas transportadoras de metales pesados (Burkhead et al., 2009; Yruela,

2005).

Se propone que una vez que el cobre es movilizado a partir de los recursos
minerales del suelo, éste entra al citosol de las células de la raiz mediante los
transportadores de membrana de la familia COPT como, COPT1, COPT3 y COPTS,
aunque también se ha reportado que los transportadores de la familia ZIP, como
ZIP2 y ZIP4, estan involucrados (Andrés-Colas, 2008; Burkhead et al., 2009; Palmer
y Guerinot, 2009). Una vez en el interior de las células de la raiz, el cobre puede
quedar secuestrado dentro de las células, o ser transportado via simplastica por
trasportadores de la familia de las P-ATPasas, como HMAS (Burkhead et al., 2009;
Yruela, 2005) o quelantes, como la nicotianamina (NA), con los cuales forma
complejos que son descargados Yy transportados por el xilema (Burkhead et al., 2009;

Palmer y Guerinot, 2009).

En cuanto a su transporte en el simplasto de hojas y otros 6rganos de la parte aérea,
se considera que se lleva a cabo mediante los transportadores COPT, mientras que
en el transporte del floema estan implicadas chaperonas, como CCH, vy

metalotioneinas como MT1 y MT2b (Burkhead et al., 2009).

Una vez que el cobre es transportado en los diferentes tejidos, debe ser distribuido a
nivel subcelular en los sitios que es requerido, y debe de mantener su concentracion
dentro del rango optimo (Palmer y Guerinot, 2009) para evitar deficiencia o toxicidad,

por lo que los mecanismos involucrados en su homeostasis son muy importantes.
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Homeostasis del Cu

La homeostasis del cobre esta conformada por mecanismos que regulan su
absorcion y la distribucion en las células (p. €j. entrega en sitios donde es requerido,
prevencion de acumulacion o acumulacién en sitios celulares en los que no cause

dafios) (Andrés-Colas, 2008).

La red homeostatica del cobre incluye: transportadores de membrana, como HMAS,
HMA6 y HMA7, COPT, ZIP2 y ZIP4, las chaperonas CCH, COX17 y CCS, las
metalotioneinas, MT1, MT2b, fitoquelatinas y enzimas como la CuZnSOD, la APX y
la CAT (Andrés-Colas, 2008), que permiten que las concentraciones de cobre en las
células de las plantas se mantengan dentro del rango optimo (entre 4 y 20 mg de
Cu/kg de peso seco) (Marschner, 1995), evitando asi, la deficiencia o la toxicidad por

cobre en las plantas (Figura 2).
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Figura 2.- Homeostasis de cobre en una célula de A. thaliana. Las flechas indican la
direccion propuesta para el transporte del metal, mientras que los signos de
interrogacion indican los mecanismos que todavia no han sido identificados. Se
propone que el Cu es transportado al interior de la célula por el transportador COPT.
Posteriormente el cobre es distribuido intracelularmente por las cuprochaperonas
COX17, CCH, ATX1 y CCS (marcados en morado), transportadores de membrana
especificos, como las P-ATPasas HMA1, HMAS, HMAG6, HMA7, HMA8 (marcados en
rojo) y transportadores de alta afinidad de la familia COPT (marcados en
anaranjado), hasta llegar a las cuproproteinas (enmarcadas en azul): la plastocianina
(PC), el receptor de etileno (ETR); la citocromo c¢ oxidasa (COX); las CuZn
superoxido dismutasas, citosdlica (CSD1), cloroplastica (CSD2) y peroxisomal
(CSD3) y las oxidasas apoplasticas. RE; Reticulo endoplasmatico; NA, nicotinamina;
MTs, metalotioneinas. Tomado y adaptado de Yruela (2009).

Oxidasas apoplasticas

Deficiencia de Cobre

La deficiencia de cobre en plantas (concentraciones entre 1-5 mg de Cu/kg de peso
seco) afecta procesos fisiologicos como la fotosintesis, respiracion, transporte de

agua y nutrientes, y la reproduccién, afectando la sintesis de plastocianina y

29



pigmentos fotosintéticos como la clorofila (Yruela, 2005), asimismo, disminuye la tasa
de crecimiento, la fijacion de carbono, reduce el transporte de electrones (Burkhead
et al., 2009; Kopsell y Kopsell, 2007), limita la actividad de las enzimas: SOD,
citocromo ¢ oxidasa, plastocianina y ascorbato oxidasa (Kopsell y Kopsell, 2007);
ademas, afecta la lignificacion, el desarrollo del polen, la formacion de frutos y la

viabilidad de semillas (Burkhead et al., 2009).

Algunos de los sintomas que presentan las plantas con deficiencia de cobre son:
crecimiento retardado, clorosis, necrosis, enrollamiento de hojas, marchitamiento,
puntos blancos en hojas jovenes, pérdida de turgor y retraso de la senescencia
(Burkhead et al., 2009; Kabata-Pendias, 2011; Kopsell y Kopsell, 2007; Marschner,

1995; Taiz y Zeiger, 2010).

Toxicidad de cobre en plantas

La toxicidad por Cu en plantas (concentraciones > 30 mg de Cu/kg de peso seco)
causa una reduccion en el crecimiento celular (Martins et al., 2012) y por lo tanto en
el crecimiento en general (Dal Corso, 2012; Kopsell y Kopsell, 2007; Mysliwa-
Kurdziel y Strzatka, 2002), generando efectos como: disminucion en la produccion de
biomasa (Kabata-Pendias, 2011; Liu et al., 2004; Vera, 2006; Vinod et al., 2012), en
la expansién foliar y en el peso fresco y/o seco total (Dey et al., 2015; Jain et al.,
2008; Khatun et al., 2008; Kopsell y Kopsell, 2007; Orrofio, 2002). Asimismo,
ocasiona cambios estructurales en la pared celular, ademas de dafnos en la

membrana celular (Bouazizi et al., 2011; Kaplan et al., 2010) que provocan cambios
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en su permeabilidad, ocasionando fuga de iones e inhibicion del transporte de

electrones (Dal Corso, 2012; Kabata-Pendias, 2011; Liu et al., 2004).

Otros efectos toxicos incluyen la produccion de ROS, lo cual puede provocar estrés
oxidativo (Dal Corso, 2012; Hattab et al., 2009; Kabata-Pendias, 2011; Kopsell y
Kopsell, 2007; Marschner, 1995; Orrofio, 2002), y alteraciones en la fijacion de
carbono y el metabolismo de nitrégeno debido a afectaciones en la actividad
enzimatica y la funcion de proteinas como: la RuBisCO, la PEPC y la nitrato

reductasa (Dal Corso, 2012).

En el aparato fotosintético puede producir cambios en la permeabilidad de
membranas, degradacion de lamelas y de proteinas extrinsecas del centro de
evolucion de oxigeno, disminucion del tamafo de las antenas y del contenido de
clorofila y otros pigmentos fotosintéticos. De igual manera produce alteraciones en la
estructura de cloroplastos, y puede sustituir al Mg en la clorofila (Dey et al., 2015;
Hattab et al, 2009; Kopsell y Kopsell, 2007; Liu et al., 2004; Marschner, 1995;
Yruela, 2005). También inhibe la transferencia de electrones interrumpiendo su
transporte entre el PSll y el PSI. En el PSII, inhibe el centro de evolucion del oxigeno,
afecta la ferrodoxina, la quinona B, la tirosina, las propiedades redox del citocromo
bsse (Dal Corso, 2012; Yruela, 2005), y produce una disminucién de la Fv/Fm (Dal
Corso, 2012; Mateos-Naranjo et al., 2008; Mijovilovich et al., 2009; Sanchez-Viveros
et al., 2010). Ademas, puede estimular los efectos adversos generados por la
fotoinhibicion, lo que se propone se debe a la formacién de radicales ‘OH, o a la
disminucién en el contenido de clorofila (Dal Corso, 2012; Yruela, 2005). Todo lo

mencionado anteriormente conlleva a una disminucion en la tasa y en la eficiencia
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fotosintética de las plantas (Dey et al., 2015; Hattab et al., 2009; Jain et al., 2008; Liu

et al., 2004; Marschner, 1995).

Por otro lado, el cobre también afecta la conductancia estomatica (Vinod et al.,
2012), provoca desbalance en la absorcion de agua (Orrofio, 2002) y nutrientes
como K, Ca, P, Mg, Fe y Zn (Kabata-Pendias, 2011; Kaplan et al., 2010; Marschner,
1995; Mateos-Naranjo et al., 2008; Sonmez, 2007), e induce una disminucién en el
contenido de carbohidratos (Vinod et al., 2012). Ademas, puede causar un
incremento o disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes como: CAT, APX,
SOD y POD (Dey et al., 2015; Jain et al., 2008; Kabata-Pendias, 2011; Liu et al.,

2004; Nagajyoti et al., 2010).

La clorosis, necrosis, el desarrollo retardado, la inhibicion de la elongacion radicular y
del tallo, la disminucion del area foliar, el numero de hojas y de raices, son algunos
de los sintomas que las plantas presentan por la toxicidad del cobre (Dal Corso,

2012; Kabata-Pendias, 2011; Mateos-Naranjo et al., 2008; Marschner, 1995).

Tolerancia al cobre en las plantas

Algunos de los mecanismos de tolerancia al Cu que presentan las plantas son: la
exudacion de acidos organicos, la asociacion con micorrizas, la acumulacion en la
pared celular, la sintesis de fitoquelatinas y metalotioneinas, las moléculas
transportadoras como chaperonas y transportadores de membrana como las P-
ATPasas, la compartimentacion en vacuolas y la disminucion de la translocacion de

Cu de raiz al tallo.
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En lo que respecta a los acidos organicos, se ha observado que el cobre puede
estimular su exudacion por la raiz, principalmente la del citrato (Murphy y Taiz, 1995;

Yruela, 2005).

En cuanto a las micorrizas, se ha reportado que la asociacion con hongos
micorrizicos como Glomus spp contribuye en la absorcion, la disminucidon de la
adquisicién, la translocacién de raiz a tallo, y la acumulacion o disminucién en la
acumulacion de cobre en las raices (Gardezi et al., 2006; Pineda, 2004; Yruela,

2005).

La presencia de cobre también puede inducir la sintesis de metalotioneinas y
fitoquelatinas (Burkhead et al., 2009; Hossain et al., 2012), por ejemplo, en A.
thaliana (Brassicaceae) se reporta un aumento en la expresion de genes que
codifican para las metalotioneinas MT1a y MT2b, ademas de inducir la sintesis de
fitoquelatinas (Guo et al., 2008). Mientras que en Medicago sativa y Lathyrus sativus
(Fabaceae), la presencia de Cu causa un aumento en la sintesis de fitoquelatinas

(Beladi et al., 2011).

Asimismo, se ha reportado la acumulacion de Cu en la pared celular de células de la
raiz (Lou et al., 2004; Peng et al., 2005) y de las hojas (Bouazizi et al., 2011); y
también, en la membrana plasmatica de las células de la raiz, como en el caso de
Lolium muhiflorum Lam. (raigras italiano) (Poaceae) y Trifolium pratense L. (trébol

rojo) (Fabaceae) (lwasaki et al., 1990).

