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Resumen

La concentracion de metales pesados aumenta continuamente en suelos,
principalmente por actividades antropogénicas. Entre ellos el cadmio (Cd), ha sido
identificado como de mayor riesgo debido a su comportamiento bioacumulable en
organismos vivos accediendo asi a la cadena alimenticia. Al poder acumularse en
plantas de consumo el analisis de sus efectos en células vegetales es importante
para comprender los mecanismos de defensa y las estrategias de adaptacion de las
plantas contra toxicidad. Se realizaron muestreos de parte vegetal y de suelo a los
20, 60, 90 dias y al final del experimento para analisis posteriores. En este trabajo
se evalud la capacidad de bioacumulacién de Cd y su relacion con el estrés
oxidativo en Phaseolus vulgaris variedad Pinto Saltillo. Para ello, se desarrollaron
plantas de frijol en macetas con arena de rio y con un suelo colectado de la localidad
de Maconi municipio de Querétaro a los que se les realizé6 caracterizacion
fisicoquimica. Las macetas con arena se doparon con 70 (Tratamiento 1) y 100
(Tratamiento 2) mg de Cd, al suelo colectado se le cuantifico su contenido de Cd y
se utilizo el resultado para el tratamiento 3. Se determiné bioacumulacion en hojas,
semilla y suelo. También se examinéd el impacto en el estrés oxidativo mediante
analisis de actividad de SOD, CAT y PAL. Se observo que la concentracion de Cd
presente en suelo disminuyé de 110.374 mgkg' a 50.326 mgkg’' en la
concentracion mas elevada y en hoja aumento de 0.465 mgkg' a 5.446 mgkg™.
También se observé engrosamiento del tallo a elevadas concetraciones y
crecimiento retardado. Para los analisis enzimaticos En los resultados de
tratamiento 2 PAL aumento6 en un 127 % durante los dos primero muestreos, en los
muestreos 3 y 4 disminuye la actividad de SOD debido a inhibicion de su
produccion. Para CAT en el tratamiento 1 se observa menor actividad 2.534 Ug™" en
contraste con el tratamiento 2 donde aumento 2.912 Ug™'. El metal no fue capaz de

traslocarse a la semilla y la actividad enzimatica de las mismas no se vio alterada.

Palabras clave: Metales pesados, enzimas, frijol, contaminacién de suelos.

Declaracion de responsabilidad de estudiante: Declaro que los datos propios obtenidos en esta
investigacion fueron generados durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que
reporto detalles necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales
investigaciones futuras. Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el se declar6

y dio reconocimiento a cualquier colaboracién o cita textual presentadas en el documento.




Abstract

The concentration of heavy metals is continually increasing in soils, mainly due to
anthropogenic activities. Among them, cadmium (Cd) has been identified as a higher
risk due to its bioaccumulative behavior in living organisms, thus accessing the food
chain. As it can accumulate in consumer plants, the analysis of its effects on plant
cells is important to understand the defense mechanisms and adaptation strategies
of plants against toxicity. Plant and soil tests were performed at 20, 60, 90 days and
at the end of the experiment for further analysis. In this work, the bioaccumulation
capacity of Cd and its relationship with oxidative stress in Phaseolus vulgaris variety
Pinto Saltillo was evaluated. To do this, bean plants were grown in pots with river
sand and soil collected from the locality of Maconi, municipality of Querétaro, to
which physicochemical characterization was carried out. The pots with sand were
doped with 70 (Treatment 1) and 100 (Treatment 2) mg of Cd, the collected soil was
quantified for its Cd content and the result was used for treatment 3. Bioaccumulation
will be extended in leaves, seeds and | usually. The impact on oxidative stress will
also be produced by analysis of SOD, CAT and PAL activity. It will be eliminated that
the concentration of Cd present in the soil ended from 110.374 mgkg™' to 50.326
mgkg™" in the highest concentration and in the leaf, it increased from 0.465 mgkg™’
to 5.446 mgkg™'. Stem thickening at high concentrations and retarded growth were
also demonstrated. For the enzymatic analyzes the results of treatment 2 PAL
increased by 127 % during the first two demonstrated, in the demonstrated 3 and 4
decreasing the activity of SOD due to an inhibition of its production. For CAT in
treatment 1, less activity is observed 2,534 Ug™ in contrast to treatment 2 where it
increases 2,912 Ug™'. The metal was not able to translocate to the seed and their

enzymatic activity was not altered.

Keywords: Heavy metals, enzymes, beans, soil contamination



1. Introduccién

Los metales pesados son un problema a nivel mundial debido a su nula
biodegradabilidad, alta toxicidad y capacidad de bioacumularse. Su concentracion
en suelos ha ido en aumento principalmente por actividades antropogénicas,
distribuyendose en cultivos y biomagnificandose a travéz de la cadena alimenticia
(Mansour y Sidky, 2002; Martorell, 2010; Jiménez, 2017; Liu et al., 2018)

El cadmio (Cd) es un metal de transicion altamente toxico a bajas concentraciones,
su movilidad y biodisponibilidad depende de la forma quimica que adopte ademas,
tiene efectos cronicos en todos los seres vivos. Se estima que cada afo se liberan
30,000 ton al medio ambiente (Jarup y Akesson, 2009; Cullen y Maldonado, 2013).

En México la mayor concentracion de Cd se genera como resultado de actividades
mineras, debido al inadecuado manejo y disposicion de residuos creando "Jales
mineros" en estados como San Luis Potosi, Guerrero, Querétaro, Zacatecas y
Sonora (Mireles et al., 2012; Cortés et al., 2013). Pérez et al. (2015) estudiaron un
suelo de San Luis Potosi para determinar la cantidad de Cd presente, encontraron

presencia de de este y otros metales toxicos en las muestras analizadas.

En la region semidesertica de Querétaro mas especifico en el municipio de
Cadereyta de Montes la mineria se practica desde varios afios atras, también es un
lugar que destina parte de la mano de obra familiar a la produccion de granos para
autoconsumo. Tienen como sultivo secundario el frijol (Phaseolus vulgaris) del cual
siembran 3 variedades, Flor de mayo, Flor de junio y Pinto Saltillo (Saldivia, 2017).
Sin embargo la cercania de las zonas mineras a las zonas de cultivo representan

un grave problema.

Bahmani et al. (2014) determin6 que al exponer varios genotipos de frijol a
diferentes concentraciones de Cd el metal induce estrés en la planta, afectando
tanto su crecimiento como sus rasgos fisiolégicos ademas de que el dafo se
relaciona con el nivel de exposicion y acumulacion del metal. Estos resultados

demuestran la necesidad de estudiar e identificar plantas de consumo que



bioacumulen Cd como el frijol, pues es un riesgo evidente para los seres humanos
(Ali et al., 2013).

Otro importante descubrimiento de Bahmani et al. (2014) es que el Cd es inductor
de estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un desbalance entre la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y la defensa antioxidante, encargada del

control y remocion de dichas especies (Halliwell y Whiteman, 2004).

Algunas investigaciones han demostrado que como consecuencia del estrés por Cd
a diferentes concnetraciones plantas como Solanum lycopersicum (Nogueirol et al.,
2016), Pteria vittata (Balestri et al., 2014), Oriza sativa_(Roychoudhury et al., 2012)
y en Hygrophila schulla (Mandal et al., 2015) responden produciendo elevadas

cantidades de H20:> lo que puede danarlas.

Aunque el Cd no esta directamente involucrado en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), puede dafiar la cadena respiratoria, inhibir enzimas
antioxidantes y desplazar otros iones en metaloproteinas, lo que desencadena
reacciones de Fenton (Romero-Puertas et al., 2019). Al alterarse el metabolismo
celular las plantas activan sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, que trabajan en conjunto para controlar y proteger las células vegetales
(Peralta, 2012).

Es por lo anterior que el presente trabajo, tiene como objetivo estudiar la relacion
que existe entre el estrés oxidativo ocasionado por la presencia del Cd y la
bioacumulacién del mismo en Phaseolus vulgaris variedad Pinto Saltillo.



2. Justificacion

El Cd es un metal toxico relacionado con enfermedades como lesiones hepaticas,
pulmonares, 6seas, renales, cancer de pulmoén o de prostata. (Londofio, 2016).
Proviene princiaplemnte de actividades mineras las cuales debido a su pobre
regulacion, han permitido su incorporacidon a la cadena trofica al depdsitarse en
agua, suelos y plantas, aumentando su concentracion al pasar el tiempo. (Pérez y
Ascona, 2012; Covarruvias, 2016).

Se considera que las plantas son el principal medio de transporte del Cd hacia los
seres humanos y animales por lo que que se han realizado estudios con algunas
gue sean potencialmente bioacumuladoras a fin de evaluar su capacidad para
almacenar el metal en sus tejidos y semillas (Chen et al., 2019; Jasmine y Mukherji,
2019). Como resultado se encontro que el Cd afecta los procesos morfofisioldgicos
y bioquimicos, también puede inducir al estrés oxidativo (Ammar et al., 2008, Ashraf
et al., 2015; Romero -Puertas et al., 2019).

Epecies vegetales de interés agricola como el frijol (Phaseolus vulgaris) también
sufren de estos dafos al estar expuestas a metales como Cd. La importancia de
este cultivo en México no se limitasolo a la parte cultural ak ser parte fundamental
de la dieta d elos mexicanos, sino que también entiende la parte econdémica al
colocarse en el 8vo lugar del ranking mundial en produccion (FAO, 2018; Servicio
de Infromacion Agroalimentaria y Pesquera, 2021).

Por lo anterior se propone evaluar la capacidad de bioacumulacion de Cd y su
relacidén con el estrés oxidativo asociado al metal en Phaseolus vulgaris variedad
Pinto Saltillo.



3. Antecedentes
3.1. El suelo

La formacion del suelo se da a partir de la desintegracién de rocas superficiales por
accion del agua, viento y cambios de temperatura; su composicién permite el
desarrollo de organismos vegetales, animales, etc. (FAO, 2019). Es un cuerpo
dinamico cuyos ciclos biogeoquimicos generan materia organica, la cual, junto con
la biodiversidad aportan nutrientes y unen particulas minerales entre si. Estas
interacciones sinérgicas entre los microorganismos favorecen el crecimiento y

desarrollo de las plantas (Fernandez y Rodriguez, 2015).

Ademas, tiene otros roles que elevan su importancia como la produccién de
alimentos, capacidad de retencion del agua, regular los gases de efecto
invernadero, alojar gran biodiversidad, entre otros (Jiménez, 2017).

Las propiedades del suelo van modificandose por causas naturales o por
actividades antropogénicas, éstas ultimas, son las que en mayor medida provocan
disminucién en la calidad y rendimiento del suelo. Es por ello que constantemente
se buscan tecnologias para recuperarlo y devolverlo lo mas parecido posible a su
estado natural (Navarro, 2014).

3.2. Situacion del suelo en México

De acuerdo con SEMARNAT 2018, México es rico en biodiversidad, posee 87 % de
los tipos de suelo existentes del planeta dando como resultado caracteristicas muy
particulares que lo definen tales como: topografia de origen volcanico, altitudes que
van de los 0 a mas de 5,600 msnm, cuatro de los cinco grandes climas del mundo

y una vasta variedad de paisajes y rocas.

