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RESUMEN
Existe contenido de metales pesados, incluyendo el cadmio (Cd), en los recursos

e insumos utilizados para la agricultura. Algunas de las sustancias quimicas que
provocan fitotoxicidad, a bajas concentraciones pueden generar respuestas
favorables para la planta activando mecanismos de defensa contra estrés biotico
o abidtico o bien favoreciendo su crecimiento y desarrollo; a esto se le llama dosis
eustresica. ElI cadmio a altas concentraciones puede ser fitotoxico, causando
desde clorosis hasta la muerte de la planta. El objetivo de éste trabajo fue
encontrar una dosis en la que no se generara una fitotoxicidad y se evalud la
actividad enziméatica de las plantas cultivadas en suelo con diferentes
concentraciones de Cd ante estrés bidtico y abidtico, ademas, se determind la
cantidad de Cd en el grano del maiz y el fruto del tomate para determinar si éste
pudiera ser toxico para su consumo. Se utilizaron plantas de jitomate y maiz como
modelos de estudio ya que son de gran importancia agricola para México. La
dosis eustresica se busc6 exponiendo plantulas de maiz a las dosis de 0, 20, 30,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 uM Cd y plantulas de jitomate a las
dosis de 0, 30, 60, 100, 120, 160, 180 y 200 uM Cd en el riego, utilizando un
disefio completamente al azar, tomando como variables de respuesta la altura,
clorofila y didmetro del tallo. De acuerdo a las variables de respuesta evaluadas,
se encontrd una mejor respuesta para las plantulas a dosis de 0, 60 y 100 uM Cd.
Se realiz6 el cultivo de las plantas bajo invernadero, utilizando un disefio
completamente al azar, a una concentracion de 0, 60 y 100 uM Cd, las variables
de respuesta que se evaluaron fueron rendimiento, altura, la actividad enzimatica
PAL, CAT y SOD, las cuales son actividades enzimaticas antioxidantes. El
jitomate se sometié a estrés bidtico inoculandolo con Clavibacter michiganensis,
utilizando una dosis 60 uM de Cd, aplicado antes y después de la inoculacién del
patdgeno, con un total de 6 tratamientos incluyendo los diferentes controles, las
variables de respuesta fueron clorofila, altura, biomasa, PAL, SOD, CAT, indice de
dafio, unidades fomadoras de colonia (UFC) del patdogeno y expresion de los

genera CHS y Prla. Ambos cultivos se sometieron a estrés hidrico a una dosis de



0, 60 y 100 pM, utilizando la mitad de la lamina de riego, las variables de
respuesta fueron altura, clorofila, PAL, SOD y CAT. De 14 mediciones que se
tomaron para elegir la dosis eustresica en ambos cultivos, se obtuvieron los
mejores resultados en cuanto al control, a una concentracion de 60 y 100 puM.
Para el maiz, se obtuvo un mayor rendimiento en los tratamientos con Cd con
respecto al control, obteniendo para la concentracion de 60 uM, 116 g de
grano/mazorca, para 100 uM, 128.7 g de grano/mazorca y para el control 95.1 g
de grano/mazorca. El contenido de Cd en grano fue no cuantificable. Para el
contenido de Cd en raiz de planta llevada hasta grano fue mayor conforme se
aumentd la concentracion, sin embargo, para la parte aérea, fue menor a mayor
concentracion siendo 45.2 mg de Cd/kg de planta a 60 uM y 31.8 mg de Cd/kg de
planta a 100 uM, para la etapa de grano duro se encontr6 un aumento en la
actividad enzimatica CAT para 60 uM (2.50 U/g de planta) con respecto al control
(1.98 U/g de planta). Para tomate, en el rendimiento no hubo diferencia
significativa y el contenido de Cd en fruto que se encontré para los tratamientos
de 60 y 100 uM de Cd fue de 0.12 y 0.18 mg de Cd/kg de planta, un valor menor
al que permite el CODEX (2019) (0.20 mg/kg de fruto). Para el cultivo de tomate
llevado hasta fruto, se obtuvo un aumento en la actividad enzimatica CAT y en la
expresion del gen Prla con el tratamiento a 60 uM. Para la respuesta a estrés por

C. michiganensis se encontré una disminucién hasta del 52 % en UFC.

Palabras clave: Dosis eustresica, déficit hidrico, Clavibacter michiganensis



ABSTRACT

There is content of heavy metals, including cadmium (Cd), in the resources and
inputs used for agriculture. Some of the chemical substances that cause
phytotoxicity, at low concentrations, can generate favorable responses for the
plant, activating defense mechanisms against biotic or abiotic stress or favoring its
growth and development; this is called the eustress dose. Cadmium at high
concentrations can be phytotoxic, causing everything from chlorosis to plant death.
The objective of this work was to find a dose that did not generate phytotoxicity
and the enzymatic activity of plants grown in soil with different concentrations of
Cd in the face of biotic and abiotic stress was evaluated, in addition, the amount of
Cd in the corn grain and tomato fruit to determine if it could be toxic for
consumption. Tomato and corn plants were used as study models since they are
of great agricultural importance for Mexico. The eustress dose was sought by
exposing corn seedlings to doses of 0, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180
and 200 uM Cd and tomato seedlings at doses of 0, 30, 60, 100, 120, 160, 180
and 200 puM Cd in irrigation, using a completely randomized design, taking height,
chlorophyll and stem diameter as response variables. According to the response
variables evaluated, a better response was found for seedlings at doses of 0, 60
and 100 uM Cd. The plants were grown under greenhouse, using a completely
randomized design, at a concentration of 0, 60 and 100 uM Cd, and the response
variables that were evaluated were yield, height, PAL, CAT and SOD enzymatic
activity, which are antioxidant enzymatic activities. The tomato was subjected to
biotic stress by inoculating it with Clavibacter michiganensis, using a 60 uM dose
of Cd, applied before and after the inoculation of the pathogen, with a total of 6
treatments including the different controls, the response variables were chlorophyll,
height, biomass, PAL, SOD, CAT, damage index, CFU of the pathogen and
expression of the CHS and Prla genes. Both crops were subjected to water stress
at a dose of 0, 60 and 100 uM, using half of the irrigation layer, the response
variables were height, chlorophyll, PAL, SOD and CAT. Of 14 measurements that