Por otra parte, la presencia de Cu puede generar un aumento en la sintesis y la

acumulacion de proteinas de choque térmico (Heckathorn et al., 2004; Hossain et al.,

33



2012), como en el caso del maiz (Zea mays, Poaceae), en el cual el aumento en la
concentracion de cobre caus6 un aumento en la acumulacion de estas proteinas, las
cuales se propone podrian prevenir la desnaturalizacion de proteinas provocada por

el estrés oxidativo, o bien, limitar el dafio en la fotosintesis (Heckathorn et al., 2004).

Por otro lado, los transportadores de membrana como las P-ATPasa y COPT,
ademas de las chaperonas como COX17 y CCH, son moléculas que también
participan en la tolerancia al cobre, ya que se encuentran involucradas en la
absorcion, la removilizacion y la compartimentalizacién del metal en organelos,
principalmente en las vacuolas (Burkhead et al., 2009; Clemens, 2006; Hossain et al.,
2012; Maestri et al., 2010; Yruela, 2005). Respecto a esto se ha reportado la
compartimentalizacién de Cu en las vacuolas de células de raiz y de hojas (Boojar y

Goodarzi, 2007).

Igualmente, se ha observado que la presencia de cobre puede inducir un aumento en
la actividad de proteinas antioxidantes (Hossain et al., 2012; Yruela, 2005; Zhao et
al., 2010), como SOD, POD, CAT y APX (Boojar y Goodarzi, 2007; Ke et al., 2007;

Liu et al., 2004; Xia et al., 2012).

Por ultimo, Yang et al., (2002) proponen que la capacidad de Elsholtzia splendens
Nakai (Lamiaceae) de mantener la concentracion de otros nutrientes esenciales,
como Ca, Mg y P dentro del rango de suficiencia influye en su capacidad de

acumulacion y tolerancia al cobre.
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Fagopyrum esculentum Moench

Fagopyrum esculentum Moench conocido comunmente como trigo sarraceno o
alforfén, es una planta herbacea anual originaria de Asia (Campbell, 1997; Matsuura
et al., 2005; Pavek, 2014;), se encuentra distribuida ampliamente en el Centro y Sur
de Asia en regiones montafiosas templadas con suelos acidos y pobres en nutrientes

(Vogel-Mikus et al., 2009).

Perteneciente a la familia Polygonaceae, esta herbacea tiene un ciclo de vida corto
(3-4 meses) (Campbell, 1997; Matsuura et al., 2005); su plantula emerge entre los
tres y cinco dias después de la siembra, mientras que la produccién de hojas
generalmente ocurre durante la tercera y la sexta semana y la floracion entre las
cuatro y las seis semanas (después de la siembra), y continua hasta las 15 semanas

(Cawoy et al., 2009; Pavek, 2014).

Alcanza un metro de altura, tiene un tallo principal erguido, estriado y hueco
(Campbell, 1997), sus hojas son pecioladas o sésiles (las jovenes) con laminas
triangulares u ovado-triangulares de 2-8 cm de largo con puntas acuminadas y bases
cordadas (Campbell, 1997; Ratan y Kothiyal, 2011). Presenta inflorescencias
terminales o axilares en forma de paniculas con flores pediceladas de color blanco o
rosa con 6 mm de diametro y 8 nectarios amarillos; sus frutos son aquenios

triangulares de color café (Campbell, 1997; Cawoy et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3.- Fagopyrum esculentum Moench. A) Flor, B) Rama con inflorescencia, C)
Hoja pecioladas, D) Hoja sésil, E) Inflorescencia, F) Frutos. (Tomada de PROTA
database (http://www.prota4u.info/).

Es una planta de importancia econdémica secundaria cuya semilla es utilizada en la
produccion de harina y bebidas alcohdlicas como cerveza. Sus hojas y tallos son
consumidos como hortaliza y sus flores son utilizadas para producir miel. Ademas,
sus hojas, tallos, flores y semillas son utilizados en el tratamiento de desérdenes
vasculares debido a su alto contenido en flavonoides (Campbell, 1997; Ratan y

Kothiyal, 2011).
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También, es utilizada como cultivo de reemplazo, cultivo de sofoco, abono verde y
forraje para ganado y aves de corral (Campbell, 1997; Quinet et al., 2004; Ratan y

Kothiyal, 2011).

ANTECEDENTES

F. esculentum es una planta que presenta tolerancia al aluminio y al plomo. Se tiene
reportado que hay tanto mecanismos externos como internos involucrados en su
tolerancia y acumulacién de aluminio. Bajo condiciones de estrés por aluminio se ha
observado la exudacion de acido oxalico por parte de las raices (mecanismo
externo), ademas de la formacion de complejos Al-oxalato (1:3) en raices y hojas y
Al-citrato (1:1) en el xilema, y la acumulacion de Al, en forma de Al-oxalato, en hojas

(mecanismos internos) (Ma et al., 1998; Ma e Hiradate, 2000; Shen et al., 2004).

En cuanto a su tolerancia al plomo, se observo que plantas creciendo en un suelo
contaminado con plomo, no mostraron inhibicibn en su crecimiento, y ademas
presentaron acumulacion del metal en raices, tallo y mayormente en sus hojas. Se
determind que es una planta hiperacumuladora de este metal debido a que acumulé
mas de 1000 mg de Pb/Kg en su parte aérea (8,000 mg/Kg en peso seco de hojas y
2,000 mg/Kg en peso seco de tallo) (Tamura et al., 2005). A nivel molecular se ha
reportado que el gen homdélogo FeABCC1 de una Mrp se encuentra involucrado en la

tolerancia de F. esculentum al Pb (Mizuno et al., 2010).

En cuanto a otros estudios con metales pesados en esta especie, Tani y Barrington
(2005), realizaron un estudio para cuantificar la absorcion de Zn y Cu en plantas de

F. esculentum de cuatro semanas de vida, irrigadas con tratamientos de 0 y 25 mg/L
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de Zn, combinados con uno o cuatro niveles de Cu (0, 5, 10, 15 mg/L) bajo dos tasas
de transpiracién (tratando a las plantas con bajo o alto déficit de presion del vapor).
Dichos autores observaron que los metales pesados no afectaron la tasa de
transpiracién ni el peso seco del tallo y hojas, sin embargo, la masa seca de las
plantas expuestas a 15 y 30 mg/L de Cu con y sin 25 mg/L Zn fue menor, lo que
encontraron estaba relacionado con la disminucion en el pH del suelo. Asimismo,
observaron que el contenido de Cu y Zn en tallos y hojas aumento6 con el tiempo, asi
como con la tasa de transpiracion, siendo las raices las que tenian un mayor

contenido tanto de Cu como de Zn.

Por otra parte, Nikoli¢ et al., (2010) observaron que la metalotioneina FeMT3 de F.
esculentum aumento la tolerancia de E. coli, Nicotiana tabacum (Solanaceae) y
Saccharomyces cerevisiae cup1A al cobre y al cadmio; ademas, la sobreexpresion
de FeMT3 en hojas de Nicotiana debneyii (Solanaceae) hizo que mejorara
significativamente su tolerancia al Cu y Cd. Asimismo, dichos autores observaron
que tanto el Cu como el Cd influyeron en el nivel de transcripcién de FeMT3 en hojas
de F. esculentum, observandose un aumento de su transcripcion a mayor

concentracion de Cu.

Al ser una planta tolerante y acumuladora de metales (Al) y metales pesados (Pb),
fue de interés determinar si esta planta podria tolerar altas concentraciones de cobre
sin producir dafos en su crecimiento y desarrollo, y también si podria acumular el
metal en sus tejidos; lo cual permitiria saber mas sobre la respuesta a metales
pesados en esta especie. Ademas, esta informacion podria ser de ayuda para

considerar a esta especie como fitoremediadora de suelos contaminados por cobre,
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o bien, como fuente de genes que codifiquen proteinas involucradas en la

homeostasis del cobre.
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HIPOTESIS

Con base en estudios previos sobre la respuesta fisiolégica de plantas al cobre y a

los antecedentes de F. esculentum se propone que:

|. Las plantas de F. esculentum sobreviviran y mantendran un crecimiento y
eficiencia fotosintética adecuados, bajo distintas concentraciones de Cu.

Il.  F. esculentum acumulara el cobre en sus raices y hojas.

OBJETIVOS

e Objetivo general

Evaluar los efectos del cobre en el crecimiento y la actividad fotosintética de F.
esculentum durante su ciclo de vida, asi como su acumulacion en los diferentes

organos.

e Objetivos particulares

Determinar el efecto de distintas concentraciones de cobre durante el ciclo de vida de

F. esculentum.

Evaluar la actividad fotosintética de F. esculentum en plantas expuestas a distintas

concentraciones de cobre.

Analizar la presencia de Cu en hojas y raices de F. esculentum
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MATERIALES Y METODOS

e Material biolégico

Para este estudio se utilizaron semillas de F. esculentum var. Mancan, obtenidas de

Wildlife Management Solutions, Inc. Eutaw, Alberta, Canada.

e Sustrato de crecimiento

Como sustrato de crecimiento se utilizé agrolita y peatmoss en proporcion 1:1, el cual
fue esterilizado en una autoclave a 121° C y 25 PSI de presion por 3 h totales (dos

rondas de 1 h 30 min).

e Germinacion

Se colocaron 1000 semillas de F. esculentum en cajas de Petri con una base de
papel filtro. Cada caja contenia 20 semillas y 10 mL de agua bidestilada.
Posteriormente, éstas se colocaron en la oscuridad en una camara de crecimiento

(Lab-Line ®, Biotronette 844) a una temperatura de 27 °C durante 72 h.

¢ Diseno experimental

Se realizé un experimento completamente al azar en un invernadero controlado del

Instituto de Ecologia de la UNAM.

De las semillas que germinaron se seleccionaron las plantulas que presentaban
tamanos homogéneos y se trasplantaron 5 plantulas por maceta; en macetas con

capacidad de (+/-) 2L que contenian 550 g de sustrato previamente regado con 400
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mL de agua bidestilada (para que estuviese humedo al momento del trasplante).

Posteriormente se realizé un aclareo y se dejé una plantula por maceta.

El experimento consté de 5 tratamientos (control y cuatro concentraciones distintas
de CuSOs4), dichas concentraciones se seleccionaron en base a lo reportado por
Meza-Figueroa et al. (2009) en jales mineros y la zona urbana cercana a estos en la
region de Nacozari, Sonora, México, donde se reportaron concentraciones de Cu de
entre 47 a 2,317 mg/kg de suelo. Cada tratamiento consto de 10 repeticiones y la

unidad experimental fue una planta por maceta.

Los tratamientos fueron: 0 pg Cu/g de suelo (control), 100 pg Cu/g de suelo; 500 ug
Cu/g de suelo; 1000 ug Cu/g de suelo y 2000 pug Cu/g de suelo. El control fue
solucion Hoagland a (1/ 5) de su fuerza i6nica (Tabla 1) ajustada a un pH 4.5, y para
los tratamientos de cobre se prepard una solucién stock de CuSO4 de concentracion
0.01 M y solucién nutritiva Hoagland a (1/5) de su fuerza idnica, sin CuSOg4 ajustada
a pH 4.5; de acuerdo con la concentracién de cada tratamiento, se tomé la alicuota
necesaria de la solucion stock de CuSOs [0.01M] y se afiadié directamente a los

mililitros de solucién Hoagland con los que se regaba.