En México, la degradacion del suelo ha afectado cerca del 50 % de la superficie del
pais principalmente derivado de actividades antropogénicas (Bolafos et al., 2016).
Ocupando el primer lugar la degradacion quimica (34.04 millones de hectareas, 18
% del territorio nacional), seguida por erosidn hidrica (22.72 millones de hectareas,



12 %), erosion edlica (18.12 millones de hectareas, 10 %)y, al final, la degradacion
fisica (10.84 millones de hectareas, 6 %) (SEMARNAT, 2015).

3.3. Metales pesados

De acuerdo con Reyes- Navarrete et al. (2010) los metales pesados son un grupo
de metales o metaloides con toxicidad potencial. La contaminacion por metales
pesados se ha incrementado debido a actividades antropogénicas, las cuales
generan residuos de estos metales aumentando los niveles en suelos y agua (Zhang
et al., 2012).

Dentro de estos elementos se pueden encontrar: aluminio (Al), bario (Ba), berilio
(Be), cobalto (Co), cobre (Cu), estafio (Sn), hierro (Fe), manganeso (Mn), cadmio
(Cd), mercurio (Hg), plomo (Pb), arsénico (As), cromo (Cr), molibdeno (Mo), niquel
(Ni), plata (Ag), selenio (Se), talio (Tl), vanadio (Va), oro (Au) y zinc (Zn) (CONCON,
20009).

Poseen alta densidad (mayor a 4 gcm), masa y peso atéomico por encima de 20
son toxicos en bajas concentraciones y al encontrarse en forma iénica o coloidal
son solubles en el suelo. Son persistentes y no biodegradables por lo que
permanecen en el suelo durante mucho tiempo en unrango de 1 a 100,000 mgkg
! (Rostami y Azhdarpoor, 2019).

Cuando existen concentraciones elevadas de dichos metales en el organismo de
los seres vivos alteran sus procesos bioquimicos y fisiolégicos ocasionando

diversas patologias.

Se han establecido diversas normas para controlar y remediar la contaminacion
generada por estos contaminantes en suelos. Para Cd la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y autoridades ambientales y de salud como legislacion del Codex
alimentarius 193-1995 y Unién Europea (UE) 2017 establecieron niveles de 0.01
mgkg™' para legumbres vegetales (Allevato et al., 2019; Yang et al., 2019). En
México esta la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, Que establece criterios para



determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por
arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo,
selenio, talio y/o vanadio para remediarlo. Esta norma indica que para Cd las
concentraciones de referencias totales (CRT) por tipo de suelo con se 37 mgkg™
para suelo de uso agricola/residencial/comercial y 450 mgkg™ para suelo de uso

industrial.

Concentraciones de mercurio, arsénico, plomo, cadmio, zinc, niquel y cromo se han
encontrado en lechuga, repollo, calabaza, brocoli y papa (Singh et al., 2010, Chen
et al., 2013).

Entre una de las causas de esta contaminacion se encuentra el agua de riego
contaminada (Fransisca et al, 2015; Li et al, 2015). Asi mismo y como resultado de
la bioacumulacion se han encontrado metales en diferentes concentraciones en
peces, carnes y leche, en ostras, mariscos y moluscos se han reportado valores
entre 100 y 1000 ugkg™" (Li et al., 2015).

La constante exposicion del medio ambiente a los metales pesados y el exceso de
estos resulta en la alteracion molecular en todos los niveles de organizacion
bioldgica, en plantas implica un peligro adicional si se acumulan e integran a la
cadena trofica. Minimizar la entrada de estos contaminantes a la cadena alimentaria
es una tarea imperativa para el desarrollo sostenible (Galante et al., 2013, Pirzadah
et al., 2015).

3.4. Contaminacion de suelo por cadmio

Los metales pesados se relacionan con la explotacion de recursos no renovables
del sector industrial, la industria agricola y principalmente la explotacién minera que
se ha convertido en un problema debido a su poca regulacion (Covarruvias, 2016).
Los desechos que se generan en estos procesos son descargados directamente o
arrastrados por escorrentias siendo depositados en los suelos (Fuentes et al.,
2010).



El cadmio es el séptimo metal mas tdxico segun la Agencia para Sustancias Toxicas
y el Registro de Enfermedades (ATSDR), es parte de la composicion natural de
algunas rocas y suelos asociado a otros metales como el zinc, plomo, cobre o
elementos como: oxigeno (6xido de cadmio), cloro (cloruro de cadmio) o azufre
(sulfato de cadmio, sulfuro de cadmio) siendo este el unico mineral del cadmio a
partir del cual se liberan al medio ambiente una cantidad cercana a 25,000 toneladas
(Minaya, 2014). La mayor parte del cadmio se extrae durante la produccion de otros
metales como el zinc, plomo y cobre. El cadmio no se corroe facilmente y tiene
muchos usos, por ejemplo, en pilas, pigmentos, revestimientos metalicos y

plasticos. (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, 2016).

Cuando el cadmio entra en contacto con el medio ambiente puede cambiar de forma
pero, las particulas de cadmio en el aire viajan largas distancias antes de caer a la
tierra o al agua, algunas formas de cadmio se disuelven en el agua o adhieren
fuertemente a particulas de tierra, plantas y animales absorben cadmio del
medioambiente (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades,
2016).

La movilidad y biodisponibilidad del cadmio en agua y suelos depende de la forma
quimica que este adopte, variando en funcidn variables como el pH y la presencia
de cationes y aniones organicos e inorganicos que estén presentes en el suelo.
(Cullen y Maldonado, 2013).

3.5. Toxicologia del Cadmio

El cadmio puede acumularse en suelo y agua en plantas, sedimentos, animales y

seres humanos ya sea por via oral o inhalacién (Cuadro 1).



Cuadro 1. Algunas vias de exposicion de Cd.

Oral Al beber agua o ingerir alimentos contaminados (hojas de
vegetales, granos, cereales, frutas, visceras animales y
pescado) (Nava y Méndez, 2011).

Inhalacion En los centros de obtencion y procesamiento de Cd, donde
existe exposicién directa a concentraciones superiores a 50
ugL' (Nava y Méndez, 2011).

Fumar En cultivos de tabaco se han llegado a encontrar
concentraciones de Cd. En sangre de fumadores pasivos entre
0.4 a 1.0 ygL", mientras que en fumadores activos entre 1.4 a
4 ugL"' (Navarro et al., 2007; Bayona, 2009; Nava y Méndez
2011).

Cuando ocurre la exposicion al metal este ingresa al cuerpo utilizando la sangre
como medio de transporte concentrandose en el higado y riflones provocando
dafos aun en concentraciones reducidas. Tiene inclinacién por proteinas que
contienen cisteina (metalotioneinas) causando dafos en tejidos (Reyes et al.,
2016).

Es un metal de depdsito, esto significa que se aloja en los organos objetivos
teniendo un tiempo de vida dentro del organismo de entre 10 y 30 afos, esto
sumando a una continua exposicion genera un aumento en su concentracion

conforme pasa el tiempo (bioacumulacion) (Pérez y Ascona, 2012).

Se pueden producir enfermedades agudas o cronicas como lesiones hepaticas,
pulmonares, éseas, renales y cancer de pulmon o de prostata (Londofio, 2016). Las
lesiones renales consisten en dafio del tubulo contorneado proximal con disfuncidn
celular seguida de una acumulacion de radicales libres y apoptosis,
secundariamente se produce una desmineralizacion del hueso, en el higado se
acumulan las metalotioneinas produciendo inflamacion y disfuncion hepatica.

Ademas, sus niveles altos en sangre se han asociado con asma y altos niveles de
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IgE (inmunoglobulina E alérgeno-especifica total y especifica) relacionados con las

concentraciones de anticuerpos (Pérez y Ascona 2012, Park, 2016, Diaz y Arceo.,

2018).

En cuadro 2 se observan los niveles que indica la EPA como efectos crénicos para

la salud por exposcion a As, Cd, Cr, y Pb.

Cuadro 2. Efectos cronicos en la salud por exposcion en agua potable (EPA,

2007).
Elemento MNMC' NMC?0TT® Efectos a la salud Contaminacion en agua potable
(mgL")

As Ninguno 0.05 Lesiones en la piel, Erosion de depdsitos naturales,
transtornos aguas de escorrentias de huertos,
circulatorios, alto riesgo aguas con residuos de |la
de cancer fabricacion de vidrios y

electronicos.

Cd 0.005 0.005 Lesiones renales Corrosion de tubos galvanizados,
erosion de depdsitos naturales,
efluentes de refinerias de
metales, liquidos de escorrentias
de baterias usadas y de pinturas

Cr (total)  0.10 0.10 Dermatitis alérgica Efluentes de fabricas de aceros y
papel, erosidbn de depositos
naturales.

Plomo 0.00 Nivel de Déficit de atencion, Corrosion de caferias en el

accion=0.015 retraso en desarrollo hogar, erosibn de depdsitos

fisico y mental en nifios.
Transtornos renales e
hipertension en adultos.

naturales
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1.

3.

Meta de Nivel Maximo Contaminante (MNMC): Es el nivel de un contaminante en el agua
potable por debajo del cual no se conocen o no se esperan riesgos para la salud. Permiten
contar con un margen de seguridad y no son objetivos obligatorios de la Salud Publica.

Nivel Maximo del Contaminante (NMC): Es el maximo nivel permitido de un contaminante en
el agua potable. Los NMC se establecen tan proximos a los MNMC como sea posible, usando
la mejor tecnologia de tratamiento posible. Los NMC son normas de obligatorio cumplimiento.

Técnica de Tratamiento (TT): Proceso obligatorio cuya finalidad es reducir el nivel de
contaminante dado en el agua potable

Los hechos anteriores y algunos no enlistados aumentaron el interés de la ciencia
del suelo y las plantas por conocer y controlar los mecanismos de accion, si como
los efectos que el metal produce en diferentes cultivos, pues ya se considera que la
principal via de exposicion al Cd es a través de los alimentos (Chaney 2012). Existen
diferentes estudios en plantas de interés agricola en las que se ha reportado la
presencia del metal. Un ejemplo es un estudio realizado en cultivares de arroz en
China, las concentraciones de Cd halladas provocaban ablandamiento de los
huesos e insuficiencia renal en los afectados (Li et al., 2011).

Se han reportado que algunos de los sintomas generales de toxicidad por Cd;
incluyen la reduccion del crecimiento y la fotosintesis (Per et al., 2016; Rizwan et
al., 2016; Figlioli et al., 2019), peroxidacidon de lipidos (Muradoglu et al., 2015;
Bahmani et al., 2017), sobre acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(He et al., 2015; Bahmani et al., 2019a), y actividades de enzimas antioxidantes
alteradas (Schutzendubel et al., 2001; Bahmani et al., 2019b).

Como resultado de investigaciones como el ejemplo anterior el Cd es reconocido
por tender a acumularse e inhibir los procesos fisioldgicos de las plantas provocando
severos desequilibrios o la muerte de la planta y ello depende, entre otros factores,
del tiempo de exposicion, el contenido del metal y las adaptaciones especificas que

desarrollan.