were taken to choose the eustress dose in both cultures, the best results were
obtained in terms of the control, at a concentration of 60 and 100 uM. For corn, a
higher yield was obtained in the treatments with Cd with respect to the control,
obtaining for the concentration of 60 uM, 116 g of grain/cob, for 100 uM, 128.7 g of
grain/cob and for the control 95.1 g of grain/cob. The content of Cd in grain was
not quantifiable. For the content of Cd in the root of the plant taken to the grain, it
was higher as the concentration increased, however, for the aerial part, it was
lower at a higher concentration, being 45.2 mg of Cd/kg of plant at 60 uM and 31.8
mg of Cd /kg of plant at 100 pM, for the hard grain stage, an increase in CAT
enzymatic activity was found for 60 uM (2.50 U/g of plant) with respect to the
control (1.98 U/g of plant). For tomato, there was no significant difference in yield
and the content of Cd in the fruit found for the 60 and 100 uM Cd treatments was
0.12 and 0.18 mg of Cd/kg of plant, a lower value than that allowed by the CODEX
(2019) (0.20 mg/kg of fruit). For the tomato crop grown to fruit, an increase in the
CAT enzymatic activity and in the expression of the Prla gene was obtained with
the treatment at 60 uM. For the response to stress by C. michiganensis, a

decrease of up to 52% CFU was found.

Keywords: Eustressic dose, water deficit, Clavibacter michiganensis.
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I. INTRODUCCION

Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes
naturales de la corteza terrestre, en forma de minerales, sales u otros
compuestos; los cuales, dependiendo de las condiciones edaficas, son absorbidos
por las plantas e incorporados a las cadenas tréficas (Rooney et al., 2006, Zhao et
al., 2006), o pasar a la atmésfera por volatilizaciéon y, movilizarse hacia el agua
superficial o subterrdnea (Abollino et al., 2002). EI cadmio forma parte de la
composicién natural de algunas rocas y suelos, provocando una liberacion al
medio ambiente de aproximadamente 25000 toneladas a nivel mundial. Por otra
parte, por via antropica, las concentraciones en el ambiente pueden ser
incrementadas considerablemente, ya que es un metal ampliamente utilizado en
la industria y productos agricolas. Esto ha producido un aumento progresivo en su
produccion, provocando una importante contaminacion ambiental (Reyes et al.,
2016).

La toxicidad por cadmio en plantas puede causar severos desequilibrios en
los procesos de nutricién y transporte de agua en las plantas (Singh et al., 2003),
inactivacion de la fotosintesis, formacion de radicales libres y especies reactivas
de oxigeno (ERO) causando un estrés oxidativo (Gonzélez et al., 2007; Kovacik et
al., 2009). Al cadmio se le reconoce como uno de los metales pesados con mayor
tendencia a acumularse en las plantas. (Singh et al., 2003). En consecuencia, ha
sido toxico al consumidor (Satarug et al., 2010).

Acorde al Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), para
el afio 2021, se obtuvo una produccion estimada de tomate de 3 409 224
toneladas, de las cuales se exportd 1 671 050 toneladas.

El maiz es un cultivo representativo de Meéxico por su importancia
econdmica, social y cultural, su produccion se divide en blanco y amarillo
(ASERCA, 2018). El servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera reportd
gue en el afio agricola 2020 la produccién de maiz grano fue de 27 707 775

toneladas, un aumento del 1.8 % en comparacion con 2019.



Por otro lado, Cervantes-Garcia et al. (2016), encontraron un incremento
significativo en el contenido de flavonoides y fenoles totales en el alga E. gracilis
al ser expuesta a Cadmio in vitro, estimando que los fenoles y flavonoides totales
pueden desempefiar un papel importante en la tolerancia de E. gracilis a rangos
definidos de concentraciones de cadmio. Bai et al. (2014) y Dai et al. (2015)
sugieren propiedades antioxidantes y quelantes de metales de compuestos
fendlicos y flavonoides totales en plantas expuestas al cadmio. El cadmio tiende a
acumularse principalmente en la raiz de la papa (Solanum tuberosum L.) y esto es
mas marcado cuando se presentan altos contenidos de cadmio en la planta,
estando la mayoria de las veces el cadmio presente en las partes superiores en
menor cantidad a las que tolera la norma (Luna, 2017). De lo anterior se
desprende que puede haber efectos favorables, tanto para la planta como para el
consumidor.

En la presente propuesta se buscé determinar la concentracion y
disponibilidad de cadmio que permitiera a las plantas de maiz y tomate superar los
efectos negativos del estrés abiotico (déficit hidrico) y bidtico (cancer bacteriano,

solo para tomate).



II. ANTECEDENTES

2.1 Cadmio

Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes
naturales de la corteza terrestre, en forma de minerales, sales u otros
compuestos; pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las
cadenas troficas (Rooney et al. 2006, Zhao et al., 2006), pasar a la atmdésfera por
volatilizacion y movilizarse hacia el agua superficial o subterranea (Abollino et al.,
2002). El cadmio forma parte de la composicion natural de algunas rocas y suelos,
lo que provoca una liberacion al medio ambiente cercana a 25000 toneladas a
nivel mundial. Por via antrépica las concentraciones en el ambiente pueden ser
incrementadas considerablemente, ya que es un metal ampliamente utilizado en
la industria y productos agricolas, esto ha producido un aumento progresivo en su
produccion, provocando una importante contaminacion ambiental (Reyes et al.,
2016).