Las plantas se regaron tres veces por semana. Para los tratamientos con diferentes
concentraciones de cobre, dos veces por semana se regd con solucidn nutritiva basal
y una vez por semana se aplico el riego con la mezcla Hoagland-CuSOg4
correspondiente a cada concentracion. La humedad relativa del sustrato (6ptima

entre 60 y 80%) se monitore6 con un medidor electronico de humedad sav-a-plant Il

™
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Los tratamientos se mantuvieron por un tiempo de 43 dias.

Tabla 1.- Solucién nutritiva Hoagland a 1/5 de su fuerza ionica. Tomado y modificado
de Martinez, 2013.

Macronutrientes Concentracion final/L
Nitrato de potasio, KNO3 TmM
Nitrato de calcio, Ca(NOs3)2 1mM
Sulfato de magnesio, Mg SO4 0.4mM
Fosfato de amonio, NH4 H2 PO4 0.2mM
Micronutrientes Concentracion final/L
Acido bérico, H3BO3 3uM
Cloruro manganoso, MnCl> 0.5uM
Sulfato de zinc, ZnSO4 0.4uM
Sulfato de cobre, CuSO4 0.2uM
Molibdato de amonio, (NH4)sMo7024. 4H20 1uM
FeSO4-EDTA 20 uM

e Analisis de crecimiento

Con el objetivo de evaluar los efectos del CuSO4 en el crecimiento de F. esculentum
se realizé un analisis de crecimiento clasico con base en los parametros propuestos
por Hunt (1990) y Evans (1972). Este analisis permite obtener informacion sobre
aspectos morfologicos y fisiologicos del crecimiento de las plantas a partir de datos

obtenidos durante intervalos relativamente largos de tiempo (Hunt, 1990).
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Para llevar a cabo este analisis se realizaron dos cosechas correspondientes al
tiempo inicial (t1) (19 dias de vida de la planta), y al tiempo final (t2) (62 dias de vida
de la planta), en las cuales se separaron las plantas por organos (hojas, tallo, raiz e
inflorescencias); 10 plantas para la cosecha inicial, y 10 plantas por tratamiento para
la cosecha final. De cada uno de los 6rganos se registro el peso fresco y el peso
seco, y, para la medicion de area foliar (en cm?) se utilizd un medidor de area foliar

portatil (Li-Cor modelo Li-3000 A1).

Tasa absoluta de crecimiento (AGR) por sus siglas en inglés Absolut Growth Rate:
Parametro que describe el incremento de biomasa por unidad de tiempo (g dia™), se
calcula con la formula:

(W, —W,)

AGR =
(T, = Ty)

Ecuacion 1

Donde Wz es el peso seco final (g), W1 el peso seco inicial (g), T2 el tiempo final (dia-

)y T4 el tiempo inicial (dia™).

Tasa relativa de crecimiento (RGR) por sus siglas en inglés Relative Growth Rate:
Parametro que indica el incremento en biomasa seca por unidad de biomasa total por

unidad de tiempo (g g'dia™"). Se calcula con la siguiente ecuacion:

_ (IHWZ - InWl)

RGR
(T = Ty)

Ecuacion 2
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Donde InW: es el logaritmo natural del peso seco total final (g) y InW1 el del peso

seco total inicial (g), T2 es el tiempo final (dia™) y T+ el inicial (dia™).

Tasa de asimilacion neta (NAR) por sus siglas en inglés Net Assimilation Rate:
Parametro fisiologico de la tasa relativa de crecimiento que indica la tasa de
produccién de biomasa por unidad de area foliar por unidad de tiempo (g cm? dia™),

el cual se calcula por medio de la siguiente formula:

(WZ - Wl) (InLAZ - ITlLAl)
%

NAR =
(T, - Ty) (LA; — LA,)

Ecuacion 3

Donde W1y W2z indican el peso seco total (g) inicial (1) y final (2), T2 el tiempo final
(dia™") y T4 el tiempo inicial (dia™'); y LA2 y LA+ el area foliar total (cm?) final e inicial,

InLA2 y InLA+ los logaritmos naturales de los mismos parametros de area foliar.

Proporcion de area foliar (LAR) por sus siglas en inglés Leaf Area Rate: Parametro
morfolégico que expresa la relacion entre el area foliar total y la biomasa seca total
de la planta (cm? g''). Se calcula mediante la siguiente férmula:

i)+ ()

LAR =
2

Ecuacion 4

Donde LA1y LA indican el area foliar total inicial y final (cm?), W1y W> el peso seco

total inicial y final de la planta (g).
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Area foliar especifica (SLA) por sus siglas en inglés Specific Leaf Area: Parametro
que expresa la relacion entre el area foliar total y el peso seco total de las hojas (cm?
g™"), se calcula con la féormula:

() + (122)

2

SLA =

Ecuacion 5

Donde LA1 y LA; indican el area foliar total (cm?) inicial y final y LW1, y LW> el peso

seco total inicial y final de hojas (g).

Proporcion de peso foliar (LWR) por sus siglas en inglés Leaf Weigth Ratio:
Parametro que indica la relacion entre el peso seco total de las hojas y el peso seco

total de la planta (g g™'), se calcula con la siguiente férmula:

[G2) + ()

Ecuacion 6

Donde LW+ es el peso seco inicial de las hojas (g) y LWz el peso seco final de hojas

(g9), W+ es el peso seco inicial de la planta (g) y W2 el peso seco final (g).

Coeficiente alométrico (CA): Parametro que indica la relacidén entre el crecimiento de
la raiz y el de la parte area. Cuando el valor de este parametro es 1 quiere decir que
el crecimiento entre raiz y parte area es equivalente, si el valor es <1 significa que la
parte area crece mas que la raiz, y si el valor es >1, entonces es la raiz la que

presenta mayor crecimiento. Este indice se calcula con la siguiente ecuacion:
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B RW
(SW +LW)

CA
Ecuacion 7

Donde RW, es el peso seco total (g) de la raiz, SW el del tallo y LW el de las hojas.

Asignacion de biomasa: Describe la proporcidn de peso seco asignado a cada uno

de los 6rganos de la planta. Se calcula mediante las siguientes férmulas:

RWR = kW
W
Ecuacion 8
SWR = SW
W
Ecuacion 9
LWR = Lw
W
Ecuacion 10
FWR = Fw
W
Ecuacion 11

Donde W es el peso seco total de la planta (g), RW, SW, LW y FW indican el peso

seco total (g), raiz, tallo, hojas y flores respectivamente.
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e Analisis de fluorescencia de la clorofila a

Con el fin de evaluar los efectos del CuSO4 en la actividad fotosintética de F.
esculentum se realizaron mediciones in situ de la fluorescencia de la clorofila a
utiizando un fluorimetro (Handy PEA Chlorophyll Fluorimeter, Hansatech

Instruments, Ldt) (Figura 4A).

Para hacer las mediciones de fluorescencia de la clorofila a se seleccionaron al azar
cinco plantas de cada tratamiento. Cada semana se tomaron las plantas
seleccionadas y se colocaron (dos clips por planta) en las primeras hojas verdaderas
(uno por cada hoja), los cuales se dejaron durante 1 hora (Figura 4B) para adaptar
las hojas a la oscuridad, y posteriormente se realizaron las mediciones con el
fluorimetro, utilizando un haz luminoso de 650 nm de longitud de onda e intensidad

de 3000 ymole.m™s™', se realizaron 6 mediciones a lo largo del experimento.

Las variables registradas a partir de la medicion de la fluorescencia de la clorofila a

fueron:

Fo: Este parametro representa el valor de origen de la emision de la fluorescencia de
la clorofila a, es decir el valor de fluorescencia cuando la Qa esta oxidada al maximo,
por lo que se requiere la previa adaptacion a la oscuridad, la cual permite asegurar

que los aceptores estén completamente oxidados (Baker, 2008).

Fm: Es el valor de la fluorescencia maxima, el cual representa el nivel de

fluorescencia cuando la Qa se encuentra completamente reducida (Baker, 2008).
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Fv: La fluorescencia variable representa el valor que se obtiene de la diferencia entre

Fm'y Fo (Baker, 2008).

Fv/Fm: Parametro que indica la eficiencia cuantica maxima del PSII, es la eficiencia
maxima de los centros de reacciéon del PSIl para catalizar la transferencia de
electrones. Este valor es considerado como un indicador sobre el estado del PSII, vy,
por tanto, de la actividad fotosintética (Baker, 2008). Es utilizado para evaluar los
efectos de diferentes tipos de estrés en la fotosintesis, ya que generalmente, cuando
las plantas se encuentran estresadas se observa una disminucion en este parametro.
Los valores de Fv/Fm en plantas no estresadas son de entre 0.78 a 0.85 (Percival,

2004).

Pl. El indice de potencial fotosintético toma en cuenta tres parametros, que son: la
densidad de centros de reaccion totalmente activos, la probabilidad de que un foton
absorbido sea atrapado por el centro de reaccion, y la eficiencia de que la energia de
excitacion mueva un electron mas alla de la quinona A en la cadena de transporte de

electrones (Ceacero et al., 2012).
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Figura 4.- A) Fluorimetro portatil Handy Pea, (a) Unidad de control, (b) Sensor de
calor, (c) Clip para las hojas. (Tomado de Hansatech Instruments,
http://www.hansatech-instruments.com). B) Clips en hojas de F. esculentum para la
toma de datos con el fluorimetro.

e Analisis de elementos quimicos en hojas y raiz de F. esculentum.

Con el fin de determinar la concentracién de cobre y otros elementos quimicos en las
hojas y raiz de F. esculentum se realizd un analisis mediante la técnica de
fluorescencia de rayos-X (XFR) por dispersidon de energia, empleando el sistema
SANDRA (Sistema de Analisis No Destructivo por Rayos X) (Figura 5A). El analisis
se realizd en el departamento de Fisica experimental del Acelerador Peletron en el

Instituto de Fisica de la UNAM.

La técnica de fluorescencia de rayos-X (XFR) por dispersién de energia consiste en
incidir un haz de rayos-X sobre la superficie de una muestra lo cual provoca que los
atomos capaces de absorber los rayos-X pasen de un estado fundamental (estable)

a uno excitado o de mayor energia (inestable) debido a la salida de electrones de
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capas internas del atomo, al suceder esto se genera una diferencia de energia la
cual es emitida en forma de radiacion X (fluorescencia de rayos-X), y es unica para
cada elemento (Sanchez-Viveros, 2012). Esta técnica permite obtener informacion
sobre la composicion (longitud de onda de la radiacion X emitida) y sobre la
proporcion (intensidades de los rayos-X) de los elementos quimicos presentes en

una muestra (Sanchez-Viveros, 2012).

Para llevar a cabo el analisis de elementos quimicos en hojas y raices primero se
prepararon las muestras. Una vez que se registraron los pesos secos finales de
hojas y raices de todos los tratamientos, estos se molieron en un mortero de agata.
Posteriormente, el material fue comprimido en pastillas, utilizando una prensa
hidraulica de 12 toneladas (TRUPER®, México), en el Laboratorio de preparacion de

muestras en el Instituto de Fisica de la UNAM.

