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2018)
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mineral
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nombre cientifico es Scirpus spp.
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Fuerza que se aplica a los cuerpos. Se mide en Newtons

Obra de ingenieria para el almacenamiento o disposicion final
de los jales, cuya construccion y operacion ocurren
simultaneamente. Existe en México una norma especifica para
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| Elemento

Definicion

Terbinafina

Tezontle

Totipotente

estas construcciones: La Norma Oficial Mexicana NOM-141-
SEMARNAT-2003, que establece el procedimiento para
caracterizar los jales, asi como las especificaciones y criterios
para la caracterizacion y preparacion del sitio, proyecto,
construccion, operacion y postoperacion de presas de jales
(DOF, 2003)

Antimicético de amplio espectro que actua inhibiendo el
crecimiento de los hongos (Tabla 3.3)

Palabra que viene del mexicano o nahuatl y significa piedra
ligera como los cabellos (tetl = piedra, tzontli = cabellos) de
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Adjetivo aplicado a la célula totipotente. 1. f. Biol. célula
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Resumen

Para resaltar la presencia de los metales pesados como elementos potencialmente
téxicos (EPT) existentes en el agua de proceso de una industria minera cooperante
se planteé el uso del cadmio como un indicador ambiental de la toxicidad
especialmente para plantas hidréfitas que estén en contacto con el agua corriente de
proceso para depurarlo. Con la finalidad de evaluar el efecto toxico del cadmio en
plantas acuaticas se uso el carrizo (Phragmites australis) y se propuso realizar un
ensayo in vitro exponiendo células de callo de esta especie vegetal a diferentes
concentraciones de cadmio (0, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6 mg/L, las encontradas en los fluentes
de una mina cooperante). Se implementd un protocolo con una serie de
metodologias para la instalacion de reactores, corte de tejidos, desinfeccion de ex-
plantes y composicion de medios de cultivo a probar simultaneamente para la
eleccion 6ptima y sucesiva de las condiciones mas favorables para la induccion,
desarrollo y evaluaciéon del crecimiento de callo. Se logré el establecimiento de
cultivos celulares de callo de Phragmites australis con los que se realizd la
evaluacion del efecto téxico, encontrandose que el cadmio no afecté el crecimiento
del callo dado que no se abatié a las diferentes concentraciones en estudio.

Palabras clave: Cadmio, tejido vegetal, masa de células no diferenciadas o callos,
carrizos o Phragmites australis

Abstract

To highlight the presence of heavy metals as potentially toxic elements (PTEs)
existing in the process water of a cooperating mining industry, the use of cadmium
was proposed as an environmental indicator of toxicity, especially for hydrophytic
plants that are in contact with a water process stream for cleaning it. In order to
evaluate the toxic effect of cadmium on a reed (Phragmites australis), it was
proposed to carry out an in vitro test exposing callus cells of the plant species under
study to different concentrations of cadmium (0, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6 mg /L found in the
effluents of the cooperating mine). A protocol was implemented with a series of
methodologies for the installation of reactors, tissue cutting, disinfection of ex-plants
and composition of culture media to be tested simultaneously for the optimal and
successive choice of the most favorable conditions for induction, development and
assessment of callus growth. The establishment of cell cultures of Phragmites
australis callus was achieved, with which the evaluation of the toxic effect was carried
out. Findings indicate that cadmium did not affect the growth of the callus since it did
not collapse at the different concentrations under study.

Keywords: Cadmium, plant tissue, undifferentiated cell mass, callus, Phragmites
australis
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Capitulo 1

Problematica

1.1. Justificacion

La actividad minera en México es uno de los principales contribuyentes del sector en
el mundo, ocupando el primer lugar en la produccion de plata a nivel mundial y
siendo uno de los 10 principales productores de 16 diferentes minerales. Sin
embargo, la mineria representa un fuerte impacto ambiental debido a la liberacion de
metales pesados los cuales son considerados elementos potencialmente toxicos
(Cardenas, 2013; Ruiz-Lépez, 2009).

En estudios previos realizados en los Laboratorios de Ingenieria Quimica Ambiental y
de Quimica Ambiental (LIQAyQA) se ha resaltado la presencia de esos elementos
potencialmente toxicos en el agua de proceso de una industria minera cooperante del
estado de México y la problematica generada por la acumulacion de dichos
elementos al reutilizar el agua de proceso en la operacion unitaria de flotacién para
extraer y concentrando algunos metales y afectando la flotacion selectiva de los

minerales de interés (Ruiz-Lopez, 2009).

Para el estudio del impacto de los elementos toxicos en las aguas reutilizadas, se ha
utilizado como herramienta al componente vegetal de los humedales artificiales, los
cuales son zonas disefiadas y construidas en las que, de forma controlada, se
emplean plantas acuaticas para la eliminacion de contaminantes presentes en aguas
residuales mediante procesos fisicos, bioldgicos y quimicos. Considerando la
problematica ambiental de la mina cooperante, se ha propuesto la instalacion de
humedales artificiales como sistema de remediacion de la contaminacion en el agua
excedente de su proceso de concentracion de los minerales la cual es enviada a un

cuerpo receptor pre-construido conocido como presa de jales (Ruiz-Lépez, 2009).
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Sin embargo, se desconocen los mecanismos mediante los cuales interactuan los
elementos potencialmente toxicos y las plantas del humedal, asi como el efecto

téxico que dichos elementos pueden provocar en las plantas.

Con el objetivo de evaluar el posible efecto de los elementos potencialmente toxicos
contenidos en el agua que la mina obtiene del proceso de flotacion sobre las plantas
hidrofitas que se establecerian en el humedal artificial, se propuso realizar un ensayo
en el que se eligid al cadmio como metal indicador potencialmente toxico y a la

planta hidrofita conocida coloquialmente como carrizo, Phragmites australis, como

material bioldgico.

1.2. Hipoétesis

El crecimiento del callo de Phragmites australis no se ve afectado cuando es
sometido a diferentes concentraciones del cadmio equivalentes a las encontradas en
el agua que sale de la operacién unitaria de flotacion de la mina cooperante.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

El objetivo general de esta investigacion fue:

o Evaluar el efecto del cadmio sobre el crecimiento de callo de Phragmites

australis
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1.3.2. Objetivos particulares

Los objetivos particulares fueron:

o Establecer las condiciones para el crecimiento de plantas donadoras de
explantes de Phragmites australis bajo condiciones ex vitro.

o Evaluar diferentes métodos de desinfeccibn de nodos de los tallos de
Phragmites australis

o Seleccionar el medio de cultivo para la induccién del callo de Phragmites
australis

o Determinar la cinética de crecimiento de callos de Phragmites australis

o Evaluar el crecimiento de cultivos de callos a tres diferentes concentraciones

de cadmio incluyendo un blanco sin cadmio (0, 0.2, 0.4 y 0.6 mg/L)

A continuacion, en el siguiente capitulo se dan algunos conceptos que seran utiles
para definir la metodologia seguida, para analizar los resultados obtenidos y para
sentar las bases que permitan, en una siguiente etapa, elucidar el posible
mecanismo que emplea la planta para sobrevivir en un medio acuoso que contenga

metales pesados usando uno como indicador, el cadmio.
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Capitulo 2

Marco teodrico

2.1. Mineria

Desde las primeras civilizaciones se han usado cuantiosos minerales para la
fabricacion de herramientas, armas y ornatos, que demandaron con insistencia el
ejercicio de la mineria. Esto la convirtié en una de las actividades mas antiguas de la
humanidad y, con el transcurso de los siglos, se ha convertido en una importante
industria. Actualmente se denomina mineria a la actividad econdmica que contempla
el conjunto de procedimientos realizados en un yacimiento para obtener recursos de
una mina, a través de la extraccion, explotacién y aprovechamiento de los minerales
y combustibles fésiles acumulados en el suelo y subsuelo (Cuéntame de México,
2019).

Durante el transcurrir del tiempo se han creado series de estudios, técnicas y analisis
con el objetivo de perfeccionar la exploracién y explotacion de los yacimientos.
Dependiendo del tipo de mineral a extraer la actividad se divide en 3 categorias

(Secretaria de Economia, 2011):

e Mineria metalurgica
Compuesta por elementos metalicos empleados como materias primas
basicas para la fabricacion de una variedad de productos industriales. Los
principales elementos de interés son, por orden alfabético, aluminio, cobre,

hierro, mercurio. niquel oro, plata y plomo.

¢ Mineria no metalurgica
Obtiene materiales para la construccion tales como cemento, cal y granito;

minerales industriales como el caolin, bentonita, potasio, azufre y piedras
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preciosas, siendo algunas de estas, cuarzos, zafiros, esmeraldas, diamantes,

entre otros.

e Mineria energética
Le atafnen exclusivamente minerales energéticos, empleados principalmente

como combustibles, tales como el petroleo, gas natural y carbon o hulla.

2.2. Industria minera en México

La mineria en Meéxico ha resaltado dentro de su economia desde la época
prehispanica hasta la actualidad impactando y determinando la dinamica social y
politica, tanto al interior del pais, como en las relaciones con el exterior (Gonzalez-
Becerra, 2017).

Esta industria denota las caracteristicas del desarrollo econdmico del pais, ocupando
un sitio destacado en la actividad productiva, constituyendo un rengléon significativo
en diferentes entidades del territorio nacional suministrando los insumos requeridos
por la industria manufacturera, estimulando de esta forma la descentralizacion

economica y social (INEGI, 2015).

Asi mismo, ha sido un factor importante de modernizacion para otras industrias, entre
las que destacan la construccion, la metalurgica, la siderurgica, la quimica y la
electronica, ademas de formar parte de la manufactura de maquinaria, equipo y

articulos de uso cotidiano.

La identificacion histérica entre el pais y la mineria tiene origen en el patrimonio
mineral del territorio nacional, influencia que repercute en la ubicacion de
asentamientos humanos localizados en su mayor parte en regiones montafiosas,

aridas y las llanuras costeras (INECC, 2007).
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Se reconocen los actuales estados de Guerrero, Morelos, Querétaro, Oaxaca y
Chiapas, como las primeras regiones de actividad minera en la época prehispanica,
extendiéndose posteriormente a Zacatecas, Hidalgo, Guanajuato y San Luis Potosi

en el periodo colonial.

La produccién de metales preciosos fue la industria mas importante y el motor del
crecimiento econdmico y modernizacion de la Nueva Espaia, lo que proveyo de
dinamismo mercantil a producciones naturales, que de otra manera hubieran
quedado reducidas a satisfacer el consumo interno. Fue la plata la que constituyo la
produccion econdmica dominante del sector durante dicho periodo, siendo el nexo
fundamental con el mercado mundial y base del sistema econdmico colonial (Kuntz-
Ficker, 2010).

Simultaneamente, las formas de produccién empleadas en la mineria fueron causa
de tensiones sociales, mismas que contribuyeron a desencadenar la revolucion de
1910 y al establecimiento en la Constitucion de 1917, precepto en el que se basa la
normativa para el aprovechamiento de los recursos del suelo y subsuelo (Lépez-
Barcenas, 2017).