El cadmio (Cd), es un metal pesado que se obtiene como subproducto del
procesamiento de metales como el zinc (Zn) y el cobre (Cu). Se acumula en el
ambiente como resultado de las actividades industriales que involucran la
fabricacion de baterias niquel-cadmio, la quema de combustibles fésiles, la
generacion de polvos por el proceso de fabricacion de cemento y fertilizantes
fosfatados. Se utilizan pigmentos a base de Cd para crear tintes, pinturas,
plasticos y ceramica. Estas actividades industriales son consideradas como una
gran fuente de emision a la atmosfera y de contaminacion para mantos acuiferos
y suelos. Los rios contaminados con Cd pueden irrigar tierras de cultivos, ademas
de que el Cd es capaz de combinarse con otros elementos y formar compuestos
tales como cloruros, 6xidos, sulfuros y de esta manera unirse fuertemente a las
particulas del suelo. A nivel mundial se ha estimado que el uso de Cd en la
actividad industrial se ha incrementado de 18400 toneladas en 2003 a 20400
toneladas en el 2007 (Farkas et al., 2007; Pan et al., 2009). Se considera que la
mayor cantidad de Cd en el suelo proviene del uso de fertilizantes de fosfatos

para la agricultura, los cuales contienen de 0.20 mg/kg a 0.60 mg/kg. Al requerirse
3



aproximadamente 500 kg/ha de fertilizante fosforado para hortalizas se estan

incorporando de 100 g/ha a 300 g/ha cada ciclo (Moulis et al., 2010).

El &rea susceptible a contaminacion por Cd en México se estima de 9.8
millones de hectareas debido a la fertilizacion fosforada que es de un minimo de
40 kg/ha, por lo que se estima que la contaminacion a nivel nacional es de 112
toneladas de cadmio por afio, siendo éste valor acumulable (FAO., 2014; Moulis
et al., 2010). El limite maximo permisible de cadmio para agua de uso agricola por
el CODEX 1995, UE 2016 es de 0.01 mg/l. La NOM-001-SEMARNAT-1996
maneja un limite maximo permisible promedio diario para el agua de uso agricola
de 0.4 mg/kg. El limite m&ximo permisible de cadmio para hortalizas de acuerdo al
CODEX es de 0.05 mg/l (U. E., 2017). Para suelo de uso agricola, de acuerdo la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, el limite maximo de Cd permisible es de 37
mg/kg. La cantidad de Cd incorporada al suelo por los fertilizantes fosforados es
de 3.2 pg/kg, valor por debajo del permitido por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-
2004.

2.2 Toxicidad por cadmio en las plantas

El Cd puede causar toxicidad en plantas reflejado en severos desequilibrios
en los procesos de nutricién y transporte de agua en las plantas (Singh et al.,
2003), inactivacion de la fotosintesis, formacion de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno (ERO) causando un estrés oxidativo (Gonzélez et al., 2007;
Kovacik et al., 2009). Ademas, el estrés causado por la toxicidad de los metales
puede provocar alteraciones en la acumulacion de azlcares solubles en las
plantas, ya sea que aumente o disminuya en los brotes (Mishra et al., 2014;
Shackira and Puthur, 2017). Al cadmio se le reconoce como uno de los metales

pesados con mayor tendencia a acumularse en las plantas. (Singh et al., 2003).



2.3 Hormesis

La hormesis es el proceso por el cual, la exposicion a una dosis baja de un
agente quimico como los metales pesados o bien, a un factor ambiental, ya sea
fisico, quimico o bioldgico, que es dafino a dosis altas, induce una respuesta
adaptativa y/o un efecto benéfico en la célula o el organismo (Calabrese, et al,
2007; Calabrese et al., 2008).

La respuesta hormética involucra la expresion de una gran cantidad de
genes que codifican para proteinas citoprotectoras como las chaperonas del tipo
de las que responden a estrés térmico (heat shock proteins, HSP), las enzimas
antioxidantes, los factores de crecimiento y las metalotioneinas. La evidencia
experimental sugiere que no existe un mecanismo Unico Sino varias vias que son
capaces de desencadenar la hormesis (Calabrese et al., 2011). La dosis
hormética a la cual responde una célula u organismo podra variar dependiendo
del individuo y sus caracteristicas (Kouda et al., 2010).

La curva en forma de «J» (Figura 1.1.A) representa una respuesta
disfuncional, como por ejemplo la carcinogénesis, mientras que la curva en forma
de «U» invertida (Figura 1.1.B) representa una funcion biolégica normal como el
crecimiento de un organismo o la proliferacién celular. En ambas curvas la linea
horizontal muestra el nivel en el que ocurriria el evento de manera espontanea. La
zona hormética (la zona rayada) muestra una frecuencia menor a la que ocurriria
de manera espontanea sin exposicion al agente hormético. Este efecto se observa
en la Figura 1.1.C (Calabrese et al., 2011).

Como se sefialo, este proceso que se describe mediante una forma U o J
hay una interrupcion inicial de la homeostasis (es decir, toxicidad) seguida de una
respuesta de sobrecompensacion modesta que finalmente conduce a un
restablecimiento de la homeostasis. Los cambios sufridos en las células u
organismos a bajas dosis de una condicion de estrés se reflejan en el fenotipo
alterado inducido por el medio ambiente, lo anterior puede traducirse en un
incremento en el potencial de plasticidad cuantitativa (Calabrese et al, 2011,
Calabrese et al., 2014).
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Figura 2.1. Curva hormética bifasica dosis-respuesta. A: curva en forma de «J»
describiendo un fenémeno asociado a una disfuncién biolégica o dafio téxico. B:
curva en forma de «U» invertida representando una funcién bioldgica normal
como por ejemplo el crecimiento. C: detalle de la zona hormética en la curva «U»
invertida (Calabrese et al., 2011).