Cada pastilla se analizé con el sistema SANDRA (Figura 5A). Este sistema esta
conformado por un tubo de rayos-X de Mo (17.5 Ka de keV) con una ventana de 125
pum de Be (Ruvalcaba-Sil et al., 2010). La distancia y la region de analisis a la cual se
colocaron las pastillas del colimador se determinaron por la interseccion de dos
laseres (Figura 5B). El area analizada correspondio a tres puntos por pastilla, con un
tiempo de lectura de tres minutos por punto, tiempo adecuado para determinar los
elementos detectables por esta técnica con un error estadistico menor al 5%
(Ruvalcaba-Sil, et al., 2010). El diametro del haz de rayos-X con el que se analizaron
las muestras fue de 1.5 mm de diametro, y el detector de rayos-X fue el Si-PIN de
Amptek, con ventana de Be de 0.5 um, area activa de 6 mm? y espesor de 500 ym

(Ruvalcaba-Sil et al., 2010).
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Las senales del detector se procesaron en un amplificador PX4 de Amptek
conectado a una computadora y con el programa AXIL se determinaron las
intensidades de los picos de rayos-X. Para determinar las concentraciones de los
elementos, siguiendo el modelo descrito por Rousseau et al. (1996), Tsutsumimoto y
Tsuji (2007), se utilizaron como material de referencia los espectros de hojas de

jitomate (NIST, SRM, 1573a).

Figura 5.- A) Sistema (SANDRA). B) Pastilla colocada a distancia del colimador,
determinada por la interseccion de los laseres (sefalada con la flecha).

e Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa STATISTICA 8.0.

Para el analisis de crecimiento clasico, excepto el parametro NAR, se realizd un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via; en el caso de NAR, se realizd una prueba
no parametrica de Kruskal-Wallis, debido a que los datos no presentaron distribucién

normal (a<0.05). Para el analisis de los parametros Fv/Fm y PI se realiz6 un ANOVA
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de dos vias; y para el contenido de cobre y otros elementos quimicos en hojas y
raices, se realiz6 un ANOVA de una via. Para todos los datos analizados mediante la
prueba ANOVA, cuando se encontraron diferencias significativas se realizo la prueba

de Tukey (a = 0.05).
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RESULTADOS

e Analisis de crecimiento

Los resultados del peso seco total final revelaron diferencias significativas (F (4,45=
3.1401; p=0.0232) entre tratamientos. De acuerdo con los resultados, las plantas
control y las del tratamiento de 100 ug Cu/g presentaron una mayor acumulacién de
biomasa al final del experimento (Figura 6), 0.947 + 0.129 g y 0.958 + 0.123 g,
respectivamente, en comparacion con las plantas expuestas a 500, 1000 y 2000 pg
Cu/g, las cuales presentaron un peso seco de 0.774 + 0.161 g, 0.820 £ 0.139 g y
0.502 + 0.065 g, respectivamente. Como se observa en la Figura 6, el aumento en la
concentracion de Cu en el sustrato, a partir de los 500 pg Cu/g, caus6 una
disminucién en la acumulacién de peso seco en comparacion con las plantas control.
Sin embargo, solo las plantas expuestas a la concentracién mas alta de Cu (2000 pg
Cu/g), presentaron diferencias significativas en su peso seco con respecto a las

plantas del control y las expuestas a 100 ug Cu/g.
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Figura 6.- Biomasa o peso seco total (g) de F. esculentum en respuesta a distintas
concentraciones de Cu. Los valores representan la media, las barras el £ error
estandar (N=10). Se observaron diferencias significativas entre los distintos
tratamientos. Prueba de ANOVA de una via (F @445= 3.1401 p=0.0232) aplicando
comparacion de medias de Tukey. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

En cuanto a los parametros del analisis de crecimiento clasico, RGR y AGR (Figura
7A y B), no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F (4,45~

2.200; p=0.0841).

De acuerdo con los resultados, la mayor acumulacion de biomasa por unidad de
tiempo (AGR) se observo en las plantas control y las expuestas a 100 ug Cu/g
(Figura 7B), mientras que las plantas del resto de los tratamientos con Cu
presentaron una disminucion en la tasa absoluta de crecimiento con respecto a las
plantas control. Las plantas expuestas a 2000 ug Cu/g presentaron la media mas
baja (0.011 + 0.002 g dia™'), mientras que, las plantas expuestas a 100 ug Cu/g

presentaron una AGR similar a las plantas control. No obstante, de acuerdo con la
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prueba ANOVA, las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas (p

>0.05).

En cuanto a la tasa relativa de crecimiento (RGR) (Figura 7A), se observd un
comportamiento similar al de la AGR, presentandose una disminucion en la
acumulacion de biomasa por unidad de biomasa por dia en las plantas expuestas a
500, 1000 y 2000 pg Cu/g con respecto a las plantas control, siendo las plantas
expuestas a 2000 ug Cu/g las que presentaron la menor RGR (0.079 + 0.004 g g™*
dia'); mientras que las plantas con el tratamiento de 100 pug Cu/g mostraron un
comportamiento similar al de las plantas control (0.094 + 0.04 g g’ dia). Sin
embargo, de acuerdo con la prueba ANOVA, las diferencias entre tratamientos no

fueron significativas (p >0.05).
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Figura 7.- (A) Tasa relativa de crecimiento (RGR) y (B) tasa absoluta de crecimiento
(AGR) de F. esculentum en respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores
representan la media, las barras representan el + error estandar (N=10). No se
presentaron diferencias significativas. Prueba de ANOVA de una via, RGR (F @,45=
2.200; p=0.0841); AGR (F (4,45= 2.200; p= 0.0841).

En el caso de la tasa de asimilacion neta (NAR) no se presentaron diferencias
significativas entre las plantas de los distintos tratamientos (X2 @4 s0= 4.800;
p=0.3084). Como se observa en la Figura 8A, las plantas expuestas a 2000 ug Cu/g
presentaron la tasa de asimilacion neta mas alta (0.0011 = 0.0003 g cm? dia™),
mientras que las plantas expuestas a las otras concentraciones de cobre (100, 500 y
1000 pg Cu/g), presentaron una tasa de asimilacion neta similar al de las plantas
control (0.001 + 4.645E-05 g cm? dia™), siendo las plantas expuestas a 500 ug Cu/g
las que mostraron la menor produccion de materia seca por unidad de area foliar por

dia (NAR) (0.0007 + 5.850E-05 g cm? dia™).
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En cuanto a la proporcion de area foliar (LAR) (Figura 8B) no se presentaron
diferencias significativas (F ,45= 0.827; p= 0.5150) entre las plantas de los distintos
tratamientos. De acuerdo con los resultados, las plantas expuestas a 100 pg Cu/g
tuvieron la media mas alta (147.646 + 7.731 cm? g') y las expuestas a 2000 ug Cu/g

presentaron la media mas baja (130.758 + 7.423 cm? g™).

Con respecto al area foliar especifica (SLA) (Figura 8C) los resultados indican que
las plantas control presentaron hojas mas densas (un menor valor de SLA representa
una mayor densidad o grosor de las hojas) (Peréz et al., 2004) con respecto a las
hojas de las plantas de los tratamientos con Cu, presentandose diferencias
significativas (F ,45= 4.214; p= 0.006) entre las plantas expuestas a 100, 500 y 1000
Mg Cu/g, y las plantas control, siendo las plantas tratadas con la menor concentracion
de cobre, es decir, las expuestas a 100 ug Cu/g, las que presentaron el area foliar
especifica mas alta (480.901 + 35.042 cm2 g-1) (hojas menos densas), y las plantas
control las que tuvieron la menor area foliar especifica (328.347 + 18.573 cm? g'')

(hojas mas densas) de entre las plantas de todos los tratamientos.
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Figura 8.- Componentes de la tasa relativa de crecimiento de F. esculentum en
respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores representan la media, las
barras el + error estandar (N=10). (A) Tasa de asimilacion neta (NAR) (X? 4, n=50)=
4.800; P=0.3084); (B) Proporcion de area foliar (LAR) (F 4.45= 0.827; p= 0.5150; (C)
Area Foliar especifica (SLA) (F @45= 4.214; p= 0.0055); (D) Proporcién de peso foliar
(LWR) (F (445= 0.401; p= 0.8069). Se realizé una prueba Kruskal-Wallis de muestras
independientes para NAR con comparacion de medias debido a que los datos no
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fueron normales (H @4, n=50= 2.2089; p= 0.6974). Para LAR, SLA y LWR, se realizé
una ANOVA y cuando se encontraron diferencias significativas se realizo la prueba
de Tukey. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

Los valores del parametro de proporcion de peso foliar (LWR) (Figura 8D) no
mostraron diferencias significativas (F 445= 0.401; p= 0.8069) entre los distintos
tratamientos, lo que indica que la biomasa destinada a la produccidon de hojas, del
total de biomasa de la planta, fue similar entre las plantas de los diferentes

tratamientos.

Asimismo, se analiz6 estadisticamente el peso seco total final de hojas (g) (Figura
9A) y el area foliar total final (cm?) (Figura 9B). De acuerdo con los resultados, la
biomasa seca de hojas no presenté diferencias significativas entre las plantas de los
distintos tratamientos (F 445= 2.1442; p= 0.0908), sin embargo, si se mostraron
diferencias significativas con respecto al area foliar (F (445= 3.8518; p= 0.0089),
observandose una menor area foliar en las plantas expuestas a 2000 yg Cu/g
(43.892 cm?) con respecto a las plantas control (100.713 cm?) y a las plantas
expuestas a 100 ug Cu/g (107.793 cm?), las cuales fueron las que presentaron la

mayor area foliar.
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Figura 9.- (A) Peso seco total de hojas y (B) Area foliar de F. esculentum en
respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores representan la media, las
barras el = error estandar (N=10). Se realiz6 un ANOVA de una via y cuando se
encontraron diferencias significativas se realizo la comparacion de medias de Tukey.
No se presentaron diferencias significativas respecto al peso seco total de hojas (F
445= 2.1442; p= 0.0908), sin embargo, si se observaron respecto al area foliar (F
445= 3.8518; p= 0.0089). Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

En cuanto al coeficiente alométrico (Figura 10A) no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (F @445= 1.9070; p= 0.1257). Los valores de este
indice fueron < 1 en todos los tratamientos, lo que indica que las plantas de los
distintos tratamientos presentaron un mayor crecimiento de la parte area que de la
raiz, observandose la media mas alta en las plantas expuestas a 100 pg Cu/g (0.214
+ 0.013) y el valor mas bajo en las expuestas a 2000 pg Cu/g (0.137 £ 0.013),

mientras que las plantas expuestas a 500 pg Cu/g y 1000 pg Cu/g tuvieron un
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coeficiente alométrico similar al de las plantas control, 0.167 + 0.028; 0.163 £+ 0.022;

y 0.164 £ 0.020, respectivamente.