Al finalizar la Segunda Guerra Mundial, perdi6 el caracter de columna vertebral de la
economia nacional que desempefié durante cuatro siglos, debido a que las nuevas
politicas econdmicas establecidas en el pais que favorecieron el crecimiento de la

agricultura comercial y el turismo (Ruiz-Lépez, 2009).

Las siguientes décadas se caracterizaron por el declive de las actividades
extractivas, la cada vez menor participacion de la mineria a pequefia y mediana
escala en la actividad, con el advenimiento de las grandes empresas, ahora muchas
de ellas transnacionales; asi como los bajos precios internacionales de la plata y
otros minerales que obligaron al cierre de las minas mas pequefias en el pais (Ruiz-
Lopez, 2009).
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Ha sido hasta los afios 2000 en que el repunte en los precios internacionales de
metales como el cobre o el zinc (debido en parte a la gran demanda China) ha dado

un nuevo auge a la industria minera (Lomelin-Guillén, 2007).

En la actualidad, la actividad minera sigue constituyendo una fuente importante de
divisas, con un reciente repunte importante de los metales preciosos que llegaron en
2020 a niveles récord de varios afos y como el 2do destino con el presupuesto de
exploracién mas alto de América Latina, tiene una participacién importante en la
economia del pais y es una fuente destacada de empleos que, al cierre de 2020,
registré 367,935 empleos formales directos (Secretaria de Economia, 2021). De igual
manera, la mineria mexicana mantiene una notable contribucion a la produccién
mundial, ocupando el 1er lugar en la produccion de plata y se ubica entre los 10
principales productores de 17 diferentes minerales: plata, fluorita, celestita, sulfato de
sodio, wollastonita, bismuto, molibdeno, plomo, cadmio, sulfato de magnesio, zinc,

diatomita, barita, yeso, sal, oro y cobre (Secretaria de Economia, 2021).

Se prevé que, para las siguientes décadas, el litio sea el mineral clave a explotar por
su creciente demanda para la elaboracion de baterias, especialmente de autos
eléctricos, mercado que se espera sustituya a los autos de combustidn interna, lo
que elevara la demanda del llamado “nuevo petréleo”. Ante esta situacion, se ha
amagado una iniciativa para nacionalizar el litio al catalogarlo como una fuente de
energia estratégica para el desarrollo econémico del pais, sin embargo, las acciones

al respecto, tanto de legislacion como explotacién, aun son inciertas (Carbajal, 2021).

2.3. Contaminacion minera en México

El financiamiento privado, latente en la mineria, se aceleré después de la salida del
capital estatal por la aplicacion de politicas neoliberales en México, lo que
simultaneamente repercutié en la existencia de pocas empresas mineras mexicanas
debido a la abertura para inversion de capital extranjero (Ruiz-Lépez, 2009;

Tlamayanco-Castro, 2022). Una de las consecuencias de dichas politicas ha sido el
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descuido de la conservacién del ambiente y la seguridad laboral, dada la laxa
normativa mexicana, muchas empresas extranjeras realizan en México practicas que
en su pais de origen se encuentran prohibidas o estrictamente reglamentadas
(Lépez-Barcenas, 2017; Poy-Solano, 2006).

Todas las etapas que conforman un proceso minero, con excepcion de la
prospeccion, que implica estudios preliminares, originan problemas ambientales de
alto impacto derivados de la generacion de aguas residuales, residuos peligrosos y
emisiones a la atmoésfera, de tal forma que la industria minera en México ha
generado una gran cantidad de desechos y sitios contaminados a lo largo de todo el
pais (Garcia-Mercado, 2016).

2.4. Elementos potencialmente téxicos, EPT

El término Elemento Potencialmente Toxico (EPT) se define como cualquier
elemento quimico que pueda tener consecuencias nocivas a los seres vivos al
exponerse a eéstos. Los EPT incluyen elementos de importancia ambiental y/o
toxicologica de caracter metalico, no metales y metaloides. Los de mayor importancia
ambiental son el As, Be, Cd, Cu, Cr, Hg, Pb, Se, Tl, V y Zn, siendo metales en su

mayoria (Volke-Sepulveda et al., 2005).

En materia de contaminacién ambiental a los metales que en estado puro presentan
una densidad mayor a 5.0 g/cm® y son tdxicos se les define también como “metales
pesados”, este término es utilizado con frecuencia para referirse a los EPT metalicos,
sin embargo; debido a inconsistencias y confusiones en su descripcién y uso, este
término no esta formalmente reconocido por la IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) (Duffus, 2002).

El caracter toxico de los EPT se debe a la capacidad que tienen para reaccionar e
interferir con una serie de sistemas enzimaticos en los seres vivos. Los cationes

metalicos divalentes (Mn?*, Fe?*, Co®", Ni?*, Cu®" y Zn?") son estructuralmente muy
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similares entre si, tienen diametros iénicos entre 138 y 160 pm y una doble carga
positiva. De esta manera, por su semejanza estructural, ciertos cationes metalicos
divalentes pueden desplazar a otros con funciones fisiolégicas importantes en la
célula. Por ejemplo, los iones H92+, cd* y Ag”® forman complejos inespecificos al
interior de las células, que interfieren con el adecuado metabolismo celular (Csuros y
Csuros 2002).

2.5. Cadmio

El cadmio es un elemento quimico metalico considerado un EPT. Es blando, de color
blanco azulado y relativamente poco abundante con respecto de otros metales, aun
con ello se encuentra en toda la corteza terrestre. Es comun hallarle en minas
asociado con metales como el zinc, el plomo y el cobre, y nunca en estado puro. Su
uso mas frecuente es en aleaciones con otros metales para la produccion de baterias
recargables, pigmentos de uso industrial y en procesos de galvanotecnia
(Colaboradores de Wikipedia (1), 2022).

El cadmio produce efectos toxicos en los organismos vivos, aun en concentraciones
muy bajas y no es degradable en la naturaleza, por lo que una vez liberado al
ambiente permanecera en circulacion. Esta propiedad, unida a su alta movilidad y
poder bioacumulativo, lo convierten en uno de los EPT de mayor importancia en
materia de contaminacion ambiental, asi como un elemento de referencia para

estudios de investigacion de toxicidad (Hernandez-Baranda et al., 2019).

Por tales caracteristicas, la normativa mexicana establece en las NOM-001-
SEMARNAT-1996 y NOM-002-SEMARNAT-1996 (DOF, 1996a,b) los limites
maximos permisibles de Cd para descargas en aguas residuales en aguas y bienes
nacionales y en los sistemas de alcantarillado urbano o municipal. En el caso del
cadmio la NOM-001 indica que rango de concentracion puedes ser desde 0.05 hasta
0.4 mg/L dependiendo del uso o disposicion final que tenga el agua. Por otra parte, la

NOM-002 maneja como limites maximos permisibles de Cd total 0.5 mg/L como
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promedio mensual, 0.75 mg/L como promedio diario y 1 mg/L tomado de forma
instantanea (DOF, 1996Db).

2.6. Humedales artificiales

Siendo un problema persistente la contaminacién ambiental tanto de cadmio como
de otros EPT consecuencia de la explotacion minera, se han propuesto métodos
para concentrar dichos elementos y reducir sustancialmente su liberacion al
ambiente. Uno de los métodos de control y reduccion de contaminantes del agua
utiizada en los procesos de extraccidon es la implementacion de humedales
artificiales (Amabilis, 2015; Amabilis et al., 2016, 2018a,b; Bazua-Rueda et al., 2020).

Los humedales artificiales son sistemas de fitorremediacion conformados por un
medio de soporte, la vegetacion emergente y/o sub-emergente, organismos vivos y
agua, que simulan a un sistema de humedales naturales, con un fin determinado,
principalmente para la eliminacién de contaminantes presentes en aguas residuales
mediante procesos fisicos, bioldgicos y quimicos (Hammer y Bastian, 1989; Garcia-

Mercado, Ruiz-Lépez et al., 2010).

Estos sistemas son saturados por aguas superficiales o subterraneas con las
particularidades de fijar fisicamente los contaminantes en la superficie del suelo y la
materia organica, utilizar y transformar los elementos por medio de microorganismos
y lograr niveles de tratamiento consistentes con un bajo consumo de energia y

mantenimiento (Salinas-Juarez, 2016).

Los humedales artificiales pueden clasificarse dependiendo de su hidraulica, en
humedales de flujo superficial y flujo subsuperficial y con plantas emergiendo,
flotando o sumergidas en el agua. En ellos, el agua puede fluir horizontalmente o
verticalmente o tener sistemas hibridos (vertical-horizontal). El influente de estos
sistemas se alimenta en forma continua por uno de los extremos del humedal como

se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Sistema conceptual de un humedal artificial (Duran-de-Bazua, 1998)

Los humedales consisten habitualmente de uno o mas canales de poca profundidad
que tienen un recubrimiento de fondo para prevenir la percolacion al agua freatica
susceptible a contaminacion y una capa sumergida de suelo para las raices de la
vegetacion macrofita (aquella que puede desarrollarse en terrenos inundados)
seleccionada. Cada sistema cuenta con estructuras adecuadas de entrada y
descarga para asegurar una distribucion homogénea del agua residual. La
vegetacion emergente mas utilizada en este tipo de humedales incluye a las
espadanas o tules (Typha spp.), los juncos (Scirpus spp.) y los carrizos (Phragmites
spp.)- El soporte para las plantas debe tener una baja conductividad y no permitir un
flujo significativo a través de la zona radicular. La eliminacion de contaminantes se
produce por medio de reacciones que tienen lugar en el agua y en la zona superior
del sustrato, por lo que su potencial eliminacion se ve fuertemente restringida (EPA,
2000).

Si bien se ha demostrado que la fitorremediacion es eficiente para el tratamiento de
aguas residuales, no todas las especies de plantas acuaticas existentes pueden ser

utilizadas para tal fin, ya que deben reunir caracteristicas de resistencia que les
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permitan adaptarse al medio y crear las condiciones idoneas para que ocurra el
proceso de remocion de los contaminantes de manera sustentable, ya sea
absorbiéndolos  directamente o favoreciendo su captacion  mediante
microorganismos; siendo asi, se desarrolla investigacion con el fin de caracterizar las

plantas y determinar su compatibilidad con los sistemas de fitorremediacion.

2.7. Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta biotecnologica que engloba un
conjunto de técnicas a través de las cuales un explante vegetal se -cultiva
asépticamente en un medio artificial de composicién quimica definida y se incuba en
condiciones ambientales controladas. El proceso inicia a partir de explantes aislados
de cualquier tejido vegetal, aunque tradicionalmente se emplean embriones, raices y
brotes por tener mayor facultad embriogénica (Ochoa-Villarreal et al., 2015). El
fundamento radica en las células totipotentes, que tienen la habilidad de que una
sola célula pueda expresar el genoma completo por medio de la divisidon celular y su
capacidad celular de modificar su metabolismo, crecimiento y desarrollo para poder
regenerar una planta completa a partir de un cultivo in vitro, sin importar el grado de

diferenciacion alcanzado (Hussain et al., 2012).