La respuesta hormética es transitoria, dinamica y puede ser mediada por la
activacion o inactivacion de enzimas, por la modificacion de una gran cantidad de
genes o bien por ambos procesos (Luna-Lopez et al., 2010; Grune et al., 2011).

La respuesta hormética no guarda memoria a largo plazo (mas alla de las
30 h), y para volver a tener el efecto hormético, las células u organismos deben
volver a exponerse al agente inductor (Banerjee, et al., 2012).

La exposicion continua a dosis bajas de estrés oxidante, agentes
citostaticos, choque térmico, restriccion calérica o hipoxia, entre otros, puede
generar una respuesta hormética o de adaptacion, haciendo que el organismo

responda de mejor manera a eventos posteriores de mayor estrés (Blagoskonny,



et al.,, 2011). Estos agentes estresantes horméticos, en general, hacen que el
organismo maneje sus efectos y se activen mecanismos de sefalizacion y
reparacion (Calabrese et al., 2011).

Las tensiones que enfrentan las plantas pueden tener un origen bidtico o
abiotico que provoca un aumento en los metabolitos para hacer frente al estrés
(Tierranegra-Garcia et al., 2011; Mejia-Teniente et al., 2013; Baenas et al., 2014;
Liu et al., 2016); sin embargo, cuando un individuo se alimenta de una "planta
estresada” es bueno para la salud; a este beneficio se le conoce como
"xenohormesis". El potencial xenohormético de los cultivos se puede aumentar
mediante el manejo de hormesis debido a que la planta posee receptores para
patrones moleculares (MP) de diferente origen como patrones moleculares
asociados a microbios (MAMP), patrones moleculares asociados a patogenicidad
(PAMP), patrones moleculares asociados al daifio (DAMP) y patrones moleculares
asociados a herbivoros (HAMP) que potencialmente, desencadenan vias
secundarias de metabolitos (Hooper et al., 2010).

Los estudios en plantas se han llevado a cabo principalmente midiendo el

punto final de crecimiento, metabolismo, mutageno, supervivencia, reproduccion,
mientras que las respuestas inmunes son menos conocidas (Calabrese et al.,
2005). La hormesis vegetal puede suceder cuando se utilizan metales idénicos,
herbicidas o fitotoxinas (Poschenrieder et al., 2013; Belz et al., 2014).
La hormesis ha sido ampliamente caracterizado en el campo de la toxicologia, sin
embargo, ha aumentado el interés del estudio de este proceso en la biologia de
las plantas y las areas agricolas con el fin de mejorar la produccién de cultivos
(Calabrese et al., 2014).

2.4 Metabolitos especializados (secundarios) de las plantas

Tres grupos quimicos importantes son producidos por las plantas: fenoles,
terpenoides y compuestos organicos que contienen nitrdgeno. Los terpenos son
sintetizados a partir de la ruta del mevalonato o la del metileritritol fosfato (Taiz et
al., 2010; Walters et al., 2010). El primero se encuentra en el citosol y es
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precursor en la produccion de sesquiterpenos, triterpenos, esteroles vy
politerpenos, mientras que el Ultimo se encuentra generalmente en los plastidios, y
es precursor en la ruta que lleva a isoprenos, monoterpenos, diterpenos y
carotenoides (Lichtenthaler et al., 1999; Taiz et al., 2010). Un segundo grupo de
metabolitos son los compuestos fendlicos, los cuales son sintetizados a partir de
la ruta del &cido shikimico o la del &cido malonico (Taiz et al., 2010; Walters et al.,
2010). Por ultimo, tenemos los compuestos organicos que contienen nitrégeno o
azufre y que son sintetizados a partir de aminoacidos e incluyen glucésidos
cianogénicos, glucosinolatos o alcaloides (Jahangir et al., 2009; Anjum et al.,
2011).

Los flavonoides son un grupo representativo de metabolitos secundarios
gue se han denominado "metabolitos especializados" porque las plantas sintetizan
metabolitos especificos de especie (Harborne et al., 2000). El Departamento de
Agricultura de Estados Unidos de América ha reconocido una serie de subgrupos
de flavonoides como flavonoles, flavonas (iso), flavanonas, flavan-3-oles,
proantocianidinas y antocianinas en mas de 500 alimentos como flavonoides
dietéticos con evidencia consistente de efectos beneficiosos en humanos. Se
espera que tales metabolitos sean utiles para la reproduccién de cultivos porque
juegan un papel en la alelopatia, que tiene efectos positivos o negativos en el
crecimiento de organismos patdgenos tales como hongos, insectos y plantas (Bais
et al., 2003; Field et al., 2006).

2.5 Actividad antioxidante

El estrés abidtico, como la salinidad, la sequia, las inundaciones, la
temperatura, la radiacion UV y los metales pesados, causa la produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) como el radical oxigeno, el superoxido, el
peréxido de hidrégeno y los radicales hidroxilos. El equilibrio entre la produccién
de EROs esta controlado por el sistema de defensa antioxidante (Caverzan et al.,
2016). Las plantas utilizan las enzimas antioxidantes como la superéxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) para superar el estrés oxidativo. La
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fenilalanina amoniaco liasa (PAL) es una via metabdlica secundaria operativa en
plantas superiores y la enzima clave en la sintesis de fenol. PAL involucrado en la
biosintesis de compuestos fendlicos en las plantas es una parte del mecanismo
de defensa y los fenoles se conocen como la respuesta inducible primaria en las
plantas contra una serie de estreses bibticos y abidticos (MacDonald y D'Cunha,
2007).