Con respecto a la asignacion de biomasa a cada uno de los 6rganos de la planta, se
observo que la distribucién de biomasa a todos los organos fue similar entre las
plantas de los diferentes tratamientos. Ademas, la biomasa destinada a la parte
aérea (hojas y tallos) fue mayor que la asignada a raices y flores en todos los
tratamientos, sin presentarse diferencias significativas entre las plantas de los
distintos tratamientos en cuanto a la asignacion de biomasa a los diferentes érganos
(Figura 10B), raiz (F (445= 2.062; p= 0.1016); hojas (4,45= 2.15; p= 0.0905), tallo (F

4.45=; 1.63; p= 0.182) y flores (F 4.45=; 0.123; p= 0.974).
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Figura 10.- (A) Coeficiente alométrico y (B) asignacién de biomasa de F. esculentum
en respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores representan la media,
las barras el + error estandar (N=10). Se realizé una ANOVA de una via. No se
presentaron diferencias significativas, coeficiente alométrico (F @45= 1.9070; p=
0.1257); RWR (F (4.45= 2.0620; p= 0.1016); LWR (F (445= 2.147; p= 0.0905); SWR (F
4.45=; 1.633; p=0.1823) y FWR (F 4.45=; 0.1225; p= 0.9737).
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Analisis de la fluorescencia de la clorofila a

Los resultados muestran que no hubo diferencias significativas en el valor promedio
de Fv/Fm, entre los distintos tratamientos en los diferentes dias de medicion (Figura
11A) (F (20210)= 0.55 p=0.9432); observandose un comportamiento similar a lo largo
de todo el experimento. Los valores promedio de este parametro se encontraron
dentro del rango considerado normal, de acuerdo a Percival (2004), desde la primera
medicidn (dia 27) hasta la penultima (dia 55), con valores entre 0.73 y 0.82, lo que
indica que la actividad del PSII no resulto adectada por el Cu (Lepedus et al., 2012),
sin embargo, en la ultima medicion (dia 61), los valores de Fv/Fm de las plantas de
todos los tratamientos presentaron una disminucion, la cual fue mas pronunciada en

el caso de las plantas expuestas a 1000 ug Cu/g.

Los valores promedio de la Fv/Fm de las plantas de todos los tratamientos en los
distintos dias de medicién presentaron diferencias significativas (F (5240= 23.25
p<0.0001) (Figura 11B), entre los dias 34, 41 y 55, los cuales presentaron los valores
promedio de Fv/Fm mas altos, (0.812, 0.818 y 0.827), y los dias 27,48 y 61 (0.755 y
0.764 0.684), asimismo, el valor de Fv/Fm del dia 61 (ultima medicion) también

presento diferencias significativas con respecto a la Fv/Fm en los dias 27 y 48.

Por el contrario, el analisis estadistico mostré que no se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos en cuanto a los valores de la relacion Fv/Fm en

todos los dias de medicion (Figura 11C) (F (4,240= 0.24 p=0.9144).
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Figura 11.- Fv/Fm de F. esculentum en respuesta a distintas concentraciones de
Cu. Los valores representan la media, las barras el + error estandar (N=240). A)
Valor promedio de Fv/Fm de las plantas de los distintos tratamientos en los distintos
dias (de medicién) (F (20210)= 0.55 p=0.9432); (B) valor promedio de Fv/Fm de todas
las plantas del experimento en los distintos dias (F (5240= 23.25 p=0); (C) valor
promedio de Fv/Fm de las plantas por tratamiento (F (4240= 0.24 p=0.9144). Se
realiz6 una prueba ANOVA de dos vias y cuando se encontraron diferencias
significativas se realizo la prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).
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Con respecto a los valores del indice de potencial fotosintético (PI), al igual que en el
caso de la Fv/Fm, no se presentaron diferencias significativas en cuanto a su valor
promedio entre tratamientos y el tiempo (dias de medicién) (F (20210)=0.559
p=0.9369) (Figura 12A), aunque, en el caso del PI, se aprecia mejor su variacién a lo
largo del tiempo. Los valores promedio de Pl mas altos se observaron en los dias 34,
41 y 55 (2.38, 2.653 y 3.03) presentandose diferencias significativas con respecto a
los valores de Pl de los dias 27, 48 y 61 (0.927, 1.457 y 1.212) (F (5240=54.376
p<0.0001) (Figura 12B), siendo que este ultimo, presento diferencias significativas

con respecto a los valores de Pl del resto de los dias de medicion.

Por otra parte, el valor promedio del indice de potencial fotosintético de las plantas
de cada uno de los tratamientos en todos los dias de medicién, no presentd

diferencias significativas (F (4,240=1.6080 p=0.1729) (Figura 12C).
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Figura 12.- Pl de F. esculentum en respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los
valores representan la media, las barras el + error estandar (N=240). (A) Valor
promedio del Pl de las plantas de los distintos tratamientos en los 6 tiempos (de
medicion) (F (20,210)=0.559 p=0.93690.55); (B) valor promedio del Pl de las plantas de
todo el experimento en los distintos dias (F (5240=54.376 p<0.0001); (C) valor
promedio del Pl en todos los tiempos de las plantas por tratamiento (F (4,240= 1.6080
p=0.1729). Se realiz6 una prueba ANOVA de dos vias y cuando se encontraron
diferencias significativas se realizo la prueba de Tukey. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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e Proporcion de Cu y elementos esenciales en hojas y raiz de F.

esculentum.

Las proporciones relativas de elementos quimicos en hojas y raices de F.
esculentum determinadas a partir de la fluorescencia de rayos X correspondieron a
los siguientes elementos: Cu, P, S, Ca, K, Fe, Mny Zn (el P, S, Ca y K se muestran

agrupados como macroelementos y el Fe, Mn y Zn como microelementos).

La concentracion de Cu en peso seco de hojas presentd diferencias significativas (F
445= 40.2819 p<0.0001) entre las plantas de los diferentes tratamientos. Como se
observa en la Figura 13A, la concentracion de Cu en las hojas aumenté conforme la
concentracion de Cu se incrementd en el sustrato, siendo las plantas expuestas a la
concentracion mas alta (2000 ug Cu/g) las que presentaron la mayor proporcion de

Cu en sus hojas, y las plantas control las que tuvieron la menor proporcion.

A diferencia de la concentracion de Cu en hojas, la concentracidén en raices (Figura
13B) no presentd diferencias significativas entre las plantas de los diferentes
tratamientos (F (445= 2.2352 p=0.0801). Estos resultados indican que las plantas
asimilaron y traslocaron significativamente a sus hojas el Cu disuelto en la solucion

nutritiva.

Con lo que respecta a la proporcidn de macroelementos en el peso seco de las hojas
(Figura 14) no se presentaron diferencias significativas entre las plantas de los
diferentes tratamientos en cuanto a su concentracion, fosforo (F (445= 0.7042
p=0.5933), azufre (F @45= 0.7886 p=0.5404), potasio (F (445= 1.460 p=0.2302) y

calcio (F (4,.45= 2.439 p=0.060).
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Figura 13.- Concentracion de cobre (ppm) en (A) hojas y (B) raices de F. esculentum
en respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores representan la media,
las barras representan el + error estandar (N=30). Se realizé una prueba ANOVA de
una via aplicando comparacion de medias de Tukey. (A) Concentracion de Cu en
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(p<0.05).
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Concentracioén en peso seco (ppm)

70



Por otro lado, la proporciéon de macroelementos en peso seco de raices (Figura 15)
no presento diferencias significativas entre las plantas de los diferentes tratamientos
en cuanto al fosforo (F (4,45= 1.3690 p=0.2597) y al calcio (F @4,45= 1.717 p=0.1627)
(Figura 15A y 15C), pero si hubo diferencias en el azufre (F 4.45= 6.045 p=0.0005) y
al potasio (F (445= 2.579 p=0.0499). Con lo que respecta a la proporcidon de azufre en
raices, las plantas con la menor concentracion de azufre (Figura 15B) fueron las
expuestas a 500 pg Cu/g, que presentaron diferencias significativas respecto a las
plantas expuestas a 1000 y 2000 pug Cu/g, las cuales tuvieron la mayor concentracion
de azufre en sus raices. Mientras que las plantas control no presentaron diferencias

significativas respecto a las plantas expuestas al cobre.

Al igual que con la concentracion de azufre en raices, la concentracion de potasio
(Figura 15D) no mostro diferencias significativas entre las plantas control y las
expuestas al cobre, sin embargo, si se presentaron diferencias significativas entre las
plantas expuestas a 100 ug Cu/g, las cuales tuvieron la menor proporcién de este
macroelemento, y las plantas expuestas a 2000 pg Cu/g, que tuvieron la mayor

concentracion de potasio en sus raices.
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Figura 15.- Concentracion de macroelementos en raices de F. esculentum en
respuesta a distintas concentraciones de Cu. Los valores representan la media, las
barras el = error estandar (N=30). Se realiz6 un ANOVA de una via y cuando se
ecnocntraron diferencias significativas se realizo uan prueba de Tukey. (A)
Concentracion de fosforo (F 4,45= 1.3690 p=0.2597). (B) Concentracion de azufre (F
4.45= 6.045 p=0.0005). (C) Concentracion de calcio (F 445= 1.717 p=0.1627). (D)
Concentracion de potasio (F @445= 2.579 p=0.0499). Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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En cuanto a la concentracion de los microelementos en el peso seco de hojas (Figura
16) no hubo diferencias significativas entre las plantas de los diferentes tratamientos,
Fe. (F @a45= 1.53 p=0.2100), Zn (F @445= 1.80 p=0.1450) y Mn (F @445= 1.4370
p=0.2373), observandose una distribucion similar de estos elementos en las hojas de

las plantas control y las de las plantas tratadas con cobre.

Al igual que en las hojas, la concentracion de Fe (F 4.45= 0.8876 p=0.4791), Zn (F
445= 1.644 p=0.1797) y Mn (F @a4s5= 1.711 p=0.1641) en raices (Figura 17) no
mostré diferencias significativas entre las plantas control y las plantas expuestas al

cobre.
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DISCUSION

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de diferentes concentraciones de
cobre sobre el crecimiento y la actividad fotosintética de F. esculentum a lo largo de
su ciclo de vida, asi como en el contenido de Cu y otros nutrientes esenciales en sus

hojas y raices.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que F. esculentum toleré la
presencia de cobre en el sustrato a lo largo de su ciclo de vida, ya que no se
presentaron diferencias significativas que indicaran efectos negativos del metal en su
tasa crecimiento y la actividad fotosintética de las plantas, observandose un 100% de
sobrevivencia en las plantas del experimento, inclusive a concentraciones de 2000
Mg Cu/g, a diferencia de lo reportado en plantas de alfalfa (Medicago sativa)
(Fabaceae), las cuales presentaron un 100% de mortalidad a concentraciones de

500 y 1000 pg Cu/g (lppolito et al., 2011).

En las plantas, por lo general la presencia de altas concentraciones de cobre en el
sustrato causa la reduccion de su peso seco, ya sea por los efectos adversos que el
metal provoca en su metabolismo, o, como en el caso de especies tolerantes, dicha
reduccion puede considerarse como una regulacién en la asignacién de los recursos
para tolerar este metal, es decir, la planta puede sobrevivir con un menor costo

energético asignado a biomasa.