Uno de los principales objetos de dichos cultivos obedece a la necesidad de obtener
modelos biolégicos que actuen como ejemplares vivos para la implementacion de
ensayos in vitro, brindando ventaja sobre ensayos con ejemplares completos de
plantas debido a la repetibilidad de las técnicas con mayor capacidad de control de
variables, menor requerimiento de espacio, lo que se refleja en la posibilidad de
aumentar la cantidad de ensayos en espacios limitados y la obtencion de resultados
a corto plazo. Otras aplicaciones frecuentes de los cultivos de tejidos son para la
produccion a gran escala de metabolitos secundarios, produccién de plantas
utilizadas como biocombustibles, biorremediacién, rescate de especies amenazadas

0 en vias de extincién y produccion agricola intensiva (Osorio-Garcia, 2018)
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Para los diferentes fines mencionados, existen dos técnicas de cultivo de tejidos in
vitro mas utilizadas, la organogénesis y callogénesis (Figura 2.2). La organogénesis
refiere a la produccién de 6rganos de las plantas (raiz, brote, hojas) ya sea
directamente de los meristemos, o indirectamente de masas de células
desdiferenciadas (callos), tanto para la propagacién masiva de las plantas a estudiar

como para el crecimiento de érganos particulares de interés (Hussain et al., 2012).

Explante
Explante (suspension de células)

(disco de tejido) a0
.0..

E LN !

Regeneracion {ff g Regeneraclon

directa |nd|recta /
Formacion

directa Callo
de brotes

'&

Formacion
indirecta
de brotes

Planta regenerada
Figura 2.2. Etapas de morfogénesis de tejidos vegetales inducidas mediante

reguladores de crecimiento en cultivos in vitro (modificada de Hussain et al., 2012)
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La callogénesis por otra parte se produce cuando el explante, en un medio con
concentraciones Optimas de reguladores del crecimiento, prolifera a células

desdiferenciadas de callo (Ochoa-Villarreal et al., 2015).

2.8. Cultivo de callos

El cultivo de callos es la induccion y mantenimiento de una masa amorfa (Figura 2.3)
de células vegetales no diferenciadas obtenida a partir del aislamiento de érganos o
tejidos diferenciados de una planta madre que, al someterse a un cambio en los
niveles de auxinas y citocinas, logran una desdiferenciacion celular (Ayala-Vazquez,
2008).

Figura 2.3. Callo inducido a partir de tejidos vegetales de Phragmites australis

(fotografia de la autora)

Los tejidos de callo por lo general son heterogéneos en su composicion celular; es

decir, un mismo callo puede presentar varios tipos celulares, la diversidad celular
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depende de varios factores como el origen del tejido, edad y composicion de los
medios (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999).

Se ha observado que, tanto los callos establecidos a partir de diferentes 6rganos de
una misma planta como los callos procedentes de un mismo explante, llegan a diferir
en su morfologia y caracteristicas intrinsecas como color, friabilidad, dureza, tamario,
grado de diferenciacién y produccién de metabolitos; caracteristicas que también

pueden concentrarse mediante reguladores y manipulacion fisica.

El callo, por ejemplo, puede volverse progresivamente disgregable con subcultivos
repetidos, para establecer una suspension celular en medio liquido (Osorio-Garcia,
2018).

Las caracteristicas mas importantes del callo son:

e Las células totipotentes pueden llegar a formar plantulas completas
e Proliferaciéon continua
e Proliferacion acelerada

e Apariencia desorganizada

2.8.1. Composicién de medio de cultivo

La morfogénesis en los cultivos de tejidos vegetales in vitro puede ser dirigida
mediante diversos factores controlables en los medios de cultivo, para promover la
formacion de érganos, brotes, callos o células en suspension. Los medios de cultivo
vegetales contienen nutrientes requeridos para el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, a su vez requieren condiciones preparacion e incubacion especificas, tales
como pH, esterilidad, periodos de luminosidad, temperatura, y humedad. Estos estan
compuestos principalmente de sales inorganicas, compuestos organicos y materiales

inertes para soporte (Morales-Rubio et al., 2016). En la Tabla 2.1 se describen
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detalladamente la funcion y ejemplos de los componentes que conforman un medio

de cultivo:
Tabla 2.1. Componentes de un medio cultivo para tejido vegetal
(Osorio-Garcia, 2018)
Componente Ejemplo

Macronutrientes: Elementos y
compuestos de mayor demanda
que contribuyen a las funciones
vitales como la fotosintesis y

respiracion

N,: Forma parte de proteinas, acidos nucleicos y algunas coenzimas.
K*: Regulador de potencial osmético

Mg?*: Cofactor de enzimas y componente de la clorofila

S: Cofactor

P: Intermediarios en fotosintesis y respiracion

Ca?*: Sintesis de pared celular

Micronutrientes: Elementos y
compuestos de menor demanda
encargados de la regulacion

enzimatica.

Mo: Componente de nitrato reductasa.

Cu?: Transferencia de electrones

Zn?: Sintesis de auxinas

Mn2*: Cofactor de enzimas fotosintéticas

Fe?*: Transferencia de electrones y componente del citocromo

Co: Componente principal en forma de complejo de algunas vitaminas y
enzimas

|- Estimula la nitrificacion

B3*: Manteamiento en la pared y membrana celular

Na*: Osmorregulacion y equilibrio eléctrico

CI-: Osmorregulacion y liberacién de O, a partir de H20,

Compuestos orgénicos:
Compuestos de carbono
metabolizables para la obtencion de

energia y regulacion osmotica.

Azucar, manitol y sorbitol: Fuente de carbono e incrementa la presion
osmética, transformandola en hipotonica, dando lugar a la salida agua

fuera de la célula

Vitaminas: Precursoras de
coenzimas, hormonas que in vivo
son sintetizados por una parte u
drgano de la planta para luego ser
transportadas a otros 6rganos

donde se metabolizan y/o acumulan

Tiamina (B1): Componente esencial de las coenzimas que
catalizan la oxidacion del acido piravico

Piridoxina(B6): Biotransformacién

Riboflavina(B2): Necesaria para el crecimiento de las raices
Acido nicotinico(B3): Metabolismo energético

Myo-inositol: Mensajero secundario
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Componente

Ejemplo

Reguladores de crecimiento:
Compuestos que tienen un efecto
similar a las hormonas, pero son
sintetizados artificialmente y
molecularmente son distintos a las
hormonas. Altas concentraciones
de auxinas generalmente favorecen
la formacién de raices, mientras
que altas concentraciones de
citocininas promueven la
regeneracion de brotes. Un balance
de auxina y citocinina lleva al
desarrollo de una masa
desdiferenciada de células llamada

callo

Auxinas (2,4-D, AIA, AIB, ANA, Dicamba): Promueven la elongacion
celular, la division celular, la formacién de raices laterales, desarrollo de
frutos, diferenciacion del tejido vascular. En CTV se emplea para
promover la induccion y crecimiento de callo, formacién de brotes y raices

y la embriogénesis somatica

Citocininas (BA, Kinetina): Regulan el ciclo celular, estimulan la
morfogénesis y el crecimiento de yemas laterales, promueven la divisién
celular y la formacion de cloroplastos, también rompen la dominancia
apical. En CTV se emplean para estimular la divisién celular, formacion de

brotes y maduracion de cloroplastos

Giberelinas (AG3): Induce el alargamiento de entrenudos en tallos al
estimular la division y elongacion celular, retrasa la maduracion de los
frutos, estimula en crecimiento de los frutos. En CTV se utiliza para el
alargamiento de brotes adventicios, la germinacion de semillas y, en
algunos casos estimula la maduracion y germinacion de embriones

somaticos

Acido abscisico (ABA): Estimula el cierre estomatico, inhibe el crecimiento
del tallo, en las semillas induce la sintesis de proteinas de
almacenamiento, induce el efecto de las giberelinas, asi como la
senescencia de las hojas, induce y mantiene la latencia. En CTV poco se
utiliza, sin embargo, se ha visto que ejerce un efecto sobre la maduracion

y sincronizacion de embriones somaticos

Antioxidantes: Moléculas capaces
de retardar o prevenir la oxidacion
debida a la captacién de electrones
por agentes oxidantes,
manteniendo la integridad por
mayor tiempo de los tejidos

vegetales y el medio de cultivo

PVP: Facilidad para formar complejos, restaurando la actividad de las
enzimas
reaccionando con los fenoles, los cuales son adsorbidos a través de

uniones de hidrogeno

Carbdn activado: Mediante su adicion al medio de cultivo es posible
remover compuestos fendlicos. Remueve sustancias inhibitorias o toxicas

del medio de cultivo que son producidas durante la esterilizacion mediante
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Componente

Ejemplo

autoclave

Acido citrico y ascorbico: Actian como compuestos que inhiben o
demoran la oxidacion, a través de la descomposicion de especies
reactivas de oxigeno, evitando asi las reacciones en cascada de los

radicales libres

Antibiéticos: Compuestos que
matan o impiden el crecimiento de
ciertas clases de bacterias

sensibles

Cefotaxima, del grupo de las cefalosporinas de tercera generacion. Tiene

un amplio espectro de accidn contra las bacterias

Antimicoticos: Compuestos que
matan o impiden el crecimiento de

ciertas clases de hongos sensibles

Terbinafina: de amplio espectro, fungicida frente a Aspergillus,
Candidaparapsilosis, Malasseziafurfur, Cryptococcusneoformans, hongos
dimorfos, algunos agentes de la feohifomicosis, cromoblastomicosis,

hialohifomicosis, y micetoma

Gelificantes: Agentes que ayudan a
solidificar el medio de cultivo dando
soporte al tejido, también ayuda a
dosificar la cantidad de agua

disponible para los tejidos

Agar: polisacarido sin ramificaciones obtenido de la pared celular de varias
especies de algas. Tiene un gran poder gelificante, ya que con cantidades
del menos del 1% de materia sélida se obtiene un gel bastante resistente.
Los geles de agar son transparentes, duros y quebradizos. Esta propiedad
los diferencia de los otros geles de poliglucidos, que son mas elasticos y
pegajosos. Ademas, el agar tiene la propiedad particular de presentar una

gran histéresis térmica

El llamado Gelzan (Gellan Gum) se produce por medio de una
biorreaccion y es un sustituto de agar. Puede soportar temperaturas mas
altas en comparacién con el agar convencional. Tiene un mayor
rendimiento que el agar ya que es posible generar un gel estructuralmente

fuerte con una menor cantidad de producto
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2.8.2. Explante

El éxito de la induccion y el establecimiento del cultivo de callos depende en gran
medida del explante usado que, a su vez, obedece a la condicion de la planta madre
(genotipo, estado fisioldgico, posicion del tejido dentro de la planta, estacionalidad,

etc.).