2.6 Importancia econOmica del tomate y maiz

Acorde al Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), para
el aflo 2021, se obtuvo una produccién estimada de tomate de 3 409 224
toneladas, de las cuales se export6 1 671 050 toneladas.

El maiz es un cultivo representativo de Meéxico por su importancia
econdmica, social y cultural, su produccion se divide en blanco y amarillo
(ASERCA, 2018). El servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera reporto
qgue en el afio agricola 2020 la produccién de maiz grano fue de 27 707 775

toneladas, un aumento del 1.8 % en comparacion con 2019.

2.7 Estrés bidtico en tomate causado por Clavibacter michiganensis

El cancer bacteriano del tomate producido por Clavibacter michiganensis
(C. michiganensis) se considera la enfermedad bacteriana mas importante que
afecta a los cultivos de tomate (EPPO, 2016). Las plantas infectadas con este
patogeno transmitido principalmente por las semillas, manifiestan dafios fisicos en
la planta y mueren pronto (Hausbeck et al., 2000). La infeccion sistémica produce
sintomas caracteristicos, como el marchitamiento de los foliolos y el cancer de los
tallos y peciolos. Cuando la infeccion ocurre después de la propagacion epifitica
del patégeno, la necrosis marginal de las hojas y pequefias manchas blancas tipo
ampolla son comunes, y las lesiones, denominadas manchas de ojo de pajaro,

aparecen ocasionalmente en los frutos. Después de esto, las bacterias pueden



penetrar en los tejidos vasculares y las plantas desarrollan sintomas sistémicos
(Carlton et al., 1998).

2.8 Estrés abidtico causado por déficit hidrico.

La sequia es la causa de estrés que mayor impacto tiene sobre el
crecimiento y desarrollo en las plantas, limitando la produccion en todo el mundo.
Se ha estimado que casi un tercio de los suelos son demasiado secos para
apoyar el desarrollo y la productividad normales de la planta (Golldack et al.,
2014). Ademaés, el cambio climético global esta extendiendo este problema del
déficit hidrico a las regiones donde en el pasado los impactos de la sequia fueron
insignificantes (Trenberth et al., 2014).

Anualmente en México, se extraen 80.6km3 de agua de la cual se destina
el 76.7% para uso agricola (FAO 2010). SEMARNAT (2012) estima que para el
afo 2030 la disponibilidad del agua sera baja.

La superficie potencial de riego en funcion de la aptitud de la tierra es de
13.5 millones de ha, que se reducen a 9.8 millones de ha si se tiene en cuenta la
disponibilidad de agua. A nivel nacional se cuenta con 9766000ha de los cuales
se destina 513867 ha a hortalizas (FAO, 2014). Para el afio 2010 se reporté un

area siniestrada por sequia del 23.3% del territorio nacional.

2.9 Efecto eustresor y distresor del cadmio y otros metales pesados en
planta

Cervantes-Garcia et al. (2016) encontraron un incremento significativo en el
contenido de flavonoides y fenoles totales en el alga E. gracilis al ser expuesta a
Cadmio in vitro, el fenol y el flavonoide pueden jugar un papel importante en la
tolerancia de E. gracilis. El cadmio tiende a acumularse principalmente en la raiz
de la papa (Solanum tuberosum L.) y esto es mas marcado cuando se presentan
altos contenidos de cadmio en la planta, estando la mayoria de las veces el
cadmio presente en las partes superiores en menor cantidad a las que tolera la
norma (Luna., 2017).
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Godinho et al. (2018) encontraron una disminucion en plaga de &caros en
tomate a concentraciones mayores de 0.5 mM de cadmio, asi como un efecto del
suministro de Cd sobre la cantidad de azlcares solubles y, la planta, no presento
sintomas de toxicidad, ademds, encontraron un mayor tamafio y mayor peso en el

fruto.

lIl. HIPOTESIS

La aplicacion de cadmio en dosis eustrésicas, permitird a la planta de
tomate y maiz, una mayor tolerancia al estrés bibtico y abidtico mediante el
incremento de las actividades enzimaticas y expresidn de genes asociados a
respuesta inmune vegetal, sin afectar significativamente el crecimiento y

rendimiento.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la concentracion y disponibilidad de cadmio que permita a las
plantas de maiz y tomate superar lo efectos negativos del estrés abidtico (déficit

hidrico) y biotico (cancer bacteriano, para el caso de tomate).

4.2 Objetivos especificos
1. Encontrar la dosis eustrésica que induzca tolerancia a cancer bacteriano

causado por C. michiganensis en tomate, y a déficit hidrico en tomate y maiz.

2. Determinar niveles de expresion de actividad enzimatica y expresion genetica
asociada a respuesta por estrés en plantas.

3. Evaluar efectos en el rendimiento y toxicidad del grano de maiz y fruto del

tomate de plantas expuestas a dosis eustresicas de cadmio.
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V. METODOLOGIA
5.1 Ubicacion del area del proyecto de investigacion

El experimento se desarrollara en la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Autonoma de Querétaro Campus Amazcala. El poblado de Amazcala
(Figura 5.1) pertenece al municipio del Marqués, Querétaro., el cual se localiza en
el sector Suroeste del estado, entre los 20° 31" y 20° 58’ de latitud Norte. Su
longitud se encuentra entre los 100° 24’ del Oeste a 1850 msnm. Colinda al Oeste
con el municipio de Querétaro, al Norte con el estado de Guanajuato, el Este con
el municipio de Colon, y al Sur con los municipios de Huimilpan y Pedro
Escobedo. La temperatura media oscila entre los 18°C y los 24°C, con un clima

predominante subtropical, templado semiseco.