Chmielowska et al. (2018) sometio plantulas de soja a un tratamiento con Cd y

reportd que a las 24 h las plantulas mostraron signos de pardeamiento de las raices,
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inhibicién en su crecimiento y a un aumento significativo en la cantidad de células

muertas, todo esto con la concentracion mas alta de Cd 25 mgL™".

Chang et al. (2018) encontraron exposicion de La y Cd tanto en forma individual
como combinada con efectos negativos sobre el crecimiento en maiz disminuyendo
en un 15.3 %.

3.6. Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

El término ERO (Especies reactivas de oxigeno) hace referencia a un grupo de
moléculas que son producidas durante el metabolismo aerdbico fisiolégico normal y
contienen oxigeno con reactividad quimica diferente con una fuerte capacidad
oxidante (Mittal et al., 2014).

La produccion de ERO ocurre en diferentes organelos celulares como: mitocondrias,
cloroplastos, peroxisomas, reticulo endoplasmico y en la membrana plasmatica
(Karuppanapandian et al., 2011). También pueden formarse por enzimas como la
NADPH oxidasa, la xantina oxidasa y el oxido nitrico sintetasa (NOS); asimismo
pueden originarse por fuentes externas como los metales pesados, el alcohol,
solventes industriales, la luz uv y ciertos medicamentos como el paracetamol
(Phaniendra et al., 2015; Tangvarasittichai, 2015).

El estrés oxidativo es el dafio téxico que provocan las especies quimicas altamente
reactivas que se producen la reduccion del O2" y que pueden ser o no radicales
libres (Halliwell, 2006). Esta reduccion se da por varios pasos (Figura 1):

i) En una primera reduccion se producen radicales superéxido (O2) o
hidroperéxido (HO>)

ii) El Oy se dismuta a H2O2 por la superdoxido dismutasa o de manera
espontanea por la pérdida de un electron (Gechev y col., 2006)

iii) El H202 puede transformarse al radical hidroxilo (-OH) por reaccion
Fenton, o bien, eliminado catalasas o mediante el ciclo ascorbato-
glutation (Blokhina y col., 2003; Rinalducci y col., 2008).
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El oxigeno singulete ('O2 ) es una ERO que no se relaciona con la transferencia de
electrones (e—), ya que es el primer estado excitado del O2, producido por foto-
activacion (Triantaphylides y Havaux, 2009).

Radical 16n
superoxido peroxido
e e
10, «— 30, —> 0O, ——> 0,

Oxigeno Dioxigeno R ol Reaccion
singulete H o) 2 2H de Fenton

e

HO 2® H 2 02 oH* > «OH
Radical Peroéxido de Radical
hidroperoéxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1. Produccion de ERO durante la reduccion de Oz (Imlay, 2008; Gill y Tuteja
2010).

Como principal funcion las ERO actuan como moléculas mensajeras que regulan
una gran variedad de diferentes procesos fisiolégicos en organismos vivos y pueden
actuar como defensa ante agentes externos (Mittal, 2014). Para ello es necesario
que la produccion de ERO se encuentren dentro de niveles compatibles con las
funciones celulares normales, por lo que el organismo desarrolla mecanismos
antioxidantes a fin de regular esta relacion. Sin embargo existen casos como el
estrés por metales pesados, donde la produccién de ERO es mucho mayor y el
sistema del defensa antioxidante disminuye, ocasionando un desblance y a la vez

una ruptura de la funcién celular (Halliwell y Whiteman, 2004).

3.7. Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa incluye un grupo de enzimas importantes como catalasas
(CAT por sus siglas en inglés) y peroxidasas (SOD por sus siglas en inglés), que
catalizan la oxidacion de varios sustratos donantes de electrones a través de la
descomposicion del H2O2 (Pandey et al., 2017), trabajan en conjunto para controlar
la sobreoxidacion y mantienen a las células vegetales alejadas del dafo oxidativo
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mediante la eliminacion de ERO (Thirupathi et al., 2011, Hasanuzzaman et al.,
2012).

En sitios agricolas donde el suelo esta contaminado con Cd se crea una situacion
propicia para que las plantas produzcan niveles altos de ERO. Segun Khan et al.
(2016) cuando una planta ese estresa por Cd se activa un mecanismo de proteccion
a fin de controlar el exceso de ERO antes de que se dafie la estructura celular y se
altere su metabolismo, pues la ERO al reaccionar con los componentes celulares
en la planta, genera la ruptura de acidos nucleicos y proteinas, la degradacion de

pigmentos, inactivacion de enzimas y peroxidacion lipidica.

El radical Oz es el mas abundante, comun a nivel celular y uno de los primeros
radicales que se forman en la produccion de ERO, es altamente reactivo y ataca los
lipidos de la membrana, las proteinas y el ADN asi que es necesario eliminarlo
(Phaniendra et al., 2015).

Uno de los oxidantes enzimaticos que regula las cantidades de O2"y H20: al
disminuir la formacion de radicales OH hacia la membrana, la proteina y el ADN es
la enzima super 6xido dismutasa. (SOD.) Funge como la primera linea de defensa
y puede conviertir y/o eliminar el radical Oz~ en OH (Muradoglu et al., 2015). Como
producto catalizar la dismutacion de radical O2™ se genera H202 y que aunque es
menos reactivo sigue siendo toxico por lo que debe eliminarse, esto se logra con la
colaboracion entre la enzima SOD y la enzima CAT, ambas trabajan en conjunto
para regular el nivel intracelular de H20o.

La catalasa (CAT) es una enzima tetramérica dependiente del grupo hemo (es una
hemoporteina) presente en los peroxisomas y en las mitocondrias, que se encarga
de catalizar la descomposicion del H202en H20 y Oz (Halliwell, 2006, Gill y Tuteja,
2010).

La fenilalanina amonio liasa (PAL por sus siglas en inglés) cataliza el primer paso
en la via biosintética del fenilpropanoide a través de la desaminacién de la

fenilalanina en acido transcinamico, un precursor de las vias biosintéticas de la
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lignina y los flavonoides (Jun et al., 2018, Gho et al., 2020). Es importante en la
sintesis de metabolitos secundarios y el proceso de resistencia al estrés (Zhen y
DeGang, 2017).

Las enzimas pueden utilizarse como indicadores de contaminacién al dar una
respuesta confiable una vez que la planta quede expuesta al contaminante (Ji et al.,
2018). En la planta aumenta el coeficiente metabdlico con el incremento de la
contaminacion, mientras que la actividad de las enzimas deshidrogenasa y
arilsulfatasa decrece (Friedlova, 2010). Los pigmentos fotosinteticos también
pueden ser considerados como un biomarcador sensible a la contaminacion y al

estrés ambiental (Sumanta et al., 2014).

3.8. Biorremediacién y bioacumulacién

La biorremediacion comprende cualquier proceso que emplee organismos Vivos
como microorganismos, plantas y hongos, los cuales generan agentes o
compuestos que posteriormente son utilizados para tratar un suelo contaminado
(Jasmin et al., 2019). También puede definirse como el empleo de ciertas
propiedades bioldgicas que poseen microorganismos y plantas volviendo inocuos a
los contaminantes (Zaouboulis et al., 2011). Otra definicion muy similar afirma que
es la reduccion de diversos compuestos téxicos a partir de procesos bioquimicos
realizados por las plantas y microorganismos asociados a ellas (Li et al., 2015).

Sin embargo el éxito de la remediacion dependera de diversos factores economicos,
fisicos y técnicos, pues para que una técnica de remediacion se aplique a un sitio
contaminado deben de realizarse con anticipacién estudios que determinen la

viabilidad del tratamiento en dicho lugar (Kuppusamy et al., 2017).

Como uno de los medios de trasporte de los metales hacia los seres humanos y
animales es a través de plantas se han realizado estudios que evaluan la capacidad

de diferentes especies para bioacumular el metal en sus tejidos y semillas con el fin
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de emplearlas en remediacion de suelos contaminados (Chen et al., 2019; Jasmine

y Mukherji, 2019).

Se conocen alrededor de 400 especies de plantas bioacumuladoras, por otra parte

en el Cuadro 3 se muestran algunos metales y que familias y géneros pueden

biocumularlos.

Cuadro 3. Ejemplo de familias y géneros de plantas bioacumuladoras de metales

pesados (Ali et al., 2013).

Elemento No. Taxas Familias principales Géneros principales
Violacae Hybanthus
Flacourtiaceae Homalium

Ni 317
Euphorbiaceae Phynthus
Brassicaceae Alyssum L.
Poaceae Arrhenatherum
Brassicaceae Thlaspi, Brassica

Pb 14 Fabaceae Sesbania
Apocynaceae Hemidesmus
Plantaginaceae Plantago
Lamiaceaae Haumaniastrum
Scrophulariaceae Crotalaria

Co 28
Asteraceae
Fabaceae

Cd 4 Brassicaceae Thlaspi y Arabidopsis
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Asteraceae
Bidens
Fabaceae

Para que una planta pueda ser definida como bioacumuladora debe poder
almacenar al menos 100 ugg™' de planta (0.01 % peso seco) de Cd y As; 1000 ugg
' de planta (0.1 % peso seco) de Co, Cu, Cr, Niy Pb; y 10 000 ugg™ (1.0 % peso
seco) de Mn (Li et al., 2015; Padmavathiamma y Li, 2007; Paz et al., 2014).

La bioacumulacion del cadmio en la planta dependera principamente de su
capacidad de adaptacion al estrés basandose en dos mecanismos principales;
algunas optan por evitar y/o regular la entrada del metal y el transporte del
mismo mientras que otras toleran determinadas concentraciones de Cd, a través
de su detoxificacion, mediante quelacién en organulos intracelulares (Clemens,
2006).

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y estan
determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcidn, traslocacion y secuestro.
De acuerdo a Navarro (2007) existen 3 fases por el cual las plantas incorporan y

acumulan metales pesados las cuales son:

e Fase |: Através de las raices el Cd entra a la planta principalmente en forma
de Cd?*, pues por lo general sus iones quelatos no se encuentran disponibles
para la absorcién por las raices. El metal se transporta al interior de la célula
mediante flujo masivo o por intercambio catiénico entrando en el primer tejido
que captura los iones las células epidérmicas, y dentro de ella, los pelos
radicales son la zona mas activa que absorbe los iones del suelo facilitando

la absorcion de Cd?*.

e Para explicar la translocacion de Cd?* Song y Wang (2017) proponen tres

diferentes vias de entrada de Cd en la raiz.
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Primera via: Dentro de la membrana plasmatica en las células epidérmicas
de la raiz, el CO2 (ac) se disocia en H* y HCOg3", a través de la respiracion de
la planta. EI H* se intercambia con el Cd?* del suelo y el metal se adsorbe en
la superficie de las células epidérmicas de la raiz. La adsorcidn es rapida, no
requiere de energia y es la etapa precedente a la posterior absorcion de

Cd?* en la epidermis a través de la via del apoplasto.

Segunda via: Se asume que las plantas no disponen de mecanismos de
entrada especificos para el Cd al ser un elemento no escencial. Por lo que
ingresa a las células vegetales utilizando los transportadores de metales
esenciales Fe?*, Zn?*y Ca?*. Al con las proteinas transportadoras, el Cd

entra en la capa de epidermis de la raiz, mediante la via simplastica.