El explante es una porcion del tejido, érgano o células de las que se inicia un cultivo
in vitro vegetal. Las plantas jovenes o en desarrollo que contengan tejidos
meristematicos y crecimiento vegetativo vigoroso son la mejor fuente de explantes.
Aunque en una misma planta se puedan encontrar, tanto crecimiento juvenil como
adulto, el primero se caracteriza por ser activo y por la ausencia de estructuras
reproductoras, mientras que el adulto es mas lento y presenta estructuras sexuales
para la reproduccién de la planta, ademas de que pueden haber acumulado mayor
cantidad de microorganismos en sus tejidos y contener menor cantidad células

meristematicas (Calva-Calva et al., 2005).

Las células meristematicas se distinguen de otras células por su tamano
relativamente pequefo, citoplasma denso, forma isodiamétrica, pared celular
delgada, minima vacuolacion y un gran nucleo. En los cultivos in vitro este tipo de
células se encuentran en la periferia de los callos o en las suspensiones como masas
0 ndédulos de tejidos pre-embriogénicos, lo que produce una gran variabilidad en la

expresion genética entre la poblacion celular de esos cultivos (Doerner, 2000).

2.8.3. Condiciones de preparacion de medios de cultivo

El cultivo in vitro debe realizarse en condiciones asépticas; por lo tanto, debe ser
esterilizado, por medio de calor humedo en autoclave, aunque también puede ser
filtrado. Asi mismo la parte de la planta a utilizar, el explante, debe ser sometido a
una desinfeccion superficial mediante el uso de diferentes soluciones desinfectantes

como hipoclorito de sodio, etanol, plata coloidal, detergentes no iénicos, fungicidas,
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etc. Finalmente, la siembra (colocacion del explante en el medio de cultivo) se lleva a
cabo bajo condiciones asépticas, usualmente utilizando una campana de flujo

laminar (Morales-Rubio et al., 2016).

2.8.4. Condiciones de incubaciéon

El cultivo se incuba bajo condiciones ambientales de luz, temperatura, intercambio
gaseo y humedad, controladas, que junto con las fisicoquimicas y nutricionales

conducen el desarrollo del explante a través de sus procesos morfoldgicos.

Para el correcto crecimiento y desarrollo del tejido en cultivos es necesario el
suministro de luz a intensidades bajas, mucho mas que la de la luz solar. La
acumulacién en las plantas de la energia de los carbohidratos provendra de los
glucidos agregados al medio, mas que de la fotosintesis, de manera que son
innecesarios altos niveles de luz. La temperatura controlada también estabiliza el
crecimiento y mejora la predictibilidad del desarrollo de los tejidos. La temperatura
optima se encuentre entre 25y 28°C, el pH entre 5.2 y 6.5 y la luz de 0 a 12,000 lux
(Calva-Calva et al., 2005).

2.8.5. Evaluacion del crecimiento de los cultivos celulares

Hay numerosos métodos para determinar el crecimiento de los cultivos celulares,
dependiendo de su estado morfoldgico y el estado de su medio de soporte (liquido,

sélido y semisolido), los mas utilizados son (Street, 1977):

e Numero de células: Parametro de crecimiento el cual es utilizado como un
método de medicion que requiere disgregar los grupos celulares en células
individuales. El conteo posterior se puede realizar en una camara de
Neubauer, realizando las observaciones en un microscopio éptico.

e Volumen celular: En este método se requiere tomar un volumen conocido de la

suspension y se centrifuga durante 3 min a 200xg para provocar una
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sedimentacién de las células; posteriormente, se determina el volumen de
éstas y se expresa en mL de células por mL de cultivo.

e Masa' fresca: Sobre un papel filtro previamente pesado se colocan las células
lavadas con agua destilada y se pesan.

e Masa seca: Se determina de manera similar a la de la masa fresca, pero antes
de pesar las células se secan a 60°C, durante 12 h como minimo.

e Cinética de crecimiento: Permite describir el comportamiento de un cultivo
celular mediante la masa fresca o la masa seca. Consiste en obtener una
grafica de variacion de la masa en funcion del tiempo, la cual da origen a una

curva sigmoidea o semi-sigmoidea que representa el crecimiento celular

(Figura 2.4).
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Figura 2.4. Curva de crecimiento tipica: A) Fase lag, B) Fase exponencial, C) Fase

estacionaria, D) Fase de muerte (Imagen de la autora)

En las curvas de crecimiento se pueden encontrar 4 fases caracteristicas (Osorio-
Garcia, 2018):

1 .. . .

La masa y el peso NO son sindnimos. La masa es una propiedad de los cuerpos y siempre es constante. Se
mide en kg. El peso es una fuerza que se aplica a los cuerpos y varia dependiendo de cual sea su origen. Se mide
en Newtons (Nota de la asesora)
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e Fase lag o fase de adaptacion: EI comportamiento inicial depende de las
condiciones de las células del in6culo, de las cuales depende también el éxito
del nuevo cultivo. El objetivo de esta fase es preparar a las células para el
proceso de division celular

e Fase exponencial: durante este periodo la velocidad de crecimiento adquiere
su valor maximo y, en vista de la falta de factores limitantes, permanece
aproximadamente constante. Por este motivo, la concentracion celular
aumenta rapidamente

e Fase estacionaria: durante esta fase las condiciones de cultivo son limitantes y
la natalidad es igual a la mortalidad, por lo cual la concentracion celular y los
componentes de la biomasa permanecen sin cambios relevantes. Este
comportamiento se debe a la baja concentracion de algun nutriente esencial o
al alto valor del pH, con consiguiente poca disponibilidad de sustrato
fotosintético, o a una excesiva concentracion de oxigeno, aunque con
frecuencia el motivo mas importante es la pobre penetracion de la luz causada
por la alta concentracion celular (efecto de auto sombreado)

e Fase de muerte: la tasa de mortalidad es superior a la de natalidad, por lo cual
la concentracion disminuye. Ademas, se registra una disminucion de la
biomasa unitaria como resultado de un incremento en la proporcion entre
respiracion y fotosintesis y a la ausencia de nutrientes, que conlleva a la

muerte o lisis celular (concentracion, recuento celular, etc.).

2.9. Modelo biolégico: Phragmites australis

El carrizo (Phragmites australis) es una especie de caia de la familia Poaceae (Tabla
2.2). Phragmites australis fue descrita primero por Antonio José de Cavanilles como
Arundo australis y posteriormente desplazado al género Phragmites por Carl
Bernhard von Trinius y publicado en Ernst Goftlieb von Steudel, Nomenclator
Botanicus Editio secunda, vol. 1 en el aino 1840 (Figura 2.5). Su etimologia se

compone de Phragmites, nombre genérico que deriva del griego phragma que
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significa cerca o valla, por su forma de crecer a lo largo de los rios, y australis:

epiteto latino que significa "del sur" (Colaboradores de Wikipedia (2), 2022).

o

Figura 2.5. Phragmites australis (cortesia de Oswaldo Téllez-Valdés, CONABIO,
2009)

Tabla 2.2. Taxonomia de Phragmites australis (Parker, 2008)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae

Subfamilia | Arundinoideae

Tribu Arundineae

Género Phragmites

Especie Phragmites australis
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Es una planta perenne, con un rizoma rastrero con capacidad para crecer en la
superficie buscando agua. Puede alcanzar los 4 m de altura y 3 cm de diametro,

presentando una gran inflorescencia al final del tallo.

Tiene una distribucion cosmopolita y subcosmopolita. Habita generalmente en suelos
humedos y orillas de cursos de agua y lagunas. En rios se encuentran
fundamentalmente en los tramos mas bajos, en los que la velocidad del curso de
agua les permite enraizar. Puede soportar bastante bien niveles moderados de
salinidad en el agua y en el suelo, necesitando suelos encharcados hasta
profundidades de 50 cm, por lo que es posible encontrarlo en las proximidades de

marismas y zonas mas salobres (Colaboradores de Wikipedia (2), 2022).
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Capitulo 3

Materiales y métodos

El presente trabajo se llevd a cabo en los Laboratorios de Ingenieria Quimica
Ambiental y de Quimica Ambiental del Edificio E-3 Alimentos y Quimica Ambiental y
en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Bioquimica
del Edificio E-1 de Bioquimica y Farmacia, ubicados en el Conjunto E de la Facultad

de Quimica de la UNAM (Figura 3.1).

Conjlintesp !
” D
f-acu!la%de Q L

E((!'uﬁ_cu: Eifacultag
duumu_':s_UNAM -

Figura 3.1. Localizacion de los LIQAyQA (Edificio E-3 Alimentos y Quimica
Ambiental y el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (Edificio E-1 Bioquimica y
Farmacia) en el Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM
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El material biolégico Phragmites australis fue obtenido del humedal artificial
localizado dentro de las instalaciones del Colegio de Ciencias y Humanidades Plantel
Sur (CCH-Sur) de la UNAM (Figura 3.2), donde los Laboratorios de Ingenieria
Quimica Ambiental y de Quimica Ambiental en un proyecto conjunto con colegas del
CCH Sur aprovecharon dos proyectos INFOCAB para construir este humedal artificial
prototipo para apoyar la docencia experimental y ejemplificar la bondad del sistema.
El area donde esta ubicado forma parte de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San
Angel (REPSA), que se encuentra al suroeste de la Ciudad de México, en los
terrenos de la Ciudad Universitaria, por lo que es custodiada y manejada por la
Universidad Nacional Autonoma de México (Palacios-Vargas et al., 2009).

INSTALACIONES

Humedad artificial
CCH Sur

Figura 3.2. Localizacion del humedal artificial (CCH-Sur, 2014)
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El desarrollo de la metodologia se llevd a cabo de manera acumulativa desde el
inicio de la investigaciéon hasta el final del experimento debido al requerimiento
constante del material biolégico para los procesos. Por lo tanto, se dio mantenimiento
continuo a cada uno de los sistemas establecidos a lo largo de la investigacion para

satisfacer la demanda.

Siendo asi, aunque la metodologia en esta tesis se describe como una secuencia de
pasos a seguir para facilitar su comprension, se aclara que el inicio de cada etapa
consecuente no amerita el final de la anterior, implicando una continuidad para el

desarrollo de las etapas.

La metodologia se llevo a cabo en cinco etapas:

Etapa 1: Obtencién de plantas donadoras de explantes.

Etapa 2: Establecimiento de cultivos in vitro de callos.

Etapa 3: Caracterizacion de cultivo para determinar cinética de crecimiento.
Etapa 4: Evaluacién de la toxicidad del cadmio sobre el crecimiento de callos.

Etapa 5: Regeneracion de planta a partir de los callos.

Para el cumplimiento las etapas de la parte experimental se llevaron a cabo como se

presenta en el diagrama (Figura 3.3).

3.1. Etapa I. Obtencidon de plantas donadoras de explantes

Se extrajeron del humedal artificial de Colegio de Ciencias y Humanidades Plantel
Sur 8 plantas de carrizo (Phragmites australis) (Figura 3.4) para establecer cultivos
en reactores a escala de laboratorio a partir de plantas sanas (Figura 3.5).