Figura 5.1. Poblado de Amazcal, municio de El Marqués, estado de Querétaro
(Google Maps, 2021)
Objetivo 1
5.2 Obtencion de la curva hormética
5.2.1 Prueba con plantula de tomate

La experimentacién en plantula de jitomate (cv. Optimax) se realiz6 dos
veces con un disefio experimental completamente al azar, por triplicado con una

unidad experimental de tres plantas. Las concentraciones evaluadas fueron: 0, 30,
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60, 100, 120, 160, 180 y 200 uM Cd. Las variables de respuesta evaluadas
fueron: altura, clorofila y biomasa.

Se utiliz6 almécigos de cavidades de 300 mL, utilizando arenilla como
sustrato y se mantuvo la plantula bajo invernadero. La lamina de riego fue de 40
ml cada dos dias en solucién Hoagland a un pH de 6.8, durante tres semanas.

Se realizo una primera prueba utilizando dosis en un intervalo de 0 a 200
UM de Cd basadas en las metodologias de Vatehova - Vivodova et al. (2016) y
Vatehova - Vivodovad et al. (2018). De este ensayo, se eligieron las
concentraciones con un mejor resultado con respecto a las variables de respuesta
evaluadas (altura de planta, clorofila y biomasa), para ser utilizadas en las

pruebas de estrés biotico, estrés abidtico y toxicidad en el fruto.

5.2.2. Prueba con plantula de maiz

La experimentacién en plantula de maiz (cv. Antilope) se realizé en dos
experimentos independientes utilizando un disefio experimental completamente al
azar, por triplicado con una unidad experimental de tres plantas. Las
concentraciones evaluadas fueron: 0, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180y
200 pM Cd [dosis de Cd basadas en las metodologias de Vatehova - Vivodova et
al. (2016) y Vatehova — Vivodova et al. (2018)]. Las variables de respuesta
evaluadas fueron: altura, clorofila y calcio en planta (Ca). Se utilizaron almacigos
de cavidades de 300 mL, utilizando arenilla como sustrato y se mantuvo la
plantula bajo invernadero. La lamina de riego fue de 40 ml cada dos dias en
solucion Hoagland a un pH de 6.8, durante tres semanas.
De estos ensayos se eligieron las concentraciones con un mejor resultado con
respecto a las variables de respuesta evaluadas (altura, clorofila y Ca), para sereb

empleadas en las pruebas de estrés bidtico, estrés abiotico y toxicidad en el fruto.

5.3 Prueba de estrés bidtico en tomate causado por C. Michiganensis (Cmm)
El Cmm AcR42 aislado de campos de tomate infectados en el centro de
México fue proporcionado por el Instituto Potosino de Investigaciones Cientificas y
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Tecnoldgicas A. C., (IPICyT). Las plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
utilizadas en los experimentos fueron cv. Optimax (Sakata, Kakegawa, Japon).
Para la evaluacion del efecto preventivo de Cd, se trataron plantulas de tomate de
21 dias de edad con Cd 60 uM, 15 dias antes de la inoculacién de Cmm a una
concentracion de 3x 108 UFC/mL (cuantificada por diluciones seriadas en placas
en medio Luria Bertani segun Solano-Alvarez et al., 2021) por inyeccién en el tallo.
Para el tratamiento correctivo/curativo se aplicoé el Cd 60 uM 72 h después de la
inoculacion de Cmm. Las plantas se incubaron durante 15 dias en un invernadero
a 23-26°C, humedad relativa 70-80% y fotoperiodo natural de 16/8-h
(luz/oscuridad) y luego se revisaron para determinar la severidad del dafio. Como
controles del experimento “control 60” (plantas no infectadas con Cmm y tratadas
con Cd 60 puM), “Control Cu” [plantas inoculadas con Cmm y tratadas con CuSO4
0.5% (p/v)], “control de enfermedades” (plantas inoculadas unicamente con Cmm),
y “control absoluto” (plantas no inoculadas con Cmm ni tratadas con Cd). Las
variables evaluadas fueron altura de planta (cm), diametro de tallo (mm),
contenido de clorofila (unidades SPAD), y UFC/cm? de Cmm en planta
(determinado por diluciones seriadas segin Solano-Alvarez et al., 2021) en las
secciones de planta con caracteristicas tipicas de sintomatologia del cancro
bacteriano. También se evaluaron las actividades enzimaticas fenilalanina amonio

liasa (PAL), superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT),

5.3.1 indice de severidad de dafio por C. michiganensis

La severidad del dafio causado por C. michiganensis se evalué usando la escala
propuesta por Baysal et al. (2003):

0 = Planta sana

1 =1 a10 % de hojas enfermas

2 =11 a 25 % de hojas enfermas

3 =26 a 49 % de hojas enfermas

4 =50 a 74 % de hojas enfermas
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5 = Planta muerta

5.4 Prueba de estrés abidtico causado por déficit hidrico en tomate y maiz

De las pruebas para la obtencibn de las dosis eustresicas (curva
hormética), tanto para tomate como para maiz, se eligieron las concentraciones
con un mejor resultado con respecto a las variables de respuesta evaluadas
(altura, clorofila, biomasa y Ca) para las pruebas de estrés abibtico por déficit
hidrico. Las concentraciones elegidas fueron 60 y 100 uM Cd?*.

Para ambos cultivos, se utiliz6 un arreglo bifactorial con un disefio
completamente al azar, con tres repeticiones y una unidad experimental de tres
plantas de tres semanas de edad. Los factores fueron dos ldmina de riego (lamina
de riego completa de 40 mL cada 48 horas y la mitad de la lamina de riego de 20
mL cada 48 horas) y tres dosis de Cd (0, 60 y 100 uM). Se llevé por tres semanas
y se evaluaron las siguientes variables: altura, contenido de clorofila, y actividades
enzimaticas fenilalanina amonio liasa (PAL), superoxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT).