Tercera via: Las raices secretan compuestos de baja masa molecular, como
los acidos mugineicos (MA), que forman complejos con el Cd?* para
aumentar la disponibilidad de iones en el suelo de la rizosfera. Por tanto, el
Cd?* ingresa a la capa de la epidermis de la raiz a través de las proteinas tipo

YSL en forma de quelatos.

Fase Il: El movimiento de Cd?* desde la raiz hacia el tallo es controlado en
tres procesos: el secuestro de metales dentro de las células de la raiz; el
transporte hacia la estela y la liberacion del metal al xilema (Lux et al.,
2010). El secuestro o acomplejacion ocurre mendiante la unién a ligandos
especificos. Las plantas producen quelantes en los acidos organicos (acidos
citrico, oxalico y malico), algunos aminoacidos (histidina y cisteina) y dos
clases de péptidos: fitoquelatinas y metaloteinas.

Las fitoquelatinas y otros tioles son los quelantes principales en el secuestro
de Cd?* en la raiz (Nocito et al., 2011). Las fitoquelatinas son ligandos de
alta afinidad que tienen como sustrato al glutation. Su constitucion se basa

en 3 aminoacidos: acido glutamico, cisteina y glicina, unidos por enlaces
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peptidicos. Las metalotioneinas son polipéptidos de unos 70-75 aminoacidos
con alto contenido en cisteina, puede formar complejos con cationes
mediante grupos sulfidrilo. Tienen una marcada afinidad por las formas
ionicas de Zn, Cd, Hg y Cu.

e Fase lll: Por la compartimentalizacion y detoxificacion, el complejo ligando-

metal queda retenido en la vacuola.

e Para ejemplificar como ocurre este proceso de absorcién y acumulacion en
la Figura 2 se puede apreciar la respuesta de una planta ante la presencia
de metales pesados.
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Figura 2. Respuesta de las plantas ante la presencia de metales pesados en suelo
(Portalfruticola, 2019).

De acuerdo a Al-Hasan et al. (2017) otros de los mecanismos de adaptacion que

tienen las plantas son:

e Union de metales a la pared celular de las raices.
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e Activacion de un transporte reducido a través de la membrana interna de las

células.
e Entrada o salida activa al interior celular.
e Compartimentacion dentro de las vacuolas.

e Quelacion a través de la unidn del metal con complejos organicos,
inorganicos y con proteinas especificas como las fitoquelatinas o

metalotioneinas.

3.8. Phaseolus vulgaris

Diversas especies vegetales han sido reportadas con posibilidades para
acumulacion de metales téxicos en sus tejidos, inclusive algunas de interés agricola
como el frijol. Este cultivo en especifico tiende a acumular cationes toxicos en

raices, no pudiendo detectarse en el fruto agricola (Portuondo, 2011).

En algunos estudios se ha demostrado que Galega orientalis (Lindstron et al., 2013)
y el altramuz (Lupinus albus) tienen capacidad de acumular Zn, Cd Cu y Pb al
modificar la quimica rizosférica en el suelo (Martinez et al., 2010). Lupinus luteus
también se ha logrado acumular de hasta 806 mg kg™! de Zn, 150 mg kg de Cu,
4.8 mg kg™' de Cd, y 80 mg kg™' de Pb en raices de la planta (Dary et al., 2010).

Las caracteristicas quimicas pueden limitar el desarrollo de las plantas (pH,
salinidad, contenido de nutrientes y la deficiencia de nitrdgeno), ante esta situacion
las leguminosas (Fabaceae) han desarrollado estrategias para satisfacer su
requerimiento nutricional, esta caracteristica la vuelve potencialmente

bioacumuladora (Noguez, 2017).

El frijol es parte importante de la dieta de los mexicanos y de su economia desde
tiempos prehispanicos, formando parte de la cultura gastronémica de México, existe
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una gran variacion en su habito de crecimiento y se pueden consumir todas sus

partes: flores, semillas y ejotes; ya sean tiernas o maduras (FAO, 2018).

Actualmente se conocen mas de 150 variedades del frijol, de las cuales sélo una
tercera parte se encuentran en territorio mexicano; por ejemplo el frijol blanco
(alubia), negro, flor de mayo, morado, pinto, canario, y ayocote (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural, 2019).

México cosecha el 4 % del frijol colocandose en el 8vo lugar del ranking mundial.
Para su importacion depende de los niveles de cosecha interna y del precio en el
mercado, especialmente de lo que se registra en Estados Unidos al ser el principal
cliente comercial, seguido de paises como Peru, El Salvador, Guatemala e Italia.
Tan solo en 2020 las importanciones alcanzaron 142 mil 601 ton, mientras que las
exportaciones fueron de 46 mil 470 ton (Servicio de Infromacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2021).

En el afo agricola 2018, la produccion de frijol crecié a una tasa anual de 1.0 %,
para ubicarse en 1.196 millones de ton : 28.2 % (337 mil ton) se cosecho en el ciclo
O-1,y 71.8 % (859 mil ton) en el ciclo P-V. La produccion del ciclo O-I crecié 11.3 %
con respecto al ciclo homélogo previo, mientras que la del ciclo P- V disminuyé 2.5
% (SIAP-SAGARPA, 2019).

Es una planta herbacea perteneciente al género: Phaseolus, especie Phaseolus
vulgaris L., asignada por Linneo en 1753, a la tribu Phaseoleae y familia fabaceae
(Cuadro 4). De tallo delgado y deébil, cuadrangular, algunas veces con rayas
purpura, hojas trifoliadas, apice acuminado con laterales maas o menos tubulosos
y estandarte redondeado. Se puede encontrar en todo el mundo especialmente en
Centroamérica y Sudamérica (Servicio de Infromacion Agroalimentaria y Pesquera,
2021).
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Cuadro 4. Taxonomia del frijol

Reino Plantae

Division Mafnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Fabales

Familia Fabacae

Género Phaseolus
Especie Phaseolus vulgaris

En el campo experimental Saltillo se ha trabajado en las eleccion de variedades
mejoradas de frijol como alternativa economica viable para la produccion de
temporal. Como resultado se identificé la variedad Pinto Saltillo, la cual ha mostrado
adaptacion en varios estados del Altiplano Semiarido de México (Instituto Nacional

de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, 20006).

Frijol Pinto Saltillo proviene de una cruza entre las variedades Hidalgo 77////IMAM
30///F1 (Michoacan 91- A/BAT 76)//F1(BAT 93/Ecuador 299), con la finalidad de
incorporar resistencia a enfermedades en germoplasma de frijol mexicano y obtener
variedades resistentes a enfermedades como: Antracnosis, roya, tizon comun, tizon
de halo, pudriciones de la raiz y que sea tolerante a sequia (Sanchez, 2001).

Algunas de sus caracteristicas se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Cuadro 5. Caracteristicas agronomicas del Frijol Pinto Saltillo (Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias ,20006).

Altura 32 cm
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Habito de crecimiento Guia

Floracion 62-70 dias

Floracion en riego 48-59 dias

Madurez fisiolégica 87-115 dias

Madurez fisiologica en riego 87-100 dias

Tipo de grano Pinto

Color Crema claro con pintas café claro
Tamario de grano Mediano

Otros Altamente resistente a la oxidacion

El crecimiento y los rasgos fisiologicos de los genotipos del frijol pueden afectarse
por un tratamiento de cadmio a corto plazo ( Bahmani et al., 2014 ). Por tanto, es de
gran interés estudiar la respuesta de diferentes genotipos de frijol a la toxicidad del
Cd.

Bahmani et al., 2020 estudiaron la ocurrencia de variacion genotipica para la
tolerancia al cadmio en 3 genotipos de frijol (Emerson, Taylor y G-11867) y
concluyeron que a niveles bajos de acumulacion de Cd y estrés oxidativo existe
mayor tolerancia asi como a menores efectos sobre las hormonas vegetales y el

contenido de clorofila.

Ramirez et al. (2018) realizaron estudios con hierba mora (S. nigrum L.) y reportaron
que la acumulacion de cadmio en los distintos tejidos de la planta aumenté
linealmente respecto al incremento de la concentracion de cadmio. La longitud del
tallo y la raiz también presentaron una correlacion lineal, concluyeron que este
comportamiento es debido a un equilibrio entre la parte aérea y la raiz, incidiendo
en el area de exploracidn y absorcion de cadmio por la planta.

Asimismo, el Cd afecta los procesos morfofisioldgicos y bioquimicos de las plantas,
como la germinacion, el crecimiento y la relacion raiz / brote (Ashraf et al., 2015)
resultando en la disminucién de la produccion del cultivo de frijol (Phaseolus

vulgaris).
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4. Hipétesis

Phaseolus vulgaris variedad Pinto Saltillo bioacumulara cadmio en distintas partes
vegetales reduciendo la concentracion del metal en el suelo y su efectividad se vera
relacionada con el aumento de estrés oxidativo debido a una sobreproducciéon de

especies reactivas de oxigeno al aumentar la concentracion del metal.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de bioacumulacién de Cd y su relacién con el estrés oxidativo
asociado al metal en Phaseolus vulgaris variedad Pinto Saltillo.

5.2. Objetivo especifico

1. Analizar el efecto de cadmio presente en un suelo contaminado en el
desarrollo de P. vulgaris variedad Pinto Saltillo.

2. Determinar la capacidad de P. vulgaris variedad Pinto Saltillo como planta
bioacumuladora de cadmio.

3. Demostrar la relacion entre la actividad enzimatica y el estrés oxidativo en P.
vulgaris variedad Pinto Saltillo expuesto a cadmio.

4. Analizar la relacién entre la fenologia, bioacumulacion y el estrés oxidativo

de P. vulgaris variedad Pinto Saltillo expuesto a cadmio.
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6. Metodologia

6.1 Caracterizacion fisicoquimica de suelos

6.1.1. Obtencion de suelo

En la localidad de Maconi, Cadereyta de Montes, Querétaro se realiz6 un muestreo
en zigzag de una parcela de 60 m de largo y 10 m de ancho a una profundidad de
30 cm (Figura 3) de la cual se procedioé a conformar una muestra compuesta para

su posterior uso.

Figura 3. Representacion esquematica del sitio donde se obtuvo el suelo de
Maconi con sus respectivos puntos de recoleccién.

6.1.2. Analisis fisicoquimico del suelo

El suelo se caracterizdo segun la NOM-021-SEMARNAT-2000 que establece las
especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo
y analisis. Los analisis fisicoquimicos seleccionados fueron: textura, densidad real
y aparente, conductividad eléctrica, materia organica y pH, capacidad de campo y

punto de marchitez permanente.

6.2. Determinacion de la concentracion de Cd en suelo mediante absorcion
atéomica por la técnica de flama

6.2.1. Digestion de las muestras de suelo
Por triplicado se realizo la digestidon de la muestra de suelo siguiendo lo descrito por
el método 3051 de la EPA: Digestion acida de lodos, sedimentos, suelos y aceites

asistido por microondas, para posterior analisis por espectrometria de masas. La
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muestra de suelo fué molida, pasada por un tamiz de 2 mm, depositada en bolsa

debidamente rotulada y almacenada en un sitio libre de humedad.