Cada reactor se construyo cortando 38 cm de largo de tubo de cloruro de polivinilo,

PVC en inglés, de 20 cm (8 pulgadas) de diametro y empalmandolo con su
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respectiva base, sellando cada una de las uniones con cemento azul para PVC de la

marca “Omega”, para evitar fugas.

A cada reactor se le afnadid tezontle, roca volcanica muy porosa, de tamafo
homogéneo (1 cm de diametro equivalente) como soporte para la planta, que
previamente se lavo con el fin de disminuir la carga microbiana y materia organica

que pudiera contener.

e Extraccion de planta del CCH Sur

* Construccion de reactores

+ Estableciminiento de plantas

+ Alimentacion de reactores con solucion nutritiva

Obtencion de plantas
donadorasde
explantes

Etapal

e * Preparacion de medios de cultive
Establecimiento de it
s Desinfeccion de explantes

cultivos in vitro de s Limpieza, corte y siembrade explantes

Eta pa | | callos *Incubacion

Caracterizacion de
cultive para
determinar cinética
de crecimiento

e Establecimiento de 10 muestras de 1.0 g callo
*Registro de cada muestracada2 dias
* Evaluacion del crecimiento mediante graficacion

Etapa lll

Evaluacion de la . :Jureop;r::)ciﬁr;‘%eﬁmnf;;f)de cultivo con las diferentes concentraciones de cadmio
Eta pa |V ts‘:lﬂ::!d;dc‘rj:tl:lﬁl‘::]‘:: +Siembrade 1.0 g de callo en cada muestra

*Registro de cada muestra cada7 dias durante 5 semanas

decallos + Evaluacion estadistica de datos para determinar diferencias significativas

Regeneracion de * Preparacion de medio de cultive sin el regulader de crecimiento Dicamba
plantaa partirde los § Siembrade muestras de callo en el nuevo medio de cultive
*Seobservé elcrecimiento delcallo y la diferenciacién celular para la formacion
de plantas

Etapa V

callos

Figura 3.3. Metodologia general
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Figura 3.4. Partes de la planta Phragmites Figura 3.5. Reactor de PVC
australis de las cuales se extrajeron los explantes para el crecimiento de las
plantas acuaticas

(Fotografias de la autora)

Cada planta se instalé 15 cm por encima de la base de la base del reactor y se
cubrié con 15 cm mas de tezontle de las mismas dimensiones e igualmente lavado
(Figura 3.5). Semanalmente se alimenté cada reactor con solucién nutritiva (Tabla
3.1) para promover su crecimiento, drenando la solucion anterior con el fin de

disminuir en lo mayor posible la carga microbiana.
3.2. Etapa ll. Establecimiento de cultivos in vitro de callos

3.2.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron cuatro en total, descritos en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.1. Preparacién de la solucién nutritiva

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
(mgl/L) (mgl/L)

NH;H,PO, 23.62 CuS04.5H,0 0.050

MgS0Q4.7H,0 98.79 H3BO3 0.19

KCI 223.09 ZnS04.7H,0 0.12

NaNO3; 252.09 (NH4)6M0o7024H,0 1.52

MnCl,.4H,0 0.10 FeS04.7H,0 5.61

CaCl, 115.61

Tabla 3.2. Composicion de los medios de cultivo (se resaltan en negritas el

compuesto y composicion diferente con respecto del medio de cultivo, MC, anterior)

Nombre y concentracién de cada medio de cultivo

Compuesto MCA1 MC2 MC3 MC4

Sales inorganicas MS' 100% B5° 100%

Vitaminas MS modificadas 100%

Aminoacido Glicina 2 mg/L

Fuente de energia Sacarosa 30 g/L

Fitohormona para i Dicamba
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 1.0 mg/L

induccion de callo (auxina) 5.0 mg/L

Auxina ANA 1.0 mg/L

Citocina BA 0.5 mg

pH 5.7

Gelificante Gelzan 3.3 g/L Gelzan 3.0 g/L

Antibiotico Cefotaxime 1.0 mL/L

Antimicético Nistatina 50.0 mg/L

Donde MS: Medio de sales y vitaminas (Murashige y Skoog, 1962); B5: Sales para la preparacion de
medio de Gamborg (Gamborg et al,1968); Dicamba: Herbicida selectivo con actividad de auxina en
bajas concentraciones; ANA: Acido naftalenacético; BA: Bencil amino purina
1,2: Anexo A-3. Composicién de sales para preparacion de medios de cultivo

44




Para promover el desarrollo de callo se probaron los medios de cultivo MC1 y MC2,
con base en los requerimientos esenciales de la planta. Conforme se indujo el
crecimiento del callo, se hicieron observaciones en el desarrollo y se eligié preservar
los callos solamente en medio MC2, debido a que el crecimiento era mayor que con
MC1. Posteriormente, al observar que los callos se resecaban se disminuyo el
agente gelificante del medio para aumentar la disponibilidad de agua al tejido
vegetal, siendo el medio de cultivo MC3 al que se le redujo la cantidad de agente
gelificante. Simultdneamente, se realiz6 mayor investigacion técnica del crecimiento
de callo y se prob6 una modificacion adicional de la auxina inductora de callo y las
sales inorganicas, la cual resulté en el medio de cultivo MC4, que fue el mas

conveniente ya que mejoro el crecimiento del callo con respecto del MC2.

Los medios de cultivo se sirvieron en frascos con dimensiones de 6 cm de diametro

por 5 cm de altura con un volumen de 20 mL.

3.2.2. Métodos de desinfeccion

Para establecer los medios in vitro se extrajeron explantes de 3 diferentes tejidos de
la planta: Las hojas terminales, los nudos y los apices como se muestra en la Figura
3.4 ya sefalada antes. Al elegir las plantas de los reactores se seleccionaron los
mejores tallos, en cuanto a su apariencia y su vigor, que no presentaran afecciones
con hongos ni otra infeccion bacteriana o viral, asi como tejido dafiado por insectos.
Posteriormente, los explantes se dividieron a la mitad y se sometié cada parte a uno

de los dos métodos de desinfeccion, D1y D2, descritos en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Métodos de desinfeccidén probados para el establecimiento de los cultivos

in vitro de Phragmites australis

Concentra- Condicion
Método Componente N Accioén Tiempo .
cién de espacio
Jabodn liquido y Sumergir y
10 mL/L 15 minutos Aséptica
agua corriente agitar
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i Concentra- . ] Condicion
Método Componente . Accibén Tiempo .
cién de espacio
Sumergir y
Alcohol 70% ) 1 minuto
agitar
Hipoclorito de Sumergir y
. 10% ) 20 minutos
sodio agitar
Agua desionizada Enjuagar 3 )
. 100% 1 minuto c/u
estéril veces
Sumergir y
Benomil 2g/L ) 15 minutos
agitar
Agua desionizada Enjuagar 3 Estéril
D1 J . 100% ag 1 minuto c/u
estéril veces
Sumergir y Realizar  en
Agrimicin-500 2g/L ] 15 minutos
agitar campana de
Agua desionizada Enjuagar 3 ] flujo laminar
) 100% 1 minuto c/u
estéril veces
Antioxidante
(Acidos ascérbicoy | 100 g/L c/u Sumergiry | 15 minutos
citrico
Antibidtico y Cefotaxime 250 )
agitar
antimicético, mg/L | Terbinafina 250
Jabén liquido y Sumergir y . )
. 10 mL/L ) 15 minutos Aséptica
agua corriente agitar
Sumergir y
Alcohol 70% ) 1 minuto
agitar
Hipoclorito de Sumergir y .
. 20% ) 20 minutos
sodio agitar
D2 Agua desionizada Enjuagar 3 | 1 minuto cada
. 100%
estéril veces uno
Sumergir
Benomil 2g/L ) ary
agitar
Agua desionizada Enjuagar 3 )
. 100% 1 minuto c/u
estéril veces
L Sumergir y Realizar  en
Agrimicin-500 2g/L ]
agitar campana de
Agua desionizada | 100% Enjuagar 3 | 1 minuto c/u flujo laminar

46




i Concentra- . ] Condicion
Método Componente . Accidn Tiempo .
cién de espacio

estéril veces

Antioxidante

(Acidos ascérbicoy | 100 g/L c/u Sumergir 15 minutos
citrico
Antibidtico y Cefotaxime 250 .

y agitar

antimicético, mg/L | Terbinafina 250

3.2.3. Limpieza, corte y siembra de explantes

Una vez desinfectados los explantes, en condiciones de esterilidad, se les retird el
tejido exterior dafiado durante la desinfeccion y se les realizaron cortes especificos a
cada tipo de tejido para, posteriormente, colocarlos en los medios de cultivo

enriquecidos para inducir el desarrollo de callo.

Se colocaron 6 explantes en cada uno de los 20 medios cultivo de MC1 y MC2,
siendo la mitad de cada tipo. Posteriormente, los cultivos se ubicaron bajo
condiciones ambientales controladas en un cuarto de incubacién a 25°C, con

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

3.2.4. Incubacioén

El procedimiento para la induccién de callos se realizdé 4 veces en total (seleccion,
corte, desinfeccion y siembra). Solamente en el primer procedimiento se realizaron
los métodos de desinfeccion D1 y D2. Para las siguientes se utiliz6 solamente el
meétodo de desinfeccion D2 para todos los explantes. Se sembraron los explantes las
primeras dos ocasiones en medios de cultivo MC1 y MC2; la tercera vez solamente
en medio MC2 y la ultima vez en medio MC4.
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De los cultivos con los cuales se logro la induccion de callo se cambié a medio de
cultivo nuevo cada 6 semanas y simultaneamente se les retiraba, en condiciones de
esterilidad, el tejido deteriorado u oxidado que tuvieran, manteniendo solamente el

callo fresco y el tejido vegetal que no hubiese perecido.

El medio MC3 se utilizé para los cambios de medio de cultivo nuevo a partir del
tercer procedimiento de induccion de callo, en el que se disminuyé la cantidad de
agente gelificante con el objetivo de tener mayor cantidad agua disponible para el

callo y evitar su deshidratacion.

Todos los callos obtenidos se mantuvieron al final solamente en medio MC4, dado

que se encontrd que fue mas benéfico para su proliferacion.

3.3. Etapa Ill. Caracterizacion de cultivo para determinar su cinética

de crecimiento

3.3.1. Establecimiento de muestras de callo

A partir de los callos caracterizados se hizo una mezcla de estos con el fin de
homogeneizar el tejido y evitar tomar muestras que derivaran en resultados
sesgados. Se sirvieron 10 frascos de 3.5 cm de diametro por 3 cm de altura con 10
mL de medio de cultivo MC4 y se les coloco un gramo de callo tomado de la mezcla.
Se sometieron bajo condiciones ambientales controladas en un cuarto de incubacion

a 25°C, con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.
3.3.2. Registro de la masa de cada muestra
Se midio y registro la masa del callo de cada muestra cada 2 dias, tres veces a la

semana, durante 3 semanas consecutivas. Teniendo un total de 10 mediciones para

cada una de las 10 repeticiones.
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3.3.3. Evaluacion del crecimiento mediante su masa

Con los datos obtenidos se calculd el promedio de masa de cada dia y se grafico
para visualizar la cinética de crecimiento y determinar las fases /lag, exponencial y

estacionaria.