Para jitomate, las mediciones de todas las variables fueron evaluadas el
altimo dia y se midio6 clorofila tanto en hojas viejas (hoja 2) como en hojas nuevas
(hoja 4), para detectar translocacion de nutrientes. Para maiz, se reportan las

mediciones de altura de los dias 39, 40 y 42 de edad de la planta.

Objetivo 2

5.5 Actividad enzimatica y expresion de genes

PAL
Para la determinaciéon de PAL, se afadi6 2.3 mL de bufer de reaccion y
0.2 mL de extracto enziméatico. La mezcla se incubo a 40 °C durante 60 min. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiadié 0.5 mL de solucion de HCI 1 N
(para detener la reaccién) y se dejo reposar durante 10 min. Se midié la
absorbancia a A290nm (Toscano et al., 2018).
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CAT

Para la determinacion de CAT, se agreg6 2 mL de bufer de reaccién, 0.2
mL de solucion de peroxido de hidrogeno y 0.1 mL de extracto enzimatico. Se
midi6é el cambio de absorbancia A240nm durante 6 min (una lectura cada minuto)
(Afiyanti y Chen, 2014).

SOD

Para la determinacion de SOD, se afiadié 1.5 mL, 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 enzimético y 0.25 mL de agua destilada. Mezclar por
inversion de los tubos. Se expuso los tubos a luz fluorescente durante 30 min

(desarrollo de color). Medir la absorbancia a A560nm (Ayat et al., 2018).

Expresion de genes Chalcona sintasa (CHS) y PR1a.

En el estudio se evaluaron marcadores moleculares para la biosintesis de
fenilpropanoides (chalcona sintasa, CHS, niumero de acceso NM_001247104.2) y
un marcador molecular de la via de defensa vegetal del acido salicilico (proteina
relacionada con la patogénesis 12 (Prla), nUmero de acceso XM_004242627.4;
como indicadores de induccion de inmunidad en las plantas de tomate. El gen de
la actina (act. numero de acceso AB199316.1) se us6é como control doméstico
(housekeeping). Muestras de hojas superiores por triplicado de plantas a los 15
dias de la inoculacién con Clavibacter michiganensis michiganensis (Cmm) se
molieron en nitrogeno liquido y se extrajo el ARN (PureZOL™ RNA Isolation, Bio-
Rad). La integridad del ARN extraido se comprobo mediante electroforesis en gel
de agarosa y en un NanoDrop se evalud su pureza y concentracion. Se utilizé 1
Hg de ARN total de alta pureza (relacion de absorbancia de 260/280 nm superior a
2,0 y relacion de absorbancia de 260/230 nm de 1,8 a 2,0) para sintetizar ADNc
siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher™). EI cDNA se diluy6 a
400 ng uL?! y se almacend a -20 °C para posteriormente realizar el andlisis por
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gPCR. Se utilizaron primers con secuencias para amplificar prla (delantero: 50-
GCCAAGCTATAACTACGCTACCAAC-30; reversa: 50-
GCAAGAAATGAACCACCATCC- 30), chs (delantero: 50-
CCAAGGACTTGGCTGAGAAC-30; reversa: 50-TATCGGGGACAAGAGTTTGG-
30) y actina (act) como gen de control de Ilimpieza (delantero: 50-
ATGTGACGTGGATATTAGGAAAG-30; reversa: 50-
AGGGAAGCCAAGATAGAGCC-30). El analisis de gPCR se realizé en un sistema
en tiempo real (BIORAD Laboratories) utilizando sybr green como fluoréforo. Las
condiciones de reaccién para todos los genes fueron 5sa 94 °Cy 40 ciclosde 5 s
a 94 °Cy 30 s a 57 °C. Los niveles relativos de expresion génica se calcularon
utilizando el método AA®! (Livak y Schmittgen, 2001).

Objetivo 3

5.6 Obtencion de rendimiento y toxicidad en fruto del tomate y grano del
maiz.
De las pruebas para la obtencibn de las dosis eustresicas (curva

hormética), tanto para tomate como para maiz, se eligieron las concentraciones
con un mejor resultado con respecto a las variables de respuesta evaluadas
(altura, clorofila, biomasa y Ca) para las pruebas de rendimiento toxicidad por
déficit hidrico. Las concentraciones elegidas fueron 60 y 100 uM Cd?*.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con tres repeticiones y una
unidad experimental de cinco plantas. Se realizaron los siguientes tratamientos: 0,
60 y 100 uM Cd?*. A partir de la semana tres se realizaron mediciones de altura
hasta la hoja bandera, grosor del tallo y clorofila de la hoja mas vieja y la hoja mas
joven. Se dejo la planta hasta grano y fruto, respectivamente, y se hizo analisis de
acumulacion de Cd en parte aérea, raiz y grano o fruto. Ademas se realizdé un
analisis fisicoquimico del fruto. Otras variables de respuesta evaluadas fueron las
actividades enziméticas: PAL, SOD y CAT. Para el tomate, el muestreo de hojas

se realizé en la época de cosecha de las plantas para determinar las actividades
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enzimaticas. Para el maiz, el muestreo de hojas de las plantas se realiz6 en la

etapa fenolégica de madurez para determinar la actividad enzimatica,.

5.6.1. Bioacumulacion de cadmio

La planta, seca y triturada se sometio a digestion &cida asistida (HCI 2M)
durante 30 minutos para la extraccion de los metales; la determinacién de Cd se
realiz6 por espectrometria de absorcion atémica con atomizacion en flama
(Arroyave et al., 2009).

5.6.2 Determinacion de variables de calidad en fruto de tomate.
Sdlidos solubles totales (SST) y pH en fruto de tomate

Para la determinacién de SST, se prepard una muestra homogénea del
fruto, se licuaron los frutos por algunos minutos, después la muestra se mezclo
vigorosamente y se tomé una alicuota, la cual fue colocada en el prisma del
refractometro, posteriormente se registro la lectura directa como se describe en la
NMX-F-112-NORMEX-2010.