De la muestra almacenada se peso6 0.5 g en un tubo equipado con un mecanismo
de alivio de presion controlado, se adicioné 5 mL de HNO3 J.T. Baker concentrado
y posteriormente se trasladaron los tubos a un horno de microondas Anton Par
(Figura 4), para una digestion de 3 etapas. En la primera etapa la presion se elevé
por 10 min, en la segunda se mantuvo constante (300 psi) durante 10 min vy

finalmente la tercera consté de un enfriamiento de 5 min.

Figura 4. Horno de microondas Anton Par utilizado para la digestion.

Posteriormente se filtré6 con papel Whatman No. 40 y se afor6 a 25 mL con agua
destilada para transferirlas a botellas debidamente rotuladas donde se almacend
para posterior analisis.

6.2.2. Determinacion de Cd en suelo
La determinacion se realizd por triplicado mediante espectroscopia de absorcién
atomica por la técnica de flama. Para ello se realizd una curva de calibracion a partir

de estandares establecidos para Cd y se empled un control de agua destilada con
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HNO3 y un estandar de Cd (1000 uygmL') HIGH-PURTY STANDARS acreditado por
la SO/IEC 17025 Guide 34.

6.3. Bioensayos

Las semillas de frijol variedad pinto Saltillo obtenidas del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) se sembraron en el
suelo que se colectdé de Maconi y en arena de rio, bajo condiciones controladas en
invernadero (Figura 5).

Figura 5. Macetas de P. vulgaris sembradas en arena de rio y suelo de Maconi.

6.4. Prueba de germinacién

De acuerdo con la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas (2016) con
modificaciones para esta prueba se probé como medio germinativo los siguientes
sustratos y se realizd por duplicado.

Arena: 10 semillas se sembraron en almacigos con arena humeda a 1 cm de altura,

para garantizar aeracion.

En papel: En una caja de Petri se colocé una cama de papel humedo con 10 semillas

a 2 cm de distancia entre si y se cubrié con papel aluminio.

30



Se depositd en camara de crecimiento Barnstead Lab-Line con humedad controlada
ambos ensayos. Al cabo de 6 dias se determiné el porcentaje de germinacioén con
la formula propuesta por Islam et al., 2012.

PG =224« 100 (1)
NSG

Donde
NSR: Numero de semillas con emergencia de radicula

NSG:Numero de semillas colocadas a germinar

6.5. Tratamiento con Cd en arena como sustrato y suelo proveniente de
Maconi, Cadereyta de Montes
Se empled un disefio experimental completamente al azar con 6 plantas como

unidad experimental y 3 repeticiones.

En las macetas con arena se aplico de forma separada 2 tratamientos con Cd a
partir de la sal CdCl> mostrados en el Cuadro 6, la seleccidén de las concentraciones
de las soluciones sintéticas metalicas utilizadas para el dopaje del suelo se
establecieron con base a la NOM-147- SEMARNAT/SSA1-2004, para la
remediacion de suelos agricolas. La concentrracion empleada en el tratamiento 3
fué la encontrada después del analisis en espectrofotometro de flama al suelo
colectado para determinar su contenido de Cd. Es decir no se le afiadi6 solucion

sintética.

Cuadro 6. Disefo experimental

Concentracion de Cd
en mgkg™’
(solucion sintética)

Identificacion
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Testigo 0

Tratamiento 1 70
Tratamiento 2 100
Tratamiento 3 102.1*

*Concentrracion presente en el suelo de
Maconi posterior al analisis en
espectroscopia de absorcion atomica de
flama.

Donde
e Control: Planta + Arena
e Tratamiento 1 Planta + Arena con una concentracién de Cd de 70 mgkg™
e Tratamiento 2: Planta + Arena con una concentracion de Cd 100 mgkg™

e Tratamiento 3: Planta + Suelo de Maconi cocentracién 102.1 mgkg™’

Se realizaron muestreos de parte vegetal y de suelo a los 20, 60, 90 dias y al final

del experimento para analisis posteriores.

6.5.1. Cultivo de semilla de frijol

Se sembraron en macetas de 20 x 20 utilizando dos sustratos, el primero fue el
suelo colectado de Maconi y para el segundo sustrato se empleo6 arena de rio, por
cada maceta se depositdo una base de 3 cm de tezontle mas 1.2 kg de suelo. La
semilla se germind en almacigos con arena. A los 14 dias se realizo el trasplante a
macetas dejando 2 plantas por maceta como unidad experimental y se le afiadieron
las concentraciones de Cd establecidas por cada tratamiento.

Con base a lo descrito por Petillo et al., 2012 y con algunas modificaciones se
calculo la capacidad de campo de la arena para determinar el riego, 500 g de arena
se colocaron en un vaso de precipitados y se saturo con agua. El vaso se cubrio
con un vidrio de reloj y para dejarlo reposar 24 h, cuando se observo exceso de
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agua se procedio a pesar la muestra. Posteriormente fue secado en horno a 100 °C

de 24-48 h cuidando que no se queme el suelo.
Una vez seco el suelo se peso y calculd la capacidad de campo con la siguiente
féormula:

HP % CC = (Peso Fresco a CC - Peso Suelo Seco) + 100 (2)

Peso Suelo Seco

También se calculd el punto de marchitez permanente con la formula de Silva et al.
(1988):

PMP % = —5 + 0.74 CC% (3)

Con los datos obtenidos se crecieron las plantas con riego cada 2 dias adicionando
solucion Hoagland compuesta por 17 g de NH4H2PO4, 2.5 mL de KNOs3, 2.5 mL de
Ca(NO3),, 1.3 g de MgSO4, 1 mL de CuSO4, 1 mL de MgS0O,-7H,0, 0.03 g de
ZnS0,, 0.115 g de H3BO3, 1 mL de (NH4) 6MO7024 y 50 mL de C1sH16N20sFeNa 1

vez por semana.

6.6. Cuantificaciéon de Cd en planta y analisis de morfologia vegetal

6.6.1. Medicidon de tallo y hojas
Se tomaron aleatoriamente 2 plantulas completas y libres de residuos de sustrato,
para extenderlos sobre una superficie plana y medir la longitud del tallo y alturas.

6.6.2. Determinacion de Cd en tejido vegetal
Se analizaron los diferentes 6rganos de la planta (raiz al final del ciclo, tallo y hoja
durante todos los muestreos) siguiendo los pasos del punto 6.2.1. La digestion se

realizo por triplicado.
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6.6.3 Factor de bioacumulacién

Asi mismo se calcul6 el factor de bioacumulacion (FBC) que se define como la
relacion de la cantidad de metal en la planta (raiz, tallo u hoja) a la cantidad en el
suelo (mgkg™ peso seco) (Bi et al., 2018).

__ Cparte aérea de la planta (4)

FBC =

C del suelo

6.7. Actividad enzimatica

Para obtener el extracto enzimatico que se utilizé en todas las determinaciones se
peso6 0.5 g de muestra vegetal y homogeneiz6 en un mortero con 1 mL de bufer de
extraccion a 4 °C. Posteriormente, se coloco la muestra homogeneizada en un tubo
de ensayo con 1 mL de bufer de extraccion, se agitd en vortex y se centrifugd a
12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se separo el sobrenadante (extracto enzimatico)

y almaceno a 4 °C.

6.7.1. Fenilalanina-amonio liasa

La actividad Fenilalanina-amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés) se determino
de acuerdo a lo reportado por Toscano et al. (2018) basado en la cuantificacidon de
acido cinamico formado a partir de la catalisis de L-fenilalanina, usando 50 mg de
muestra vegetal (Figura 6) que se homogeneiz6 en un mortero con 1 mL de bufer
de extraccion a 4 °C, el homogeneizado se coloco en un tubo de ensayo con 1 mL
de bufer de extraccion y se agitd en vortex durante 2 min. Posteriormente se
centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante fue utilizado para

ensayos enzimaticos.

La actividad PAL se evalué en 2.3 mL de buffer de reaccién compuesto de 0.1 M de
tampdn de borato de sodio (pH 8.8), 10 mM de L-fenilalanina y 0.2 mL extracto
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enzimatico. La muestra se incub6 a 40°C y la reaccion se detuvo después de 1 h
por adicion de 0.5 mL de HCI 1 N, se dejo reposar 10 min. Por ultimo, se midié la
absorbancia a 290 nm. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la

cantidad de enzima que causa la disminucién de la absorbancia de 1 pmolmin-'.

Figura 6. Muestras vegetales utilizadas para pruebas enzimaticas.

Para los calculos de PAL sutilizé la siguiente formula

U _ (0)(Vt)(1000)
mL  (PM)(t)(Ve) (5)

Donde

X = concentracion de acido cinamico

Ve = volumen del extracto

Vt = volumen total del ensayo

PM = peso molecular del producto (acido cinamico) t = tiempo de la reaccién

1000 = factor de conversiéon de unidades
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6.7.2. Catalasa

La actividad de catalasa (CAT) se determin6 de acuerdo a lo reportado por Afiyanti
& Chen (2014) con modificaciones basado por la cuantificacion de peroxido de
hidrogeno catalizado, 50 mg de muestra vegetal que se homogeneizaron en un
mortero con 1 mL de bufer de extraccion a 4 °C, el homogeneizado se colocé en un
tubo de ensayo con 1 mL de bufer de extraccidn y se agité en vortex durante 2 min.
Posteriormente se centrifugo a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante

fue utilizado para ensayos enzimaticos.

La actividad CAT se evalu6 en 2 mL de buffer de reaccion compuesto de 50 mM de
fosfato de potasio (pH 8), 0.2 mL de solicién de H202 y 0.1 mL extracto enzimatico.
Se midi6é el cambio de absorbancia a 240 nm durante 6 min (una lectura cada min).
Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima (CAT)

que cataliza (consume) 1 pmolmin-' de H2O2, bajo condiciones del ensayo.

Para los calculos de CAT se utilizé la siguiente formula

U _ (A240nm)(Vt)(FD)
mL Ove)(L)

Donde

AA240nm= cambio de absorbancia por min
Ve = volumen del extracto

Vt = volumen total del ensayo

FD = factor de dilucion

1 1

e = coeficiente de extincion molar de peroxido de hidrégeno (0.0394 Mm™ 'cm™

)

L= longitud de la celda
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6.7.3. Superoéxido dismutasa

La actividad superoxido dismutasa (SOD) se determind basado en la inhibicién de
la reduccion de nitroazul de tetrazolio, usando 50 mg de muestra vegetal que se
homogeneiz6 en un mortero con 1 mL de bufer de extraccion a 4 °C, el
homogeneizado se colocé en un tubo de ensayo con 1 mL de bufer de extraccion y
se agito en vortex durante 2 min. Posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm durante
15 min a 4 °C y el sobrenadante fue utilizado para ensayos enzimaticos.