En cuanto al peso seco total de las plantas de F. esculentum, se observo una
tendencia a disminuir conforme aumentd la concentracion de Cu en el sustrato, sin

embargo, solo se presentaron diferencias significativas con respecto a las plantas
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control hasta los 2000 pg Cu/g. Ademas, las plantas expuestas a la concentracion
mas baja de Cu, 100 ug Cu/g, presentaron peso seco total final similar al de las
plantas control, lo que sugiere que el cobre a concentraciones menores o iguales a
100 pg Cu/g puede resultar benéfico en el crecimiento de esta especie. Vinod et al.
(2012) observaron algo similar en plantas de Triticum aestivum (trigo) (Poaceae) en
las cuales a bajas concentraciones de Cu (150 ppm) no se presentaron efectos
adversos en cuanto a su crecimiento, sin embargo, a concentraciones mayores (600
ppm) observaron una inhibicidn en su crecimiento y en el contenido de clorofila y
carotenoides. Tani y Barrington (2005) también observaron que a bajas
concentraciones de Cu (15 mg Cu/L) la biomasa de F. esculentum fue
significativamente mayor a las plantas control, mientras que a altas concentraciones
se observaba una reduccion significativa de su peso seco (30 mg Cu/ L). Cabe
sefalar que en el caso del experimento reportado por estos autores, las
concentraciones de Cu fueron menores a las utilizadas en éste trabajo (0, 5, 15y 30
mg Cu/ L) ademas, el tratamiento se comenzo a aplicar a las cuatro semanas de vida
de las plantas durante 18 dias y el pH de las soluciones de riego era de 5.5, a
diferencia del presente trabajo, en donde las plantas de F. esculentum comenzaron a
ser irrigadas a los 19 dias de vida, y el riego con Cu solo se hizo una vez por semana
durante 43 dias, asimismo, el pH de la solucién con cobre fue de 4.5. Por otro lado,
al igual que lo reportado en este trabajo, Liu y colaboradores (2004), observaron una
disminucién en la biomasa de Rumex dentatus (una planta perteneciente a la misma
familia que F. esculentum (Polygonaceae), conforme aumentaba la concentracion de
Cu en el sustrato, sin embargo, en el caso de Rumex dentatus a concentraciones de

150 mg Cu/kg se reportd una disminucion de su peso seco, a diferencia de lo
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observado en esta investigacion, donde las plantas bajo el tratamiento de 100 pg
Cu/g presentaron un peso seco similar al de las plantas control y las plantas bajo los
tratamientos de 500 pyg Cu/g y 1000 pg Cu/g tampoco presentaron diferencias
respecto a las plantas control. Lo que podria indicar que, bajo las condiciones
experimentales aplicadas en este trabajo, F. esculentum presenta mayor tolerancia

que Rumex dentatus.

Aunque el peso seco de F. esculentum disminuyo a los 2000 ug Cu/g, las tasas de
crecimiento absolutas y relativas (AGR y RGR, respectivamente) no presentaron
diferencias significativas con respecto al control, indicando que la eficiencia a la cual
las plantas acumularon su biomasa a lo largo del tiempo de tratamiento fue similar en
todos los tratamientos. En contraste con lo reportado por Mateos-Naranjo et al.
(2008), donde el aumento en la concentracion de cobre en el sustrato de crecimiento
de Spartina densiflora (Poaceae), a partir de los 0.03 pg Cu/g, provocod una
disminucion en su RGR, y lo observado por Cambrollé et al. (2013) en plantas de uva
(Vitis vinifera ssp. sylvestris) (Vitaceae), en las cuales, después de los 600 ug Cu/g,

se reporto la disminucion significativa de su RGR.

Ademas de afectar la tasa relativa de crecimiento (RGR), la presencia de metales
pesados también causa efectos adversos en otros parametros de crecimiento como
la tasa de asimilacion neta (NAR), la proporcion de area foliar (LAR) y el area foliar

especifica (SLA) (Vassilev et al., 2002; Vassilev et al., 1997; Zheng et al., 2005).

Sin embargo, la presencia de Cu en el medio de crecimiento de las plantas de F.

esculentum no produjo efectos adversos en su tasa de asimilacion neta (NAR),
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proporcion de peso foliar (LWR) y proporcion de area foliar (LAR), pero si se

presentaron diferencias significativas respecto al area foliar especifica (SLA).

Vassilev y Yordanov (1997) reportaron que la presencia de cadmio, un metal pesado
al igual que el cobre, causa una reduccién tanto en la tasa relativa de crecimiento
como en la tasa de asimilacion neta en plantas de cebada (Hordeum vulgare)
(Poaceae), dichos autores mencionan que estas tasas se encuentran
correlacionadas, ya que ambas mostraron una reduccion significativa respecto a las
plantas control, lo que explican, se debi6 a los efectos adversos que el metal causé
en el proceso fotosintético. Al igual que lo reportado por estos autores, los resultados
de este trabajo mostraron una relacion entre la tasa relativa de crecimiento y la tasa
neta fotosintética de F. esculentum. Sin embargo, a diferencia de lo reportado por
Vassilev et al., (2002) en donde la presencia de Cu causé una reduccion de la tasa
relativa de crecimiento y de la tasa neta fotosintética de plantas de cebada
(Poaceae), la presencia de Cu no afectd negativamente la RGR y la NAR de F.
esculentum. La correlacion entre la tasa relativa de crecimiento y la tasa neta
fotosintética de F. esculentum, ya habia sido reportada por Farooq y Tahir (1987). El
hecho de que ambas tasas hayan permanecido sin efectos negativos respecto al
control muestra que las plantas expuestas al cobre lograron conservar una
produccion de biomasa por unidad de area foliar optima, permitiendo asi, que su

crecimiento a lo largo del tiempo de tratamiento no se viera afectado.

De la misma manera, la presencia de cobre no afecto, ni la produccién de hojas

(LWR), ni el area fotosintética (LAR) de F. esculentum, sin embargo, si produjo
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cambios con respecto al area foliar especifica (SLA), sugieriendo que el cobre no

afecto el peso seco foliar, pero si, la densidad de las hojas.

Vassilev et al. (2002) reportaron que, en plantas de cebada sometidas a diferentes
concentraciones de Cu, existieron cambios en cuanto a su actividad fotosintética y su
crecimiento, sin embargo, no se observo una relacion entre la concentracion de
cobre y la proporcién de area foliar (LAR), lo que concuerda con este trabajo, donde
la biomasa asignada al area foliar fue similar entre las plantas de los distintos
tratamientos. No obstante, se presentaron cambios en cuanto al grosor de las hojas
(SLA) de F. esculentum, observandose que las hojas de las plantas control
presentaron hojas mas densas o gruesas que las de las plantas expuestas a las
distintas concentraciones de cobre. Reich et al. (1998) mencionan que las hojas que
presentan SLAs mayores suelen tener una mayor capacidad fotosintética debido a
que se reduce el sombreamiento de sus hojas, maximizando asi la cantidad de area
foliar expuesta a la luz, ademas de que también pueden mostrar una mayor
concentracion de nitrégeno, el cual se encuentra relacionado entre otras cosas con la

fotosintesis y la acumulacién de biomasa.

Cabe mencionar que, a pesar de no presentar diferencias respecto al SLA de las
plantas de los otros tratamientos de cobre, las plantas expuestas a 2000 ug Cu/g
tampoco presentaron diferencias respecto a las plantas control. Pérez-Amaro et al.
(2004) senalan que los cambios en el area foliar especifica se pueden deber a
alteraciones en la estructura de la hoja, o bien, al aumento en el contenido de
nutrientes, carbohidratos o metabolitos secundarios. En el presente trabajo, se

observo que las plantas expuestas a 2000 ug Cu/g presentaron diferencias en cuanto
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al area foliar total con las plantas control y las plantas expuestas a 100 ug Cu/g, pero
no presentaron diferencias en cuanto a su peso seco total de hojas y la produccion
de hojas (LWR), sin embargo, las similitudes de su area foliar especifica con
respecto a las del resto de los tratamientos de cobre y las plantas control, podria
deberse, ya sea por efectos en la division o en la elongacion de las células de la
hoja, afectando asi la densidad o grosor de las mismas (Bultynck et al., 1999), ya que
se ha reportado que el Cu puede causar la disminucion del crecimiento celular y de la
actividad mitotica (Martinéz-Trujillo et al., 2009), asi como diferencias en cuanto al
grosor de las hojas debido al aumento en el numero de células del meséfilo (Panou-

Filotheou et al., 2001).

De acuerdo con varios autores la presencia de Cu produce la disminucién del area
foliar total en plantas, por ejemplo, Jain et al. (2008) mencionan que 65y 130 mg Cu/
kg en el medio de crecimiento de Saccharum officinarum (Poaceae) disminuyo el
area foliar, mientras que Bona et al. (2007) también observaron la disminucion del
area foliar en plantas de Cannabis sativa (Cannabaceae) expuestas a 150 ppm Cu,
resultados similares a lo observado en F. esculentum, donde la presencia de altas
concentraciones de Cu disminuyeron el area foliar total, sin embargo, a diferencia de
lo observado por Bona et al. (2007) y Jain et al. (2008), la disminucion significativa
del area foliar total de F. esculentum se dio hasta la concentracion mas alta de cobre
(2000 pg Cu/g); ademas, estos autores observaron una disminucién del peso seco de
hojas; contrario a este trabajo donde la presencia de cobre no generé efectos
negativos sobre el peso seco total en hojas de F. esculentum. Algo similar fue

observado en plantas de pepino (Cucumis sativus) (Cucurbitaceae) sometidas
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durante 5 dias a estrés por cobre (20 pg Cu/g de suelo) en las cuales se reporto la
disminucién en el area foliar pero no el peso seco de las hojas (Alaoui-Sossé et al.,
2004). Lo que sugiere que el Cu produjo efectos negativos sobre la expansion foliar.
Asimismo, respecto al peso seco foliar, el cual, como ya se menciond no se vio
afectado en las plantas de F. esculentum, se ha observado que, en especies
tolerantes al cobre, como Elsholtzia haichowensis (Lamiaceae), asi como en
especies no tolerantes como el pepino (Cucumis sativus), la presencia de este metal
no produce efectos negativos sobre el peso seco foliar (Alaoui-Sossé et al., 2004;
Lou et al.,, 2004). De acuerdo con el analisis de crecimiento, la disminucion en el
peso seco total final de las plantas expuestas a la mayor concentracién de cobre se

encontrd relacionado con la disminucion de su area foliar.

Otro parametro que se evalud fue la eficiencia fotosintética de F. esculentum; los
resultados mostraron que el cobre no ocasiond efectos negativos sobre la
fotoquimica primaria del PSII de las plantas de F. esculentum expuestas a diferentes
concentraciones de este metal. Tanto la Fv/Fm como el Plass no presentaron efectos
adversos ante la presencia de cobre, a diferencia de lo observado en otras especies
como Spartina densiflora (Poaceae) (Mateos-Naranjo et al., 2008), Glaucium flavum
Crantz (Papaveraceae) (Cambrollé et al., 2011), Vitis vinifera ssp. sylvestris
(Vitaceae), (Cambrollé et al., 2013) y Alyssum montanum (Brassicaceae)
(Ouzounidou, 1994), en las cuales al incrementar la concentracién de Cu en su
medio de crecimiento se observd una disminucién en la relacion Fv/Fm. Por otro

lado, Burzynski & Ktobus (2004) y Vinit-Dunand et al. (2002) reportaron que el Cu
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tampoco afectd el Fv/Fm ni la NAR en plantas de pepino, al igual que lo observado

en plantas de F. esculentum del presente trabajo.