3.4. Etapa IV. Evaluacion de la toxicidad del cadmio sobre el

crecimiento de callos

3.4.1. Preparacién del medio de cultivo con cadmio

Se preparé medio de cultivo MC4 al cual se le afiadieron diferentes volumenes de
una solucion de cadmio con una concentracion de 10.0 mg/L (Tabla 3.4) preparada a
partir de la solucion patrén trazable de material de referencia estandar del Instituto
Estadounidense de Normas y Tecnologia para Cd(NO3), en HNO; 0.5 mol/L (1000
mg/L Cd Certipur®) para obtener 5 medios de cultivo a cada una de las cuatro
concentraciones de 0, 0.2, 04 y 0.6 mg/L Cd (cinco repeticiones de tres
concentraciones y un blanco, 20 muestras en total). Estas concentraciones hacen
referencia a la concentracion de cadmio determinada en el agua de mina, que oscila
entre 0.2 a 0.5 mg/L (Ruiz-Lépez, 2009). Se vertieron 10 mL de medio de cultivo con
las diferentes concentraciones de cadmio en 5 frascos de cinética de crecimiento con

capacidad de 30 mL, teniendo un total de 20 frascos con medio.

Tabla 3.4. Volumen de solucion de cadmio, 10.0 mg/L, afiadida para cada

concentracion de cadmio en los medios de cultivo

Concentracion Volumen solucién 10.0 mg/L de Volumen total de medio de
de cadmio cadmio cultivo
0 mg/L 0 mL 300 mL
0.2 mg/L 6 mL 300 mL
0.4 mg/L 1.2 mL 300 mL
0.6 mg/L 1.8 mL 300 mL
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3.4.2. Seleccioén y siembra de callo

Una vez conocida la cinética de crecimiento de los callos de Phragmites australis, se
establecieron cultivos de callo a partir de los cuales se tomaron las muestras para el
ensayo en el dia 9 a partir del dia de siembra, siendo este el momento en el que se

inicié el periodo exponencial.

Se colocd 1.0 g de callo en cada uno de los frascos con medio de cultivo, se
sometieron a condiciones ambientales controladas en un cuarto de incubacion a
25°C, con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

3.4.3. Registro de la masa de cada muestra

Se midieron y registraron las masas de callo de cada 7 dias, durante 5 semanas
consecutivas. Se tuvo un total de 6 mediciones (considerando el dia 0) para cada
una de las 5 repeticiones de las concentraciones de cadmio (tres y un blanco).

3.4.4. Evaluacion estadistica de datos

Se evalud el efecto de toxicidad realizando un analisis estadistico para comparar

simultaneamente si existian diferencias en el crecimiento de los callos a las 4

diferentes concentraciones en estudio, un blanco y tres de cadmio.

3.5. Etapa V. Regeneracién de las plantas a partir de los callos

Se prepard nuevo medio de cultivo MC4 sin agregarle el regulador de crecimiento

dicamba y se sembraron en diferentes frascos callos de Phragmites australis.
Se realizaron 4 subcultivos al mismo medio sin regulador de crecimiento y al
momento de obtenerse plantulas se pasaron a un medio MS (sales y vitaminas MS,

Murashige y Skoog, 1962) liquido sin regulador de crecimiento.
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Capitulo 4

Resultados y discusién

4.1. Etapa 1. Obtencion de plantas donadoras de explantes

Se obtuvieron las plantas sanas de carrizo y se establecieron los reactores para su
crecimiento satisfactoriamente. Se observoé que las plantas de carrizo tuvieron un
crecimiento optimo al ser alimentados los reactores con la solucion nutritiva

preparada.

4.2. Etapa 2. Establecimiento de cultivos in vitro de callos

4.2.1. Métodos de desinfeccion

Dado que en el procedimiento P1 se obtuvo menor cantidad de medios

contaminados (Ver Tabla 4.1) utilizando el método de desinfeccion D2. Se decidio

utilizarlo para los siguientes procedimientos y descartar el uso de D1.

Tabla 4.1. Procedimiento P1: Medios de cultivo sembrados con explantes
desinfectados con los métodos de D1y D2

Medios de | Desinfectados Desinfectados Totales Contaminados Contaminados
cultivo con D1 con D2 con D1, % con D2, %
M1 5 5 10 60 20

M2 5 5 10 40 0
Total 10 10 20 50 10
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4.2.2. Medios de cultivo con diferentes concentraciones de 2,4-D

Se probaron inicialmente los medios de cultivo M1 y M2, resultando con mayor
induccion el M2 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Callo inducido en los procedimientos P1 y P2 utilizando los medios de
cultivo M1y M2

Procedimiento Tipo de medio Cultivos con desarrollo de callo, %
M1 50.0
P1
M2 62.5
M1 37.5
P2
M2 71.4%

4.2.3. Incubacién y obtencién del callo

Se consiguio inducir el crecimiento de callo a partir de los diferentes explantes de
carrizo expuestos al medio enriquecido y las condiciones de incubacion de

temperatura constante de 25°C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

4.3. Etapa 3. Caracterizacion de cultivos para determinar cinética de

crecimiento.

Se realizd el registro de masa de callo para determinar el comportamiento de
crecimiento del callo con medio MC4 y determinar las fases de éste. Los resultados
se muestran en la Tabla A-1.1 del Anexo A-1. Graficamente, con estos se obtiene la

curva de crecimiento (Figura 4.1).

Se presenta la masa promedio por dia de callo de Phragmites australis y se sehalan

las fases de desarrollo alcanzadas en el ensayo. En la grafica se observa que la fase
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lag durd a partir del inicio de la incubacion hasta el dia 9, y la fase exponencial inici6
en el dia 10 y no se determin¢é el dia final de la fase debido a que en la grafica se
observa que el crecimiento continua aun en la ultima muestra registrada. Para
conocer el tiempo total que dura la fase exponencial se tendria que extender el
tiempo de incubacion y los registros de masa del callo para determinar la cinética de

crecimiento completa.

1.44
1.42
1.40 ;

1.38 :  Fase exponencial
1.36 i (Dia10 -21)

1.34

1.32
1.30
1.28
1.26
1.24
1.22
1.20
1.18
1.16
1.14
1.12
1.10
1.08
1.06
1.04
1.02
1.00

Fase lag
(Dia 0 - 9)

Promedio de masa de callo (g)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Dias medidos

Figura 4.1. Cinética de crecimiento de los callos

4.4. Etapa 4. Evaluacion de la toxicidad del cadmio sobre el

crecimiento de los callos

Se muestra el promedio de las repeticiones por semana para cada concentracion

considerada, en la Tabla A-1.2 del Anexo A-1 (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Crecimiento promedio de callo para cada concentracion de cadmio

4.4.1. Analisis estadistico del crecimiento de callo expuesto

Se realizd el analisis estadistico sobre los datos del disefio completamente
aleatorizado con 4 tratamientos, correspondientes a las diferentes concentraciones
de cadmio.

Modelo

Yi= W+ Ti g
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Hipotesis nula (Ho): p1 = 2 = M3 = M4 =

Hipotesis alterna (Ha): Wi # Hai # @

Grados Cuadrados

Fuente de .

- Suma de cuadrados de medio F calculada F tedrica
variacion . .

libertad (varianza)

Tratamientos SCr= E.zll’_;'-“ ¥ a-1 CMt= g Fo= Eﬁ : Fy

B N
= F1a,a1,N-)
Error SCe= SCT - SCt N-a CMe=252
N—a
¥* 2

Y;. = Suma de las observaciones de i-ésimo tratamiento
Y"= E?:j_ z_?:j_ Yi_}' = ?:1 YE,
N =ab

Grados Cuadrados
Fuente de
- Suma de cuadrados de medio F calculada F tedrica
variacion
libertad (varianza)
Tratamientos SCt= 0.01 3 CMt= 0.0033 Fy=0.5077 F1=Fps320)
=3.10
Error SCe =0.14-0.01=0.13 20 CMe= 0.0065
Total SCT=0.14 23

Dado que Fy < F4, se aprueba la hipdétesis nula, por lo tanto, no hay diferencia

significativa en el crecimiento del callo expuesto a las diferentes concentraciones de
cadmio en el medio.
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4.5. Etapa 5: Regeneracién de planta a partir de los callos

Se logré germinar los embriones somaticos a partir del callo de Phragmites australis
obtenido y mantenido durante 1 afo, quitando el inductor de embriogénesis somatica
dicamba.

En la Figura 4.3 se presentan los callos mantenidos durante 1 afio. En la Figura 4.3a
se pueden observar pequefias protuberancias que son embriones somaticos
mientras que en la Figura 4.3b, cuando se les quité el dicamba, se corroboré la
germinaciéon de los embriones. En ella ya se presentan raices pivotantes asi como

pequefias hojas lo que demuestra un origen embriogénico.

Figura 4.3. Estadios de diferenciacién de callo a planta de Phragmites australis. (a):
callo embriogénico. (b): Germinacién de embriones somaticos hibridos de callo con
hojas y raices en direcciones no definidas

En la Figura 4.4, se observan las plantulas (4.5c) y plantas de carrizo (4.5d) que
presenta un desarrollo normal tanto de raices como parte aérea lo que permite una

mejor adaptacion de acondicionamiento ex vitro. En las plantulas de carrizo (4.5c) se

56



presenta una zona nodular con extension de hojas y raices creciendo en una
direccion definida y en (4.5d) se tiene ya la planta desarrollada con hojas y raices

largas.

Figura 4.4. Acercamiento de las plantulas y plantas de carrizo

En la Figura 4.5 se observa toda la secuencia que se obtuvo durante la germinacion
y desarrollo de las plantulas de carrizo partiendo de callos embriogénicos: a) callos
embriogénicos, b) germinacion de embriones c) plantulas de carrizo d) plantas

completas ya crecidas y mantenidas en medio liquido.

4.6. Analisis final

La instalaciéon de los reactores con plantas de carrizo fue Optima y se logré una
adecuada adaptacion de las plantas a su nuevo ecosistema, diferente en sustrato y
clima. Las plantas crecieron lo suficiente para que se tomaran repetidas muestras
sanas de tallos, hojas y nodos. El cambio periddico del agua de riego favorecié la

disminucién de carga microbiana, debido a que esto previene la acumulacion por el
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estancamiento. Posteriormente, se llevo a cabo la desinfeccion, la cual resultd ser un
proceso laborioso debido a que las plantas provenian de un sustrato de tierra
expuesto al aire libre, por lo que a pesar del cambio de sustrato y la renovacion
constante de agua de riego para disminuir la carga microbiana, se requirid

implementar un método de desinfeccion.