La actividad CAT se evalu6 en 21.5 mL de buffer de reaccion compuesto de 0.05 M
de fosfato de potasio (pH 7.8), 0.3 mL de EDTA-Na2 0.1 mM, 0.3 mL de metionina
0.13 M, 0.3 mL de NBT 0.75 mM, 0.3 mL de riboflavina, 0.05 mL del extracto
enzimatico y 0.25 mL de agua destilada. Se mezclaron los tubos por inversion y se
expusieron a luz solar durante 20 min (desarrollo de color) (Figura 7a y 7b).
Posteriormente se midi6 la absorbancia a 560 nm. Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de enzima (CAT) que cataliza (consume) 1
umolmin-' de H20-, bajo condiciones del ensayo.

Figura 7. a)Muestras expuestas a luz solar b)Cambio en la coloracién
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Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima (SOD)
que inhibe el 50% de la reduccién de NBT por superéxidos generados, bajo las
condiciones del ensayo. Una unidad de actividad enzimatica se define como la
cantidad de enzima (SOD) que realiza el 50 % de la reduccion de radicales
superoxido, bajo las condiciones del ensayo.

Para los calculos de SOD se utilizaron las siguientes férmulas
s ez A
% de Inhibicion = (1 - E) x 100 (7)

Donde
A = A A560nm de la muestra de reaccion

B = A A560nm del blanco de reaccién

y—55.836
X = e 86026 (8)

Se sustituyo6 el valor de % inhibicidn (y) obtenido de la ecuacion (7) en la ecuacion
(8) para obtener la actividad de SOD (x).

6.7.4. Determinacion de proteina

La proteina se determin6é por la cuantificacion del complejo azul brillante de
Coomasie G-250 con la proteina de la muestra de acuerdo al método reportado por
Bradford (1976), se mezclé 50 yL de extracto enzimatico con 1.5 mL de reactivo
Bradford y se agitaron en vortex 30 seg. Seguidamente se dejaron reposar 20 min
en obscuridad y finalmente se midio la absorbancia a 595 nm.

_ y-0.0085
T 0.5066 ()

Donde
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y = AA595nm

x = Concentracién de albumina (mgmL-")

6.8. Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de una via por Tukey con un nivel de significancia de p<0.05 para
determinar diferencias significativas utilizando el paquete estadistico Minitab 2016.
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7. Resultados y discusion

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de los suelos

Los resultados se interpretaron segun los lineamientos de la NOM-021-
SEMARNAT-2000. Los resultados del analisis textural del suelo se pueden observar
en el Cuadro 8, se encontré un contenido de arena del 81 % para el suelo de Maconi
y de 91 % para la arena de rio, siendo esta particula predominante en ambos suelos.
El contenido de limo encontrado en el suelo de Maconi fue de 18 % y de 5.8 % en
la arena de rio. El contenido de arcilla fue menor del 5 %, para el suelo de Maconi
se obtuvo 1 % y para arena de rio 3.2 %. Estos datos indican que cada una de los
suelos corresponden con la clasificacion textural de suelos franco arenoso y

arenoso respectivamente.

Para los valores de conductividad eléctrica (CE) se observaron en ambos suelos
efectos despreciables de salinidad, no obstante la conductivad del suelo
proveniente de Maconi es mayor con 0.207 dSm™" a la encontrada en la arena de
rio con 0.014 dSm-'. Montes (2016) reportd6 un aumento de CE debido a la a la
influencia de los metales pesados y otros minerales presentes entre una muestra

de un jal minero 0.225 dSm™'y una de referencia 0.048 dSm-".

El pH es el principal factor que influye en la movilizacion de metales debido las
reacciones de hidrolisis por parte de los cationes, lo que aumenta la solubilidad y en
consecuencia aumenta la movilidad del metal. El suelo de Maconi tiene un pH de
7.7 lo que se considera medianamente alcalino. Este resultado es similar a lo
reportado por Santos-Jallath ef al. (2013) quienes encontraron pH alcalinos para 4
sitios muestreados en Maconi. Por otra parte la arena de rio arrojé un valor de 8.5
que de acuerdo a la normatividad se considera fuertemente alcalino, por lo que en
ambos suelos los minerales son poco solubles y la absorcion de iones metalicos al

suelo es mas fuertes debido a la formacion de hidroxidos metalicos (Daldoul, 2015).

Los porcentajes de materia organica encontrados en ambos suelos se clasifican
como de clase baja, en el suelo de Maconi fue de 1.306 % y la arena con 0.939 %.

Conocer la cantidad de materia organica permite conocer las interacciones que
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ocurren en el suelo que pueden afectar la absorcion de metales en la planta (como
la formacién de complejos con los iones) y si el suelo cuenta con la cantidad

suficiente de nutrientes para aportarle a la planta (Li, 2007).

Los resultados de densidad real fueron para el suelo de Maconi de 2.702 gml' y
para la arena de rio de 2.502 gml' (Cuadro 8). Ambos suelos tienen un alto
contenido de minerales pues segun la USDA (2011) el suelo debe tener 2.65 gml-’
ademas, los valores encontrados son superiores a los reportados por Rosquete,
(2019) quién reportd un valor de 2.41 gml’' de un jale en Zimapan, Hidalgo.

Previo al inico del experimento se realizé cuantificacibn de Cd mediante
espectrofotmetria de absorcion atdmica de flama para determinar la concetracion
inicial de Cd en el suelo de Maconi, como resultado se encontré que este suelo tiene
102.1 mg de Cd.

Cuadro 7. Propiedades fisicas de los suelos utilizados en el experimento.

Propiedad Arena de rio Suelo de Maconi
C.E. (dsm™) 0.014 0.207
+0.000 +0.000
pH 8.5 7.7
MO (%) 0.939 1.306
+1.07 +0.085
Bajo Bajo
Densidad real (gmL™") 2.502 2.702
+0.022 +0.000
Densidad aparente (gmL™") 1.717 1.809
+0.102 +0.408
CC (%) 37.061 36.704
+ 0.106 + 0.068
PMP (%) 22.539 22.161
+0.179 +0.032
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Arena 91 81

+1.000 +1.000
Arcilla 3.2 1
Particulas del $0.200 +0.000
suelo (%) Limo 5.8 18
+1.200 +1.000
Textura Arenosa Franco Arenosa

Se muestran las medias + D.E. (n=3).

7.2. Efecto de Cd en el desarrollo de Phaseolus vulgaris

7.2.1. Prueba de germinacion
Los resultados de la prueba de germinacién indicaron que Phaseolus vulgaris tiene
un porcentaje de germinacion en arena del 90 %, mientras que en papel este valor

disminuye a un 80 % Cuadro 8.

Se pudo observar un comportamiento distinto de la semilla en ambos sustratos,
pues la velocidad de germinacion fue notablemente mas rapida en la arena pues
desde el segundo dia se podia apreciar la radicula, mientras en el papel la radicula
aprecio hasta el cuarto dia.

Moreno, (2017) germin6é semillas de P. vulgaris obteniendo un porcentaje de
germinacion del 88.33 %. Esta diferencia de porcentaje entre lo obtenido en el
estudio y lo reportado por Moreno se al medio utilizado para germinar pues se
empleo algoddn a diferencia del predsente experimento en el que se emple6 arena
y papel, también puede atribuirsele a la diferencia de temperaturas mantenida
durante la germinacidn pues es bien sabido que los tres factores que inciden en la
germinacion de las semillas son el sustrato, la temperatura y la iluminacién (Herrera
et al., 2000).

Sin embargo el papel propicia la aparicion de hongos que puede provocar pérdida

de calidad en la semilla a causa de la ausencia de luz, al alto contenido de humedad
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y la baja oxigenacion que tiene en consecuencia (Ghangaokar y Kshirsagar, 2013),

por lo que es mas recomendable la germinacién en arena.

Cuadro 8. Prueba de germinacién de P. vulgaris.

Sustrato 4 dia 5 dia 6 dia Total de % de
semillas  germinacion
germinadas
Arena 6 9 3 18 90
Papel 5 8 3 16 80

7.3. Cuantificacién de Cd en arena y el suelo proveniente de Maconi, Cadereyta
de Montes.

La cuantificaciéon de Cd obtenida mediante espectroscopia de absorcion atomica
por la técnica de flama para la determinacién de Cd en suelo de los muestreos se

presentan en el Cuadro 9.

Los resultados de la cuantificacion muestran que la concentracion de Cd aumenta
con relacién al incremento de la dosis entre tratamientos y que conforme transcurre
el tiempo del experimento la concentracion disminuye, esto quiere decir que el Cd
si esta siendo absorbido y traslocado hacia la planta. Se encontré presencia de Cd

en las plantas testigo sin embargo estos se encuentran en niveles bajos.

En el muestreo 1, el tratamiento 1 arrojo una concentracion de 77.882 mgkg™" que
disminuyo a 30.804 mgkg" en el muestreo 4, el tratamiento 2 fue de 110.374 mgkg
' a 50.326 mgkg™', mientras que el tratamiento 3 fue de 97.578 mgkg"' a 60.060
mgkg™'. En estos resultados puede interpretarse que las plantas crecidas en arena
son mas susceptibles a absorber mayores concentraciones de Cd, mientras que en
el suelo de Maconi la absorcién ocurre en menor medida. Esto puede deberse

principalmente a las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato.
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Cuadro 9. Concentracion de Cd en suelo durante los 4 muestreos realizados
durante la experimentacion.

Numero Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
de (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™)
muestreo
1 *0.518+0.002¢ 77.822+1.281¢  110.374+1.1072  97.578+0.968
2 *0.485+0.284° 67.965+0.126°  87.885+0.835°  88.923+2.907°
3 *0.428+0.371° 59.776+£1.2802  76.579 £1.280% 71.218+16.206°
4 *0.259+0.0214 30.804+2.817¢  50.326+1.801°  60.060+1.4172

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa
(P=0.05 usando prueba de comparacion Tukey).*Valores >LQ: 0.576

Los resultados de la cuantificacion de Cd en el tejido vegetal se muestran en el
cuadro 10. Se observo un aumento en la concentracion de Cd encontrada en hojas
conforme transcurre el tiempo del bioensayo entre el muestreo 1 y el 3, durante el
muestreo 4 la concetracion vuelve a aumentar. En la hoja testigo la concentracion
de Cd inicia con 0.163 mgkg™" y concluye con 0.671 mgkg™". Este aumento puede
ser debido a la presencia natural del Cd en la arena, a menores concentraciones el
frijol bioacumula menos metal por lo que el resultado no se relacina con los demas

tratamientos.

Para el tratamiento 2 la concentracion va de 0.465 mgkg' a 5.446 mgkg™', mientras
que para el tratamiento 3 es de 0.755 mgkg' a 8.525 mgkg'. Estos ultimos
resultados coinciden con los estudios de Contreras y Zapata (2014) del efecto del
Cu en frijol, encontraron que a mayor concentracion del metal este se bioacumula

mas en otras partes de la planta, proponiendo como causa la bioquimica de
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asimilacion que depende de la concentracion del metal en el suelo. Esta puede ser

una explicacion del comportamiento entre el frijol y el Cd.

Estos valores son mas altos que los encontrados por Machado (2016) quienes en
alcachofa reportaron concentraciones de 0.11 mgkg' en hojas de alcachofa.
Lizarazo et al. (2020) evaluaron en Sibapé, Colombia la bioacumulacion de Cd en
hojas de alcachofa y encontraron que puede almacenar hasta 0.22 mgkg™.
Utilizando estos datos como referencia el frijol tiene hasta 3 veces mas capacidad

acumulativa en hojas que la alcachofa.