Sin embargo, si se observaron fluctuaciones en los valores de estos parametros a lo
largo del tiempo de tratamiento, los cuales, de acuerdo con los analisis estadisticos,
no estuvieron relacionados con los tratamientos de cobre, por lo que dichas
fluctuaciones se podrian explicar por los estadios de desarrollo de las hojas, ya que
se ha observado que la actividad fotoquimica varia de acuerdo con el estado de
desarrollo de las plantas. Con respecto a esto, Gaberscik, et al. (2002) observaron
que en plantas de F. esculentum expuestas a diferentes intensidades de rayos UV-B
ni la concentracion de compuestos absorbentes de este tipo de radiacion, ni la
actividad neta fotosintética fueron afectadas por las diferentes intensidades de rayos
UV-B, pero si se vieron afecadas dependiendo el estadio de desarrollo de las
plantas, siendo que las plantas a temprana edad mostraron una menor actividad neta
fotosintética asi como una menor concentracion de pigmentos absorbentes de UV,
mientras que las plantas en estadios de de desarrollo mas tardios la fotosintesis no
se vio afectada. Estos autores observaron que a pesar de que dichas plantas
presentaron una menor actividad fotosintética neta, la Fv/Fm no varid, por lo que
concluyeron que las diferencias en la actividad fotosintética neta no fueron debido a
un dafo en la eficiencia del PSIl. Es por esto, que se deberia de considerar la
evaluacion tanto de la actividad fotosintética neta, como de la fase bioquimica de la
fotosintesis de las plantas de F. esculentum expuestas al Cu en diferentes tiempos,
para asi obtener un mejor panorama de los efectos del Cu sobre la fotosintesis y por

ende del crecimiento de F. esculentum.
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Con respecto a la acumulacion de Cu en las hojas de F. esculentum, se observo que
fue proporcional a la concentracion de cobre en el sustrato. El Cu aumentd en hojas,
mientras que en las raices no se observaron diferencias entre las plantas control y
las plantas de los tratamientos con cobre. El hecho de que las raices no presentan
diferencias significativas sugiere que las plantas expuestas al Cu lo absorbieron y lo
translocaron a las hojas, en las cuales si se presentaron diferencias entre los
tratamientos. Es importante mencionar que las concentraciones de Cu encontradas
en las raices de todos los tratamientos fueron mayores (89 ppm para las plantas
control) a las reportadas para la mayoria de las especies de plantas (4-30 ppm)
(Marschner, 1995). Las raices de las plantas expuestas al Cu presentaron
concentraciones mayores a las detectadas en plantas control (entre 103 y 128 ppm)
mas no se encontraron diferencias significativas. A pesar de ser concentraciones
altas las que F. esculentum acumuld, tampoco fueron similares a las reportadas para
plantas hiperacumuladoras (1000 mg/kg de Cu). Estos resultados se pueden deber a
la transpiracion de las plantas, ya que se ha reportado que ésta puede influir en la
absorcion de nutrientes. De acuerdo con Tani y Barrington (2005) la tasa de
transpiracion influye en la absorcion tanto de zinc como de cobre en F. esculentum,
siendo que a mayor tasa de transpiracidon hay un aumento en la absorcion y la
concentracion de estos elementos en las raices. Seria importante monitorear la tasa
de transpiracion de F. esculentum, asi como la concentracién de cobre en el sustrato
de crecimiento de esta planta en la presente investigacion y asi tener un panorama

mas amplio sobre la respuesta observada.
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La concentracion de Cu en hojas, por el contrario, si presentd diferencias
significativas entre las plantas control y las plantas expuestas a diferentes
concentraciones del Cu; observandose un aumento en las hojas conforme la
concentracion de Cu en el sustrato aumentd, presentando hasta 69 ppm de Cu con
2000 pg Cul/g, sin embargo, estas concentraciones tampoco fueron mayores a las
reportadas para plantas hiperacumuladoras. Resultados que sugieren que F.
esculentum puede tolerar altas concentraciones de cobre en el sustrato, y ademas
puede absorberlo y translocarlo a sus hojas. Lou et al. (2004) reportaron que en
Elsholtzia haichowensis (Lamiaceae) una especie tolerante al cobre, se observé una
mayor concentracién de cobre en raices que en la parte aérea, asi como en Atriplex
halimus (Chenopodiaceae) (Mateos-Naranjo et al., 2013), Cucumis sativus
(Cucurbitaceae) (Alaoui-Sossé et al., 2004) y Vitis vinifera (Vitaceae) (Cambrollé et

al., 2013), en las cuales, el cobre fue secuestrado principalmente en las raices.

De acuerdo con diversos autores, la presencia de altas concentraciones de cobre
puede provocar una alteracidon en la absorcion de otros nutrientes esenciales,
generando asi un desbalance nutricional. Lin y Wu (1994) observaron que la
presencia de cobre afecto la absorcion y concentracién de nutrientes como P, Ca,
Mg, Fe y Zn en Lotus purshianus (Fabaceae). Mientras que Alaoui-Sossé et al.
(2004) reportaron que el cobre provocé una alteracion en cuanto a la distribucion de
Ca, Ky Mg en hojas de pepino (Cucurbitaceae), pero no en sus raices. Asimismo,
Bouazizi et al. (2010) observaron un cambio en la homeostasis de Ca, K, Fe y Zn en
hojas de Phaseolus vulgaris (frijol) (Fabaceae). En tanto que Cambrollé et al. (2013)

reportaron efectos del cobre sobre la concentracién de P, N, Ca, Mgy S en hojas y
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raices de Vitis vinifera ssp. sylvestris (Vitaceae). Por otro lado, Yang et al. (2002)
sugirieron que el hecho de que Elsholtzia splendens Nakai (Lamiaceae) mantuviera
la concentracion de diversos nutrientes esenciales en el rango de lo éptimo influyé en

su capacidad de tolerar el cobre.

En el caso Fagopyrum la presencia de Cu en el sustrato, no afect6é la concentracion

en hojas de ninguno de los macronutrientes evaluados (Ca, K, P, S).

Con respecto a la concentracion de los micronutrientes Zn, Fe y Mn en hojas de
Fagopyrum, no se presentaron diferencias significativas entre las plantas expuestas
al cobre y las plantas control, contrario a lo reportado por Lin y Wu (1994) quienes
observaron un desbalance en la absorcion de estos nutrientes en Lotus purshianus

(Fabaceae) ante la presencia de concentraciones toxicas de cobre.

En cuanto a la concentracion de nutrientes en las raices, no se presentaron
diferencias con relacion a la concentracion de P, Ca, Fe, Zn y Mn, pero si en la de S
y K, contrario a lo reportado para las raices de Spartina densiflora (Poaceae) en las
cuales se observo una disminucion en el contenido de P, Ca y Mg, una disminucion
en el crecimiento y en la actividad fotosintética, al estar expuestas a concentraciones
de cobre mayores a 0.03 pg Cu/g (Mateos-Naranjo et al., 2008), y en raices de
Glaucium flavum Crantz (Papaveraceae) en donde se report6 un aumento en la
concentracion de P, Ca, Mg, y una disminucion en la Fv/Fm y la RGR conforme
aumento la concentracién de cobre. Por otro lado, en raices de plantas de cebada
(Poaceae) expuestas al Cu, tampoco se presentaron diferencias respecto a la

concentracion de Zn, pero si del K, Ca y Fe (Vassilev et al., 2002), estos nutrientes
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disminuyeron, y se reflejé en una menor tasa relativa de crecimiento y de asimilacion

neta.

Con relacion a la concentracion del S, Cambrollé et al. (2013) reportan un aumento
en la concentracion de este nutriente en las raices de Vitis vinifera ssp. sylvestris
(Vitaceae) conforme se incrementaba la concentracion de Cu en el medio, estos
autores lo relacionan con un aumento en la sintesis de compuestos ricos en azufre
involucrados en la tolerancia a los metales pesados, como son las fitoquelatinas. En
el caso del presente trabajo la mayor concentracion de S se observé en las plantas
expuesta a 2000 ug Cu/ g y a 1000 pg Cu/ g, lo cual probablemente esta relacionado
con que las raices de estas presentaron la mayor concentracion de Cu. De acuerdo
con los resultados obtenidos en el presente trabajo, la tolerancia de F. esculentum
podria estar relacionada con un aumento en la concentracion de glutation a
consecuencia de un incremento en la produccion de ROS, o de la sisntesis de
fitoquelatinas o metalotioneinas. Respecto a esto, se ha observado que en plantas
tolerantes a metales pesados como el Cd, Zn y Cu se produce un incremento en la
concentracion de S debido al aumento en la sintesis de agentes desintoxicantes de
metales pesados, como, las fitoquelatinas y metalotioneinas y de antioxidantes como

el glutation (Bashir et al., 2015; Yadav, 2010).

En relacion con la concentracion de potasio en las raices, se observo la mayor
concentracion de este en las plantas expuestas a 2000 ug Cu/ g, mientras que las
plantas expuesta a 100 ug Cu/ g y las plantas control presentaron la menor
concentracion de cobre. Estos resultados sugieren que el K podria estar involucrado

en el mantenimiento del crecimiento de esta especie bajo estrés por cobre, ya sea
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por el mantenimiento de la elongacion celular, el aumento en la actividad de enzimas
antioxidantes y/o el aumento en la conductancia estomatica ya que se ha observado
que en especies como el Prunus persica (durazno) (Rosaceae), ante la presencia del
metal pesado Zn, el K ayuda a mantener la elongacion radicular, la actividad
fotosintética y provoca un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como

SOD y POD (Song et al., 2015).

De acuerdo con lo anterior, el cobre no provoco efectos adversos en la homeostasis
de ninguno de los nutrientes evaluados tanto en hojas como en raices de F.
esculentum, sin embargo, su balance si fue diferente entre 6rganos. Estos resultados
podrian sugerir que al igual que la planta tolerante al cobre Elsholtzia splendens
Nakai (Lamiaceae) (Yang et al., 2002), F. esculentum pudo mantener varios
nutrientes dentro del rango optimo lo cual estuvo involucrado en conservar una
actividad metabdlica adecuada cuando se encontré expuesta a diferentes

concentraciones de cobre.
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CONCLUSIONES

F. esculentum no presentd diferencias significativas en cuanto a su
crecimiento y eficiencia fotosintética ante diferentes concentraciones de Cu, lo
que sugiere que esta planta presenta un mecanismo de tolerancia a este
metal pesado que le permite crecer bajo concentraciones consideradas como
toxicas para diversas especies.

El cobre no afecto la tasa de crecimiento de F. esculentum, sin embrago, se
observdG una menor biomasa seca final en las plantas expuestas a la
concentracion mas alta del metal, lo cual podria explicarse por el costo
metabdlico de mantener su crecimiento bajo altas concentraciones de cobre.
El crecimiento de los érganos fotosintéticos de F. esculentum, se vio afectado
por el cobre, observandose una disminucion del area foliar, pero no de la
biomasa foliar de las plantas expuestas a la mayor concentracion de Cu, no
obstante, mantuvo una SLA similar a la del resto de los tratamientos lo cual
repercutid en su NAR y en los valores de la Fv/Fmy el Plass.

El area foliar especifica de las plantas expuestas a cobre fue similar a la de
las plantas control lo cual influyo en mantener una tasa de crecimiento y de
asimilacion neta sin diferencias significativas respecto a las plantas control y a
las del resto de los tratamientos con cobre.

Las plantas mostraron un incremento en la concentracion de Cu en sus hojas
como consecuencia al aumento de la concentracién de Cu en el medio de
crecimiento, a diferencia de en las raices, en las cules no se observaron

diferencias entre las plantas control y las expuestas a Cu.
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e EIl cobre no gener6 efectos negativos sobre la asignacion y asimilacion de
varios nutrientes minerales esenciales en F. esculentum lo que indica que
esta especie tuvo un ajuste metabdlico eficiente, el cual estuvo involucrado en
mantener un balance nutricional adecuado que no produjera efectos
negativos en su crecimiento.

e El aumento en la concentracién de algunos nutrientes en raices (Ky S) de F.
esculentum sugiere que estos elementos podrian estar involucrados en la

respuesta de esta especie a la toxicidad por cobre.
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Perspectivas

Para complementar la informacion sobre los efectos del cobre en la eficiencia
fotosintética de F. esculentum, seria apropiado realizar evaluaciones de la
asimilacion de COo, la conductancia estomatica y del contendido de pigmentos
fotosintéticos.