Figura 4.5. Seguimiento fotografico: a) Callos embriogénicos, b) Germinacion de

embriones c) Plantulas de carrizo, d) Plantas completas crecidas y mantenidas en

medio liquido

Los desinfectantes son sustancias quimicas capaces de destruir microorganismos;
sin embargo, dada su alta toxicidad deben de ser probadas las concentraciones
optimas de uso en organismos vivos, siendo en este caso de tejidos vegetales, con el
fin de mantener la viabilidad celular. Para eliminar las bacterias y hongos, principales
contaminantes mas frecuentes en el cultivo in vitro (Alvarado, 1988), se probaron dos
métodos que incluyen diversos antisépticos, fungicidas, bactericidas (ANEXO modo
de accion de los antisépticos), y cantidades distintas de hipoclorito de sodio, que

actua como disolvente de acidos grasos de los microorganismos y oxidante de sus
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estructuras (Hernandez-Navarrete et al., 2014). Se determiné que el método D2 es
mas efectivo para la desinfeccion de los cortes de carrizo dado que los cultivos
establecidos con explantes sometidos a este método presentaron menor porcentaje
de medios contaminados, siendo 50% medios contaminados con el método D1 y
solamente el 10% con el D2. Se explica este resultado a causa de que el método D2
implica el uso de mayor concentracion de hipoclorito de sodio que el D1y, a su vez,
se determind que tal concentracion aparentemente no danoé el tejido de la planta ni

resulto perjudicial para el desarrollo del callo.

El crecimiento celular in vitro es un proceso controlado por las interacciones que se
establecen entre los medios nutritivos suplementados con reguladores de
crecimiento, asi como las condiciones fisiolégicas y bioquimicas enddgenas de los
explantes. En contraste con el desarrollo de una planta completa, la induccion de
callo tiene requerimientos particulares, siendo el principal el regulador de
crecimiento, que promueve la desdiferenciacion celular a partir de los explantes
expuestos al medio de cultivo enriquecido (Ramos-Rodriguez, 2006). En los dos
procedimientos de siembra de explantes en los que se probaron los medios de
cultivo con diferentes concentraciones del regulador de crecimiento 2,4-D se hallé
que se indujo callo en un mayor porcentaje de medios M2 que los M1. Si bien, en
ambos medios se logro inducir el callo, con lo cual se cumple uno de los objetivos,
tener un rendimiento mayor de callo es fundamental para darle continuidad a los
ensayos dado que permite avanzar mas rapido al tener una muestra mayor de callo.
Tanto en los explantes de nodos como de hojas superiores se consiguio inducir el
callo ya que presentan un gran numero de células meristematicas, las cuales tienen
la singularidad de dividirse aceleradamente, aunque adicionalmente se ha
demostrado que la formacion de callo se puede iniciar casi a partir de cualquier
organo vegetal, ya sea hoja, tallo, raiz, nudo, peciolo, cotiledones, etc. es por esto
que la respuesta celular a la formacion callo depende de muchos factores, las
condiciones fisioldgicas y bioquimicas de los tejidos, la composicién de los medios de

los cultivos y las condiciones ambientales, entre otras (Alvarez, 1994).
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Conforme se desarrollaba el callo en medio M2 se observo que este presentaba un
aspecto reseco con frecuencia, por lo que se disminuyo la cantidad de gelificante del
medio para aumentar la disponibilidad de agua para las células. Posteriormente, a
pesar de haber logrado la induccion del callo, no se habia logrado obtener la
cantidad suficiente de callo para realizar la cinética de crecimiento y posteriormente
el ensayo de toxicidad, por ello, con el fin de mejorar el rendimiento de callo, se
realizd una investigacion en la literatura y se encontré un ensayo en el que la
produccion de callo de otra especie hidrofita (Typha latifolia) mejord con una
concentracion de 5 mg/L de dicamba en el medio (Estime et al., 2002). Con base en
esta informacion se establecieron 5 medios de cultivos de callo con medio M4 y se
observd un crecimiento mayor respecto al callo mantenido en M3, por lo cual se

decidié cambiar todo el callo a medio M4.

Teniendo callo suficiente, se procedio a realizar la curva de crecimiento en la cual se
precisaron la fase lag y parte de la fase exponencial sin hallar el final de esta ni el
principio de la fase estacionaria, lo cual deriva de la tendencia creciente de la curva
en la gréafica, ya que en ninguno de los puntos se aprecia una masa constante,
indicativo de la fase estacionaria. Para discernir todas las fases de cinética de
crecimiento se requiere continuar las mediciones peridodicamente hasta que perezca
el callo en el medio, no se realiz6 debido a que el objetivo de la cinética de
crecimiento es hallar el tiempo de inicio de la fase exponencial, primordial para
realizar el muestreo del callo para el establecimiento de los medios para el ensayo de

toxicidad de cadmio.

En el ensayo para probar la toxicidad del cadmio en el callo de Phragmites australis,
se designé como indicador de crecimiento la masa de callo de cada una de las
muestras expuestas al medio con cadmio medida periddicamente. Con los resultados
obtenidos se realizé una grafica para visualizar la cinética de crecimiento del callo a
cada una de las concentraciones de cadmio. Se observa al comparar las curvas de
crecimiento que el callo que mas crecio fue aquel que tenia una concentracién de 0

mg/L Cd, seguido del callo a concentracion de 0.6 mg/L Cd, luego a 0.4 mg/L y
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finalmente el callo que menos crecio fue el de concentracion 0.2 mg/L; sin embargo
este orden de crecimiento no parece tener relacion directa con respecto a la
concentracion de cadmio, por lo que se realizd un analisis estadistico en el cual se
confrontaron los resultados de las 4 concentraciones simultaneamente para evaluar
las diferencias entre ellas; como resultado se evidencid que no hay diferencia

significativa entre el crecimiento de callo a las 4 concentraciones de cadmio.

Dado que no se manifestd una diferencia en el crecimiento del callo por efecto del
cadmio, se infiere que este no causa un dafo toxico a las células de Phragmites
australis, a pesar del caracter potencialmente téxico del elemento. Siendo asi, dicha
resistencia del tejido vegetal indica la existencia de al menos algun mecanismo de

tolerancia a elementos potencialmente téxicos.

Se sabe que las plantas presentan una serie de mecanismos celulares que pueden
estar participando en la tolerancia a elementos potencialmente toxicos. Estos
consisten en la formacién de micorrizas, el secuestro del metal en la pared celular de
la planta, la precipitacion con exudados radicales, la reduccién de la absorcion del
metal por la membrana plasmatica, el secuestro de metales en vacuolas mediante
transportadores especificos localizados en el tonoplasto y quelaciéon de metales en el
citosol por fitoquelatinas, metalotioneinas, histidina y prolina en forma libre
(Gonzalez-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008). Sin embargo, la prevalencia de un
mecanismo u otro en una planta no esta del todo comprendido y, asi mismo, se
desconoce cual o cuales pudieran ser los mecanismos de tolerancia existentes en
Phramites australis, por lo que se considera necesario llevar a cabo estudios que
involucren la aplicacion de herramientas moleculares, con el fin de entender con

claridad el modo de accion de los mecanismos de Phramites australis.

Siendo que la tolerancia a EPT en los organismos vegetales puede entenderse como
resultado de un proceso evolutivo dado por el desarrollo de una serie de mecanismos
especificos que permiten mantener la toma de elementos esenciales dentro de

intervalos fisiolégicos permisibles mientras prevalece la capacidad de inactivar
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metabodlicamente los elementos que representan un riesgo para la integridad celular,
(Linhart y Grant, 1996), se reconoce que este tipo de conocimiento permite proponer
soluciones a problemas de contaminacién de agua y la posibilidad de recuperacion
de los diferentes ecosistemas impactados por metales y otros EPT, tales como las

zonas mineras.
Finalmente, a algunos callos conservados (no expuestos a cadmio) se les retird el

regulador de crecimiento dicamba del medio y a partir de los embriones somaticos

presentes se logro la germinacion de plantas de Phragmites australis.
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Capitulo 5

Conclusiones y perspectivas

5.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo de esta investigacién que era el de evaluar el efecto del
cadmio sobre el crecimiento de callo de Phragmites australis, a continuacion, se

presentan las siguientes conclusiones:

e La especie Phragmites australis se adaptdo optimamente en el sustrato de
tezontle y nuevo clima al que fue sometido.

e La seleccion de las partes de las plantas de aspecto sano resulté adecuada
para obtener los explantes y posteriormente someterlos al proceso de
desinfeccion.

e El mejor método de desinfeccion fue aquel con mayor concentracion de
hipoclorito de sodio.

e El callo de Phragmites australis puede inducirse a partir de explantes de la
planta en medios enriquecidos y condiciones controladas de Iluz vy
temperatura, con concentraciones de 2 y 4 mg/L de 2,4-D como regulador de
crecimiento, generando mayor rendimiento de callo la concentracion de 4
mg/L.

e La sustitucion del uso de 2,4-D por dicamba como regulador de crecimiento en
el medio de cultivo aumento la produccién de callo de Phragmites australis.

e Las concentraciones de 0, 0.2, 0.4 y 0.6 mg/L Cd en el medio, nho mostraron
diferencias significativas en el crecimiento del callo, por lo que se deduce que
no tiene un efecto téxico sobre las células de Phragmites australis.

e Phragmites australis es una especie con capacidad de generacién de

embriones somaticos en callo bajo la induccidn de reguladores de crecimiento.
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Asi mismo, dichos embriones pueden germinarse, promoviendo nuevamente
la diferenciacion celular al eliminar el regulador de crecimiento que resulta en

la obtencidén de plantas nuevas.
Se corroboré la hipotesis de que el crecimiento del callo de Phragmites australis no
se ve afectado cuando es sometido a diferentes concentraciones del cadmio

equivalentes a las encontradas en el agua que sale de la operacién unitaria de

flotacion de la mina cooperante.

5.2. Perspectivas

Para las siguientes etapas de la investigacion se proyecta necesario realizar:

La evaluacion del efecto del cadmio sobre células en suspension de

Phragmites australis para posteriormente evaluar la viabilidad celular.

e Se sugiere afadir un marcador al cadmio para observar en que parte de la
célula o tejido se acumula el cadmio y determinar el posible mecanismo de
tolerancia que presenta Phragmites australis.

e Es deseable promover la germinacion de los embriones somaticos expuestos
a cadmio, con el fin de evaluar el efecto sobre esta capacidad.

e Debe confrontarse la tolerancia al cadmio de Phragmites australis con la de

otras especies hidrofitas.

5.3. Recomendaciones para investigaciones futuras

Con base en la investigacion, se recomienda considerar los siguientes aspectos:

e Existe un periodo de adaptacion y crecimiento de las plantas posterior a la

instalacion de los reactores, aproximadamente de 3 semanas para que las
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plantas se repongan del estrés ocasionado por la modificacion del sustrato y
clima.

Se sugiere que los cortes de las plantas para la obtencion de explantes sea de
las partes superiores, dado que se presentan menor carga microbiana debido
a que no esta expuesta al medio acuoso y facilitara la desinfeccion,
obteniendo mayor cantidad de medios de cultivo estériles.