Cuadro 10. Concentracion de Cd en hoja durante los 4 muestreos realizados
durante la experimentacion.

Numero de Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2  Tratamiento 3
muestreo mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™)

1 0.163+0.002¢ 0.465+0.017¢ 0.755+0.0062  0.521+0.002°

2 0.229+0.009¢ 0.477+0.018° 0.602+0.0212  0.680+0.013°

3 0.367+0.018° 0.537+0.005°  0.6092+0.005°  0.325+0.005¢

4 0.671+0.140°  5.446+0.370% 8.525+0.2372  5.287+0.508°

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia
significativa (P= 0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

Algunas hojas empezaron a presentar anormlaidad en su desarrollo debido a la
elicitacion (Figura 8a, 8b). Monteiro et al. (2009) reporto inhibicion del crecimiento
como consecuencia de toxicidad de Cd en plantas, aunque no es un indicador de

alteraciones a nivel bioquimicos, sino de una etapa inicial de estrés.
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Figura 8. a) Hoja de P. vulgaris en condiciones normales, b)Hoja de P. vulgaris
elicitada con Cd.

7.3.1. Determinacion del factor de bioacumulacion de Cd

Los datos de concentracion de Cd en suelo y en tejido vegetal se utilizaron para
calcular el indice de bioacumulaciéon mostrado en el cuadro 11. Se puede observar
que el indice incrementa al aumentar la concetracién de Cd. Entre tratamientos no

existe diferencia significativa de acuerdo con el analisis de varianza.

Karimi et al. (2019) reportaron en Cynara scolymus L. factores de bioacumulacion
de 0.52, 1.08 y 2.10 con dosis de 10, 50 y 500 uM de Cd, resultados muy por encima
del los encontrados en frijol.

Los valores en los 3 tratamientos son <1 |lo que indica que es un indice muy bajo de
bioacumulacion, los muestreos 3 y 4 de la planta testigo muestra valores > a 10 lo

que indica un bajo indice de bioacumulacion.

Cerron et al. (2018) observaron en maiz sometido a estrés por Cd valores < 1, lo
que califica al maiz como una planta exclusora o estabilizadora, con bajo indice de

bioacumulacion. Un estudio reportado por Falcdén (2016) concluye que, si la
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bioacumulaciéon es < 1 la planta es acumuladora; pero si es > 10 la planta es

hiperacumuladora.

Con base en este principio este trabajo prueba que en concentraciones elevadas
Phaseolus vulgaris es una planta acumuladora de Cd, y en concentraciones
naturales la planta puede absorber todo el Cd presente en el suelo.

Cuadro 11. indice de bioacumulacién de Cd en Phaseolus vulgaris

IBA % Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Muestreo 1 0.314+0.0052 0.004+0.000° 0.005+0.000° 0.005+0.000°
Muestreo 2 0.572+0.2552 0.005+0.000° 0.007+0.000° 0.008+0.000°
Muestreo 3 5.2524+8.0232 0.007+0.0012 0.006+0.0012 0.005+0.0012
Muestreo 4 2.588 +0.503% 0.178+0.023° 0.170+0.011° 0.088+0.010°

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia
significativa (P= 0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

7.4. Efecto en el crecimiento y desarrollo de la planta

7.4.1 Tallo y altura

Durante cada uno de los 4 muestreos realizados (Figura 9) se midio la altura de la
planta (Cuadro 12) y el grosor del tallo. Las mayores alturas de plantas fueron las
del tratamiento 3 (30 cm). Para los demas tratamientos se alcanzaron tallas de 27
cmy 18 cm (Tratamiento 2 y 3 respectivamente), mientras que las del grupo testigo
se disminuyeron su talla de 26 cm a 22 cm. Ademas se puede observar que del
muestreo 3 al muestreo 4 disminuye el la altura de las plantas en los 3 tratamientos

y el testigo.
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Chambi et al. (2012) al realizar estudios en cebada y papa encontraron que como
consecuencia de la fitotoxicidad en los 6rganos de la planta se producen bajos
rendimientos e inhibicién de la formacion de los granos y tubérculos, afectando en
la capacidad productiva y en la calidad de los productos alimenticios.

También Edegbai y Bacit (2016) reportaron mortandad en Phasolus vulgaris a los
28 dias de haber sido sembrada al emplear concentraciones de Cd sobre 75 mgkg
'. En el presente estudio hubo mortandad sin embargo la mayoria de los individuos
lograron adaptarse y completar sus etapas fenoldgicas, esto puede deberse a las
condiciones del bioensayo y a la variedad de frijol empleada (Figura 9).

Figura 9. P. vulgaris durante sus primeras etapas fenologicas.

De acuerdo con He et al., 2008 el crecimiento retardado de la planta es debido a
que el Cd puede sustituir el atomo de Mg y como consecuencia disminuye la
actividad fotosintética. A lo anterior se le afade que la uniéon de iones metalicos a
grupos sulfhidrilos de las proteinas se altera la estrcutura o el desplazamiento de un
elemento escencial (Assche y Clijsters, 1990).
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Cuadro 12. Alturas de P. vulgaris en los diferentes tratamientos

Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

(cm) (cm) (cm) (cm)
Muestreo 1  12.967+3.484%°  16.431%4.305% 16.815+5.0112 13.328+2.361°
Muestreo 2 26.075+15.2742  20.662+4.632% 21.269+6.5413° 16.392+2.297°

Muestreo 3 22.125+13.0212> 27.300+11.8042°  30.444+14.5532 18.806+3.304°

Muestreo 4  15.344+2.650°2 12.585+2.729°2 13.838+7.644 2 8.006+2.978°

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa (P=
0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

En el cuadro 13 se presentan los resultados obtenidos al medir el tallo durante los
muestreos. Se puede observar que el tratamiento 3 fue el que presento mayor
grosor de tallo con hasta 4 mm, seguida del tratamiento 2 con 3 mm, el tratamiento
1 con 2.8 mm y por ultimo el testigo con 2.8 mm. Entre estos ultimos datos no existe

diferencia significativa de acuerdo al analisis estadistico.

Segun Nufiez et al. (2014) el tallo del frijol aumenta ante la presencia de algun
estimulante externo. Maqueda (2015) estudio el efecto del Cd en el desarrollo del
tallo de acelga y maiz ante la presencia de Cd, reportd que en concentraciones de
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menores 1 mg el grosor del tallo disminuye, mientras que en concentraciones de 5

mg el grosor del tallo aumenta.

Cuadro 13. Tallo de P. vulgaris en los diferentes tratamientos

Testigo Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3
(mm) (mm) (mm) (mm)

Muestreo 1
1.878+0.3872  2.330+0.3708 2.398+0.483% 2.438+0.517°

Muestreo 2
2.822+0.4392  2.868+0.5952 3.013+0.4412 2.968+0.7352

Muestreo 3
2.499+0.2412> 2.338+0.5242> 2.656+0.3672  4.000+0.000°

Muestreo 4

1.410+0.339°

1.443+0.343°

1.527+0.465°

1.756+0.3212

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia
significativa (P= 0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

El cuadro 14 muestra la duracion de las etapas fenoldgicas de Phaseolus vulgaris

durante el bioensayo y lo compara con la ficha técnica proporcionada por el Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), (2009), el

tiempo de germinacion obtenido fue mas bajo a comparacion de lo que reporta el

INIFAP, la aparicion de hojas verdaderas se retras6 debido principalmente por la

condiciones del experimento, el llenado de vainas se adelanto sin embargo la

produccion de las mismas se vio afectada por el metal ya que la planta no pudo

producir suficientes.
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Cuadro 14. Cuadro 14. Resultados de las etapas fenoldgicas del bioensayo.

Obtenido en arena INIFAP, 2009
% germinacion 90 99
Germinacion 6d 7d
Hojas verdaderas 6-13d 7-11d
Hojas trifoliadas 13-21d 11-20d
Floracion 31-60 d 30-60 d
LLenado de vaina 62-90 d 76-87d
Madurez fisiologica 110d 87-110d

7.5. Enzimaticos

7.5.1. Resultados de actividad PAL

Los resultados obtenidos (Cuadro 15) muestran que el tratamiento con mayor
concentracion de Cd (Tratamiento 2, 100 mg Cd kg suelo) es el que presenta
mayor actividad enzimatica. Especificamente durante el tercer muestreo. En general
, Se registro un aumento de la actividad enzimatica en los tres primeros muestreos.
Para frijol sembrado en el tratamiento 1 aument6 en un 127 %, para el tratamiento
2 en un 78%, mientras que el testigo solo fue del 81% y en el tratamiento 3 un 66
%. Estos resultados muestran que a concentraciones por debajo de 100 mg de Cd

por kg de suelo la actividad enzimatica de PAL aumenta.

Por otro lado, la disminucién de la actividad de todos los tratamientos durante el
muestreo 4 puede atribuirse al deterioro de la respuesta del sistema antioxidante
por la etapa fenologica en la que se realizo el muestreo y que la planta alcanzé su
maxima capacidad de respuesta ante el estrés por Cd (Sandalio, 2001;
Schutzendubel, 2001).
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Zhang et al. (2005) reportaron que en hojas de Allium Sativum L. a concentraciones
de 1 mM la actividad PAL aumenta, mientras que a concentraciones de 10 mM

disminuye.

Gonzalez-Mendoza et al. (2018) estudiaron la relacion entre la actividad de la
enzima PAL y compuestos fendlicos y flavonoides en P. glandulosa expuesta Cd y
encontraron que en hoja la actividad PAL aumenta hasta un 284 % con
concentraciones de 183 mg de Cd, valor superior al mayor obtenido en el
tratamiento 2 con 81%. Ademas la respuesta del sistema antioxidante disminuye en
altas concentraciones, de tal manera que la planta pierde la capacidad de sintetizar
nuevos compuestos fendlicos y flavonoides y por lo tanto la actividad de PAL se va
descativando. Por otra parte se han reportado resultados similares en Euglena

gracilis a la exposicion de concentraciones elevadas de Cd (Cervantes et al. 2016).

Es por lo anterior que como perspectiva puede plantearse realizar estudios de
compuestos fendlicos y flavonoides a la par que se estudia la actividad de PAL,
pues el aumento de la actividad PAL pudo ocurrir a través de la via fenilpropaniodeto
sugiere que la sintesis de metabolitos secundarios se realizé a través de la via
fenilpro pues al estar intimamente relacionadas pueden volverse indicadores de

sintomas tempranos de elicitacion.

Cuadro 15. Actividad PAL.

Numero Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
de (Ug™) (Ug™) (Ug™) (Ug™)
muestreo
1 138.146+4.950> 150.552+11.6022%° 207.106+10.4592 204.116+5.959%°
2 184.226+50.441° 325.550+85.766%° 354.001+2.1542 290.662+55.065%°
3 250.165+16.883¢  343.175+5.651°  370.172+3.2132  340.738+2.137°

4 184.727+101.6478 278.534+61.5632 290.005+51.268% 263.9941+4.443°
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Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa (P=
0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

7.5.2. Resultados de actividad SOD

Los resultados de la actividad SOD se muestran en el cuadro 16. Se observan altos
valores durante los 2 primeros muestreos, en los muestreos 3 y 4 disminuye la
actividad (Tratamiento 1, 2179.669 a 2.981), (Tratamiento 2, de 2294.707 a 3.268)
y (Tratamiento 3, de 1995.740 a 4.113), esto puede deberse a una inhibicion durante

la fase de formacion de vainas.