Para comprender mejor el balance nutricional de F. esculentum seria
importante realizar un analisis sobre la asignacién de nutrientes minerales en
diferentes estadios de desarrollo de las plantas y asi complementar la

informacion de los efectos del Cu sobre el balance nutricional de esta especie.

Debido a las diferencias observadas en cuanto a la concentracion de S en
raices de las plantas expuestas a cobre, seria interesante realizar un analisis
sobre péptidos quelantes ricos en este mineral como fitoquelatinas vy
metalotioeneinas, para determinar si estos se encuentran involucrados en la
respuesta de F. esculentum a este metal. Asimismo, el incremento en la
proporcion de Ky S observada en las raices de F. esculentum, podrian sugerir
un incremento en la actividad del sistema antioxidante de estas plantas, por lo
que seria importante evaluar el contenido de especies reactivas de oxigeno,
asi como la actividad de enzimas antioxidantes como POD, SOD, CAT y de
péptidos como el glutatiéon los cuales se ha reportado incrementan su actividad

en plantas que se encuentran expuestas a este metal.
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ANEXO |

La fotosintesis es un proceso metabdlico en el cual los organismos fotosintéticos,
como las plantas, transforman la energia luminica en energia quimica, en forma de
enlaces quimicos (Gonzales-Moreno et al., 2008). Durante este proceso la energia
luminica es utilizada para la sintesis de carbohidratos a partir de la reduccién de
diéxido de carbono (CO3) y la oxidacion del agua (H20) (Lambers et al., 1998; Taiz y

Zeiger, 2010). La ecuacion general de la fotosintesis oxigénica es:

luz
6 CO2+ 12H,0 —— > CgH1206+ 602+ 6H20

clorofila

Ecuacion 12

El aparato fotosintético

La fotosintesis se lleva a cabo en los cloroplastos (Figura 18). Los cloroplastos son
organulos de forma ovoide que se encuentran ubicados principalmente en las hojas
de las plantas, tienen su propio ADN y maquinaria para la sintesis de proteinas,
como ribosomas y ARN de transferencia. Constan de tres sistemas de membranas,
una externa, una interna y varias membranas tilacoidales; es en estas membranas en
donde se encuentran localizada la parte del aparato fotosintético encargada de la
absorcion de luz y la cadena transportadora de electrones (Figura 19) (Lambers et

al., 1998; Taiz y Zeiger, 2010).
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Figura 18.- Esquema de la estructura de un cloroplasto. Tomado y adaptado de Taiz
y Zeiger (2010).

Dentro de las membranas tilacoidales estan ubicados los dos complejos fotoquimicos
que forman parte del aparato fotosintético, el PSI y PSIl. Estos complejos se
encuentran separados espacialmente y trabajan en serie para llevar a cabo las
primeras reacciones de la fotosintesis. Cada uno cuenta con un complejo cosechador

de luz y un centro de reaccion (Taiz y Zeiger, 2010).

El fotosistema | (PSI), se ubica principalmente en las lamelas del estroma (Figura
18), absorbe longitudes de onda del espectro luminoso mayores a 680nm (rojo
lejano); produce un reductor fuerte (FNR) el cual reduce el NADP* a NADPH vy las
clorofilas de su centro de reaccién absorben la luz a una longitud de onda de 700nm,

por lo que también se conoce como P700 (Figura 19).

El fotosistema Il (PSIl) esta localizado principalmente en la lamela (Figura 18) de la

grana, posee un centro de reaccion cuyas clorofilas tienen una absorcion maxima y
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preferencial de 680 nm (rojo en el espectro visible), por lo que también es conocido
como P680. En este fotosistema (en el centro de evolucion de oxigeno) se lleva a
cabo el primer paso del proceso fotosintético, la fotdlisis del agua (Figura 19), cuya

oxidacion produce 1 molécula de Oz, 4 H* y 4 e"(Taiz y Zeiger, 2010).

La ATP sintasa del aparato fotosintético esta localizada en la membrana tilacoidal y
se encarga de producir ATP utilizando el gradiente electroquimico que se produce
por la difusién de protones del lumen tilacoidal al estroma durante las reacciones

luminicas de la fotosintesis (Figura 19) (Taiz y Zeiger, 2010).

La plastoquinona (PQ), el citocromowss (Cytwsr), la plastocianina (PC), la ferrodoxina y
la flavoproteina ferrodoxina-NADP reductasa (FNR), son transportadores
oxidoreductores del aparato fotosintético que se encargan de la transferencia de

electrones durante la fotosintesis (Figura 19) (Taiz y Zeiger, 2010).
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Figura 19.- Cadena transportadora de electrones, en la membrana tilacoidal de
cloroplastos, durante la fotosintesis. Tomado y adaptado de Taiz y Zeiger (2010).

Fotosintesis: Reacciones luminicas y reacciones de carbono

El proceso fotosintético se puede dividir en dos grupos de reacciones: reacciones

luminicas (fase luminica) y reacciones de carbono (fase bioquimica).

En las reacciones luminicas de la fotosintesis la luz es utilizada como energia para
llevar a cabo las reacciones bioquimicas. En estas reacciones, los fotones son
absorbidos por los complejos antena de los centros de los fotosistemas, conformados
por pigmentos fotosintéticos (principalmente las clorofilas) y los excitan. Las clorofilas
excitadas transfieren la energia (e’) a un centro de reaccion y se comienza una serie
de reacciones que finaliza con la captura de energia en forma de enlaces quimicos
(ATP y NADPH) (Gonzalez-Moreno et al., 2008; Taiz y Zeiger, 2010). Este grupo de
reacciones se lleva a cabo en las membranas tilacoidales del cloroplasto e involucra
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los fotosistemas, PSI y PSII, los transportadores oxidoreductores, PQ, Cytwst, PC, Fd

y FNR.

Durante esta fase de la fotosintesis se oxida el agua (en el Centro de Evolucion de
Oxigeno del PSII), liberando O2, 4 protones, los cuales son transportados a través de
la membrana tilacoidal al lumen tilacoidal y contribuyen al gradiente electroquimico
que es utilizado para sintetizar ATP a partir de ADP, mediante la ATP sintasa, y, 4
electrones, que son utilizados para reducir NADPH. En resumen, durante la fase
luminica de la fotosintesis se producen ATP y NADPH, los cuales posteriormente son

utilizados en las reacciones de carbono (Lambers et al., 1998; Taiz y Zeiger, 2010).

Las reacciones de carbono o reacciones de la fase bioquimica se llevan a cabo en el
estroma de los cloroplastos, durante esta fase, se reduce y se fija carbono para
producir carbohidratos, utilizando el ATP y el NADPH generados durante la fase
luminica. La reduccion de CO: se realiza mediante el ciclo de Calvin. En este ciclo, el
CO2y agua son combinados con una molécula de 5 carbonos (ribulosa-1,5-bifosfato)
mediante la enzima RuBisCO para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato.
Posteriormente, este 3-fosfoglicerato es reducido a gliceraldehido-3-fosfato (en
plantas C3) utilizando el ATP y NADPH, mientras que en las plantas C4 la
carboxilacion la realiza la enzima PEPC y se forman moléculas de cuatro carbonos
(malato). Para que las plantas puedan continuar fiando carbono, el aceptor ribulosa-
1,5-bifosfato debe ser regenerado a partir de gliceraldehido-3-fosfato (Lambers et al.,

1998; Taiz y Zeiger, 2010).
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Por cada ciclo se incorpora una molécula de CO> para lo que se requieren 2 NADPH
y 3 ATP; por lo que para formar una molécula de seis carbonos (una molécula de
glucosa) se requieren seis ciclos (12 NADPH, 18 ATP y 12 moléculas de H20)

(Lambers et al., 1998; Taiz y Zeiger, 2010).
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ANEXO I

Fluorescencia de la clorofila a

En la fotosintesis, una vez que la clorofila (Chl) absorbe un foton, esta pasa de un
estado basal a un estado excitado (Chl*), en este estado la energia de la clorofila

esta disponible y puede (Figura 20):

a) Ser transferida a otras moléculas de clorofila

b) Ser transferida hasta el centro de reaccién de los fotosistemas y asi participar
en las reacciones fotoquimicas

c) Perderse en forma de calor (la clorofila regresa a su estado basal mediante la
conversion de su energia de excitacion a calor)

d) Ser reemitida en forma de energia radiante de menor energia (reemite un

fotdn), lo que se conoce como fluorescencia de la clorofila

Todos estos procesos ocurren de manera simultanea, por lo que el aumento de uno
disminuye el otro, por lo general en hojas sanas alrededor del 90% de los fotones
absorbidos por la clorofila a es utilizado en los procesos fotoquimicos, mientras que
aproximadamente el 2.5% se libera en forma de calor y cerca del 0.5% se reemite en
forma de un fotén de menor energia (fluorescencia). Por lo que la fluorescencia de la
clorofila a puede ser utilizada para obtener informacion sobre la actividad fotoquimica

del aparato fotosintético (Gonzalez-Moreno et al., 2008).

La mayor emision de fluorescencia la tiene la clorofila a del PSIl (Baker, 2008).
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Figura 20.- Esquema sobre el uso de energia luminosa en una hoja. La mayoria de
la energia luminica en hojas bajo condiciones Optimas es utilizada en los procesos
fotosintéticos, mientras que una pequefia parte esta energia (que no es utilizada para
llevar a cabo las reacciones fotoquimicas) es disipada en forma de calor o de
fluorescencia.

Modelo de fluorescencia

Cuando una hoja es adaptada a la oscuridad y se somete a un haz de luz blanca
intenso, ocurre un patron caracteristico de fluorescencia de la clorofila conocido
como la cinética de Kautsky (Figura 21) (Gonzalez-Moreno et al., 2008; Lambers et

al., 1998).

En este patrén se observa:

e O: el valor inmediato de fluorescencia después de recibir el estimulo luminico,

en este momento los centros de reaccion se encuentran oxidados (abiertos),
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este valor representa la fluorescencia minima (Fo) y se mantiene
momentaneamente.

e J: Parte de la curva representa el momento en el que la Qa esta parcialmente
reducida.

e |: Parte de la curva que representa la reduccién parcial de la Qa y la Qs.

e P: Representa el valor de la fluorescencia maxima (Fm), cuando todos los

centros de reaccion estan reducidos.

P-S: A partir del valor de Fm (P) comienza a decaer la intensidad de la

fluorescencia.
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Figura 21.- Emision de la fluorescencia de la clorofila a, cinética de Kautsky. O es el
valor de la fluorescencia minima. J se refiere a la reduccidn parcial de Qa. |
representa la reduccién parcial de Qa 'y Qg. P es el valor de la fluorescencia maxima,

momento en el que todos los centros de reaccion estan reducidos. Tomado de
Gonzalez-Moreno et al., 2008.
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El analisis de la clorofila a permite evaluar de manera in vivo e in situ los efectos que
diferentes factores de estrés pueden provocar en el PSIl de manera que se pude
obtener informacion sobre la actividad fotosintética de las plantas bajo diferentes
factores de estrés, los cuales, al afectar la actividad del PSIl, generan un aumento en

la emision de fluorescencia.
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