En caso de no contar con callo de Phragmites australis y se requiera inducirlo,
el periodo de induccion de callo con 24-D tiene wuna duraciéon
aproximadamente de 10 semanas, se sugiere hacer la induccion con dicamba,

ya que reduce el tiempo a 6 semanas.
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ANEXOS

Anexo A-1. Datos experimentales

Tabla A-1.1. Masa de callo medida para determinar cinética de crecimiento

Masa de callo por cada dia (g)
Id. Muestra | 0 2 5 7 9 12 14 | 16 19 | 21
CC1 1.01 {1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.11 | 1.15 | 1.22 | 1.22 | 1.24
CC2 1.01|1.01|1.04 |1.08 {1.09|1.11|1.15|1.15]|1.18 | 1.20
CC3 1.00 [ 1.03|1.07 | 1.08 [ 1.10 | 1.14 | 1.19 | 1.22 | 1.22 | 1.22
CC4 1.021.02|1.05|1.05(1.07 | 1.10 | 1.112 | 1.14 | 117 | 1.17
CC5 1.00 [ 1.04 | 1.09 | 1.07 [ 1.10 | 1.19 | 1.23 | 1.26 | 1.30 | 1.32
CC6 1.02 {1.03 110 |1.11 (114 122|122 | 1.24 | 1.30| 1.38
CC7 1.01 {1.01|1.01|1.10 | 1.18 | 1.26 | 1.32 | 1.34 | 1.37 | 1.39
CCs8 1.01 [ 1.021.02|1.05|1.07 | 1.16 | 1.22 | 1.23 | 1.29 | 1.31
CC9 1.01|1.02|1.08 | 1.07 [ 1.07 | 1.15 | 1.19 | 1.26 | 1.35 | 1.39
CC10 1.00 105|113 |1.14 | 1.14 | 1.26 | 1.32 | 1.36 | 1.43 | 1.48
Promedio
por dia 1.01 | 1.02 | 1.06 | 1.08 | 1.10 | 1.17 | 1.21 | 1.24 | 1.28 | 1.31
Desviacion
estandar 0.01 | 0.01 | 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.06 | 0.07 | 0.07 | 0.09 | 0.10

Tabla A-1.2. Masa de callo medida cada semana en los medios de cultivo con

diferente concentraciéon de cadmio

Masa de cada medicién (g)
Concentracion | Id. de
Semana 1° 2° 3° 4° 5°
de Cd (mg/L) muestra
0 Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
0A 1.00 1.26 1.26 1.32 1.34 1.31
0.0 0B 1.00 1.16 1.22 1.24 1.23 1.21
' 0C 1.00 1.18 1.21 1.25 1.25 1.25
oD 1.00 1.23 1.23 1.23 1.21 1.19
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concentracisn | 1d. de Masa de cada medicion (g)
deCd(mal) | muestra Semana 1° 2° 3° 4° 5°
0 Semana | Semana | Semana | Semana | Semana

OE 1.00 1.18 1.22 1.23 1.23 1.20
2A 1.00 1.19 1.15 1.12 1.13 1.14
2B 1.00 1.25 1.23 1.20 1.21 1.18

02 2C 1.00 1.19 1.18 1.20 1.18 1.20
2D 1.00 1.10 1.12 1.12 1.10 1.08
2E 1.00 1.19 1.08 1.11 1.11 1.14
4A 1.00 1.19 1.18 1.25 1.25 1.21
4B 1.00 1.20 1.27 1.30 1.23 1.20

0.4 4C 1.00 1.10 1.11 1.13 1.16 1.17
4D 1.00 1.15 1.16 1.12 1.12 1.09
4E 1.00 1.18 1.18 1.19 1.19 1.17
6A 1.00 1.22 1.25 1.26 1.23 1.26
6B 1.00 1.18 1.20 1.20 1.18 1.18

00 6C 1.00 1.27 1.27 1.31 1.33 1.30
6D 1.00 1.17 1.18 1.21 1.22 1.20
6E 1.00 1.17 1.21 1.20 1.22 1.22

Tabla A-1.3. Promedio de masa de callo medida cada semana en los medios de

cultivo por cada concentracion de cadmio

Masa promedio de callo (g)
Concentracion
10 20 30 40 50
de Cd (mg/L) | Semana 0
Semana Semana Semana Semana Semana
0.0 1.00 1.20 1.23 1.25 1.25 1.23
0.2 1.00 1.18 1.15 1.15 1.15 1.15
0.4 1.00 1.16 1.18 1.20 1.19 1.17
0.6 1.00 1.20 1.22 1.24 1.24 1.23
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Tabla A-1.4. Desviacion estandar de masa de callo medida cada semana en los

medios de cultivo por cada concentracion de cadmio

Concentracion

Desviacion estandar de mediciones de callo (g)

10 20 30 40 50
de Cd (mg/L) | Semana 0
Semana Semana Semana Semana Semana
0.0 0.00 0.04 0.02 0.03 0.05 0.04
0.2 0.00 0.05 0.05 0.04 0.04 0.04
0.4 0.00 0.04 0.05 0.07 0.05 0.04
0.6 0.00 0.04 0.03 0.04 0.05 0.04
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Anexo A-2. Analisis estadisticos

Modelo

Yij= p + Ti &

i=12,..a

ji=12,..,b

a=4,b=6

Hipotesisnula (Ho): pu =2 =3 = =p
Hipétesis alterna (Ha): Wi # pal # a

Observaciones

N=ab=4*6=24

Yi- = Suma de las observaciones de i-ésimo tratamiento
Yo0-=1.00+ 120+ 123 +1.25+1.25+1.23 =7.16
Y02.-=1.00+ 118+ 1.15+ 1.15+ 1.15+ 1.15=6.78
Yo4-=1.00+ 116+ 118+ 1.20+ 1.19+ 1.17 = 6.90
Yo6-=1.00+1.20+ 122+ 124+ 1.24 + 1.23 =7.13

Y.=T, T ¥, =TV
Y..=7.16+4+6.79 4+ 6.90 + 7.13 = 27.97

Suma de cuadrados

r| 1"'3

scwff‘hff‘h(&?‘Jw-fv—(fz:?%o-m

. -
SCT:Z J.Z_;l =1 i.i' F

SCT = 1.00° + 120 +1.232 +1.252 +1.25% + 1.23° + 1.00° + 1187 + 1.15% +
1.152 4+ 1152 +1.152 +1.00° + 1.16* + 1.18> + 1.20* + 1.192 + 1.17* + 1.00%* +

1.202 +1.22% +1.24% + 1.24> + 1237 — (£ ) = 0.14

SCe = SCT - SCt
SCe=0.14-0.01=0.13
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Grados de libertad
a-1=4-1=3

N -a=24-4=20

N-1=124-1=23

Cuadrado medio

CMt= —— =222 _ 0.0033
(a—1p 4-1

CMe= —£2_ — 22 _ 0.0065
[(N—a) 2a-—4

F Calculada

Fo= 206 =222 — 05077

~Ma .0065
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Anexo A-3. Composicidon de sales para preparacion de

medios de cultivo

MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO MS (Murashigue y Skoog, 1962)

CANTIDADES PARA UN LITRO (1X) EN:

NOMBRE DEL COMPUESTO FERMULA P.M. (g) MASA (mg) | MOLES (mM)
COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNO3 101.108 1900 18.791
Nitrato de Amonio NHsNO3 80.04 1650 20.614
CaCl,.2H,0 147.02 440 2.993
Cloruro de Calcio CaCl,.H,0 128.99 385.93 2.993
CaCl, 110.99 332.08 2.993
Sulfato de Magnesio MgS04.7H,0 246.498 370 1.501
KH2PO4.H,0 154.086 192.48 1.249
Fosfato de Potasio KH2PO4 136.09 170 1.249
K2HPO4 174.2 217.6 1.249
Micronutrientes
Sulfato de Manganeso MnS04.4H,0 223.0618 22.3 0.099
MnS04.H>0 169.01 16.7 0.099
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 287.54 8.6 0.0299
Acido Bérico H3BOs3 61.86 6.2 0.1002
Yoduro de Potasio KI 166.01 0.83 4.99x10°3
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 249.68 0.025 0.1uM
Molibdato de Sodio Na;Mo004.2H,0 241.95 0.25 1.03uM
Cloruro de Cobalto CoCl,.6H,0 237.93 0.025 0.105uM
Sulfato Ferroso FeS04.7H,0 278.028 27.8 0.1
Na2EDTA C10H12aN20gNa; 336.2 33.28 0.099
Na2EDTA.2H20 C10H14N20gNaz.2H,0 372.3 37.3 0.099
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MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO Bs (Gamborg et al., 1968)

CANTIDADES PARA UN LITRO

NOMBRE DEL COMPUESTO FERMULA P.M. (g) |(1X)EN:
MASA (mg) | MOLES (mM)
COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNOs 101.108 2500 24.726
CaCl.2H,0 147.02 150 1.02
Cloruro de Calcio CaClz.H,0 128.99 131.56 1.02
CaCl; 110.99 113.2 1.02
Sulfato de Magnesio MgS0..7H,0 246.498 250 1.014
NaH;P04.2H,0 156.01 150 0.96
Fosfato de sodio NaH,P04.H,0 137.99 132.47 0.96
NaH2PO4 119.98 115.18 0.96
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 132.146 134 1.014
Micronutrientes
Sulfato de Manganeso MnS0Qa..4H,0 223.0618 13.16 0.059
MnS04.H20 169.01 10 0.059
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 287.55 2 0.00695
Acido Bérico H3BO3 61.833 3 0.048
Yoduro de Potasio Kl 166.01 0.75 0.00451
Sulfato de cobre CuS04.5H,0 249.68 25ug 1.001x10*
Molibdato de sodio Na;Mo04.2H,0 241.95 250ug 0.001033
Cloruro de Cobalto CoCl,.6H,0 237.93 25ug 1.05x10*
Sulfato ferroso FeS04.7H,0 278 21.128 0.076
Na2EDTA C10H14N,0sNa; 336.2 25.55 0.076
Na2EDTA.2H,0 C10H14N20sNa3.2H,0 372.2 28.28 0.076
COMPUESTOS ORGANICOS
AMINOACIDOS
Glicina C2HsNO> 75.07 |NO 0
VITAMINAS
Myo-Inositol CeH1206 180.2 100 0.555
Tiamina-HCl C12H17CIN40S.HCI 337.3 10 0.00296
Acido Nicotinico CeHsNO; 123.1 1 8.123x1073
Piridoxina-HCI CgH11NOs3.HCl 205.6 1 4.864x1073
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Anexo A-4. Disposicion controlada de los residuos de esta

investigacion

Los residuos producidos en esta experimentacion no fueron tratados en el
laboratorio, se almacenaron y posteriormente se entregaron a la Unidad de Gestion
Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM, (UGA) para su tratamiento y

disposicion controlada.
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