SOD al ser encargado de regular las cantidad de O y H,O; evita que los radicales
OH vayan hacia la membrana, proteinas y ADN, en el presente estudio al
manifestarse disminucion de la actividad en los dos ultimos muestreos indica que

la funcion de regulacion de O% se deteriora.

Smeets et al. (2005) reportaron en P. vulgaris aureus L y P. vulgaris L. disminucién
de la actividad SOD en hojas con concentraciones de 5 yM de Cd. En plantas de
frijol tratadas con Cd y Cu Younis et al. (2018) observaron un aumento progresivo
de la actividad SOD a bajas concentraciones y disminucion a elevadas

cocentraciones.

Cai-Lin et al. (2013) estudiaron la actividad SOD en arroz encontrando cambios en
la actividad de paniculas y hojas. Wang et al. (2013) sometieron a 50 y 250 yM de
Cd a cuatro cultivares de arroz (S17, HA63, T3028, S825) reportando aumento en

la actividad SOD en hojas y raices.

Pérez et al. (2019) sometid plantas de arroz a 50, 100 y 300 mgkg™' de Niy Pb, la
actividad SOD disminuy6 con respecto al control (0.08) reportando los valores
menores con la tercera (0.06) y segunda dosis (0.05). Con Pb incremento la
actividad enzimatica siendo similar la tercera dosis (0.03) al control (0.03).

La actividad SOD ha sido relacionada con la capacidad de bioacumulacion y
tolerancia en plantas de metales pesados, en guisante se ha comprobado que SOD

53



disminuye y mientras la planta cuente con la capacidad de seguir bioacumulando

mas metal aumenta la actividad SOD (Sandalio et al., 2001).

Con base a lo anterior después del muestreo 2 la actividad SOD pudo haber
disminuido debido a que el frijo alcanzo su limite para bioacumular Cd y a su vez se
inactiva SOD, o también puede ser debido a que la tolerancia del frijol depende del
tiempo de exposicion y que al alcanzar determinada etapa fenoldgica la inactivacion
de SOD se de naturalmente, sien embargo harian falta mas estudios como los de
espresion genética para determinar lo anterior, ademas de que servirias para saber
exactamente en que isoforma se produce SOD en P. vulgaris Pinto Saltillo.

Cuadro 16. Actividad SOD.

Numero Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
de (Ug™) (Ug™) (Ug™) (Ug™)
muestreo
1 934.858+31.3772  2629.126+1153.4628 2746.308+1522.506% 2456.360+292.0562

2 11155.235+31.419°> 3015.741+703.8872  3146.746+413.1962  3274.087+16.3222

3 1311.257£159.860% 2179.669+1889.063% 2294.707+93.7742  1995.740+19.189°2

4 4.866+2.7752 2.981+2.2932 3.268+1.5102 4.113+2.677°

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa (P= 0.05
usando prueba de comparacion Tukey).

7.5.3. Resultados de actividad CAT

La actividad de CAT (Cuadro 17) aumento al elevar la concentracion de Cd, en el
testigo se produjo un nivel constante de actividad durante los 3 primeros muestreos,
sin embargo durante el ultimo muestreo la actividad se inhibio, esto puede ser
debido a que exista menos H20. para descomponer y por tanto la actividad CAT

este mas controlada.
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Por otra parte, la respuesta del frijol con una baja actividad enzimatica de CAT
puede relacionarse con la respuesta positiva del mecanismo de proteccién ante las
concentraciones de Cd durante los diferentes tratamientos. Con base en los valores
mostrados en el cuadro 18 en el tratamiento 1 se observa menor actividad de CAT
en contraste con el tratamiento 2 donde aumenta, por lo que se puede interpretar

que la respuesta es mejor en dosis menores a 100 mg de Cd.

Mohamed et al. (2014) realizaron estudios del efecto de cobre en Agave
fourcroydes donde reportaron que la actividad CAT se inhibia en concentraciones
mayores a 25 mg de Cu y menores de 100 mg de Cu, lo que coincide con los
resultados obtenidos.

Gtowacka et al. (2019) emplearon 4 concentraciones de Cd en guisantes (50, 100 y
200 uM) observaron disminucién de actividad CAT en todos los analisis realizados.,

concluyendo que la célula no es capaz de eliminar el H2O2 acumulado en los tejidos.

Anteriormente se observo que la actividad SOD disminuye después del tercer
muestreo, comportamiento también observado con CAT por lo que se puede deducir
que SOD en P. vulgaris es capaz de controlar eficientemente las casacadas de ROS
por que lo el trabajo de catalizador de CAT no es altamente demandado por la

planta, asi que lo produce en menores cantidades.

Las variaciones observadas en la actividad CAT no estan relacionadas con la forma
en la que se expresa la enzima, sin embargo si se relaciona con su estado de
oxidacion. Esto quiere decir que la estructura de la proteina se oxida mediante un

mecanismo de inactivacion en CAT por Cd.

Como perpectiva puede realizarse un estudio de expresidn genética a fin de
determinar que genes son los que participan en la sintesis de las subunidades CAT
menos sensibles a la oxidacion, y como consecuencia incremente la actividad de
CAT.
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Cuadro 17. Actividad CAT durante los 4 muestreos realizados.

Numero Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
de (Ug™) (Ug™) (Ug™) (Ug™)
muestreo
1 2.597+0.1852 2.352+0.290° 2.703+0.6132 2.026+0.1652
2 2.365+0.0192 2.534+1.182°2 2.912+0.697° 2.194+0.158°2
3 2.301+0.6892 2.138+0.2492 2.763+0.337° 2.077+0.8022
4 0.282+0.0992 0.734+0.8732 0.898+0.1932 0.506+0.4432

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa
(P=0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

7.5.2. Resultados de proteina

Los resultados de proteina se muestran en el cuadro 18. No se observaron
diferencias significativas en la concentracion de proteina entre el testigo y los
tratamientos. El contenido de proteina aumento respecto al tiempo de muestreo esto
puede estar relacionado con tolerancia al Cd pues la disminucion de proteinas y la
salida de solutos de las células indican senescencia (Bel- trano et al., 2006).

Huerta et al. (2015) detectaron disminucion en proteinas solubles en 3 variedades
de frijol (Flor de mayo, flor de junio y negro zacatecas) por exposicion de 0.01, 0.1
y 10 gL' Hg, siendo la mas resitente negro zacatecas. Comparando con los
resultados obtenidos, en Pinto Saltilo no hay disminucién en la sintesis de

proteinas.
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Cuadro 18. Proteina.

Numero
de
muestreo

Testigo

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

1

26.833+0.5442

28.957+0.090°

26.957+0.3222

27.683+2.5082

2

28.331+1.766°

29.874+0.1022

27.8261+0.6032

28.458+5.1162

3

30.166+4.6842

32.177+2.1142

29.109+0.1762

29.169£1.9992

4

34.998+0.6542

33.443+£1.9952

32.879+0.5772

32.830+2.765°2

Se muestran las medias + D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa
(P= 0.05 usando prueba de comparacion Tukey).

7.5.3. Resultados de semillas

Se realizaron estudios de bioacumulacié de Cd, actividad de PAL SOD, CAT y

proteinas, con el fin de identificar si el estrés por Cadmio es capaz de afectar su

calidad. En el cuadro 19 se puede observar que no se detectd presencia de Cd en

la semilla, pues la planta solo fue capaz de traslocarlo a su hoja.

Cuadro 19. Resultados de los analisis realizados en semilla de P. vulgaris.

Semilla Testigo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Concentracion ND ND ND ND

de Cd

(mgkg™)

PAL 159.255£14.5912  134.9904£9.9402 155.402+4.3522 151.699+35.6122
(Ug™)

CAT 10.193+2.5532 16.699+3.0692° 8.091+1.8852®  13.781+2.948°
(Ug™)

SOD 1.006+0.1832 1.899+1.2422 2.101+0.107°2 2.156+0.432°
(Ug™")

Proteina 83.496+3.262 2 81.706+4.8282 79.138+5.7232 88.849+4.2052
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Se muestran las medias = D.E. (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa (P= 0.05
usando prueba de comparacion Tukey). ND= No detectable.

El numero de vainas permite evaluar la cantidad de semillas obtenidas y a su vez
indica el rendimiento de la cosecha. La mayoria de las vainas no fueron viables
(no estaban llenas), otras si eran viables pero no lograron llenarse en su totalidad .
Entre los tratamientos el mayor numero de vainas se presento en el 2 (9 vainas),

seguido del 1 (8 vainas) y el que menor numero de vainas tuvo fue el 3 (6 vainas).

La cantidad de semilla fue poca en términos de calidad y cantidad, el cuadro 20

muestra el numero de semillas totales que se obtuvieron y su peso.

Cuadro 20. Numero de semillas por tratamiento.

Semillas Totales Peso total (g)
Testigo 20 2.2407
Tratamiento 1 18 2.3934
Tratamiento 2 12 3.61
Tratamiento 3 4 0.3330

En el suelo de Maconi (Tratamiento 3, 102.1 mgkg™') fue donde se obtuvieron la
menor cantidad cantidad de semillas y se esperar un mismo comportamiento en
tratamiento 2 el cual tiene una concentracion similar de Cd al tratamiento 3
(Tratamiento 2, 100 mgkg™), sin embargo se obtuvieron mayor cantidad de semillas.
Ninguno de los tratamientos excedio los 2.4 g, no obstante el tratamiento 3 fue el
que obtuvo la menor cantidad de semillas, lo que concuerda con su numero de
vainas. Si bien la produccién se ve afectada, en la apariencia de las semillas no se

ve un dafio por estrés (Figura 10).
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Las semilllas del tratamiento 3 fueron la mas afectadas por el metal pues su

tamafo era mucho menor al igual que su peso. La semillas de mejor apariencia

fueron las del testigo.

Figura 10. Semillas del bioensayo. a)Testigo, b)Tratamiento 1, c) Tratamiento 2,
d)Tratamiento 3.
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8. Conclusiones

Phaseolus vulgaris variedad Pinto Saltillo bioacumulé Cd en hojas reduciendo la
concentracion del metal en el suelo por lo que se acepta la hipdtesis, pues metal es
capaz de traslocarse hasta la hoja de la planta pero no alcanza a almacenarse en
la semilla, por lo que las concentraciones menores a 100 mg de Cd por kg de suelo
no representan un riesgo para la salud. Ademas la presencia de Cd afect6 a
Phaseolus vulgaris Pinto Saltillo principalmente en su desarrollo y crecimiento, sin
embargo esto no fue impedimento para que lograra completar sus etapas

fenologicas y llegar a la madurez.

La actividad enzimatica aumentd en todas las enzimas analizadas por lo que se
vuleve a aceptar la hipotesis ya que el Cd promueve el estrés oxidativo, esta
actividad incrementa al aumentar la concentracién del metal lo que no afecta el

proceso de bioacumulacién de la planta.
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