El pH de las muestras de fruto fue determiné segun lo descrito en el
método de la NOM-F-317-S-1978.

Acidez titulable (AT) en fruto de tomate

La acidez titulable AT se reporté como porciento de acido malico, de
acuerdo a la NMX-F-102-NORMEX-2010. Se redujo a pulpa fina unos 400 g y se
mezclé bien, efectuando la operacion tan rapidamente como fue posible para
evitar pérdida de humedad. Se tomO 20 ml de muestra y se tituld6 con una

solucién de NaOH 1N, utilizando como indicador fenoftaleina.

El calculo de acidez titulable se hizo con la siguiente férmula:

% acidez = (V NaOH) (N NaOH) (meq acido malico) *100/V muestra
Donde;

V NaOH = Volumen de la solucién de NaOH utilizado (ml)
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N NaOH = Normalidad de la solucion de NaOH
meq ac. mal = Miliquivalentes acido malico = 0.067

V muestra = Volumen de muestra (ml)

indice de madurez (IM)

La determinacion del indice de madurez se realizd con la siguiente férmula
(Casierra-Posada y Aguilar-Avendaiio, 2008):
IM = SST/AT

5.7 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Para la deteccion
de diferencias en tre los tratamientos se empleo la prueba de Tukey para con un
nivel de significancia de p=0.05 utilizando el paquete estadistico Graph Pad

PRISM software, version 7.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y su discusion son presentados en base a los objetivos especificos

del trabajo.

Objetivo 1: Encontrar la dosis_eustrésica gue induzca tolerancia a cancer

bacteriano causado por C. michiganensis en tomate, y a déficit hidrico en

tomate y maiz.

6.1 Determinacion de la curva hormética en plantulas

6.1.1 Obtencion de la dosis eustresica en plantula de tomate
Para la medicion de la altura, no hubo diferencia entre la planta que no

contenia Cd (21.5 cm) con respecto a la planta para el tratamiento con 60 uM Cd,
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para todos los demas tratamientos se obtuvo una altura menor que la planta que
no contenia Cd. Sin embargo, para biomasa y clorofila, ninguno de los resultados
para planta que fue sometida con Cd fue menor que el tratamiento que no
contenia Cd (Cuadro 6.1). Para el contenido de clorofila, a 60 uM (41.7 unidades
SPAD) se obtuvo un mayor valor que para el tratamiento que no contenia Cd (32.8
unidades SPAD). La mayor biomasa fue obtenida a 60 uM (8.3 g/planta) y 100 uM
(8.4 g/planta) Cd, incluso el valor fue mayor que para el tratamiento que no
contenia Cd (6.2 g/planta) (Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Mediciones en plantula de jitomate.

UM Cd
Varia-ble 0 30 60 100 120 160 180 200
evalua-da
Altura 21.5+1.3a 18.4+22c 24.6+1.8a 21+1.6 20.5+1.5 21.0+1.9b 21.8t1.2b 21.4+14b
(cm) b bc
Clorofi-la 32.8+3.1b 33.3+49b 41.746.0a 37.0+£7.0 35.715.6 36.3+2.1 35.6+3.2 36.4+1.2
(unida- ab ab ab ab ab
des
SPAD)

Bioma-sa 6.2+0.3c¢c 7.3t0.5b 8.3t0.7 a 8.4+0.1a 6.7+0.1bc  6.2+0.2 ¢ 6.7+0.2bc  6.3+0.4c
(g/plan-ta)

Para cada variable, los resultados muestran la media + error estandar. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).

6.1.2 Obtencion de la dosis eustresica en plantula de maiz.

Para la evaluacion de altura, la planta de maiz con menor altura (24.8 cm)
fue la que no contenia Cd*?, por lo que el Cd*? podria estar estimulando el
crecimiento, la altura promedio para las plantas con Cd*? fue de 29.6 cm (figura
6.1A).

En la evaluacion de clorofila, se encontré la menor cantidad (29.2
unidades SPAD) a una concentraciéon de 60 pM Cd*2, mientras que a mayor
cantidad (34.4 unidades SPAD) se encontr6 a una concentracion de 40 uM Cd*2.
Ambas concentraciones no tienen diferencia significativa con los demas

tratamientos (figura 6.1B).
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En la evaluacién de Ca, a una concentracion de 80 uM Cd*?, se encontrd
la cantidad mas baja de Ca (0.0082 mg/kg). La cantidad promedio de Ca para los
demas fue de 0.0672 mg/kg. Esto, probablemente, se debe a que al tener el Ca la
misma valencia que el Cd (+2) hubo una sustitucién a una concentracion de 80
UM Cd*?2y a una concentracidon mas alta (100 uM Cd*?) hubo un blogueo por parte
de la pared celular contra el Cd (figura 6.1C).

Para las pruebas en un rango de 0 a 200 uM Cd*? el tercer muestreo solo
hubo diferencia significativa para la cantidad de clorofila, en la cual se encuentra
un comportamiento exponencial continuo, donde los dos puntos méas bajos fueron
a una concentracion de 30 y 160 uM Cd*? con un valor de 13.2 y 12.6 unidades
SPAD, respectivamente, para la cual, el punto més alto fue de 17.7 unidades
SPAD a una concentracion de 200 pM Cd*? (Figura 6.1D).
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Figura 6.1. Resultados de las evaluaciones en plantula de maiz. A) Altura de la
planta; B) Clorofila en planta en curva de 0 a 100 uM Cd; C) Calcio en planta; D)
Clorofila en planta en curva de 0 a 200 uM Cd. Las letras indican las diferencias
entre medias usando la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

Estudios en varios cultivos han evidenciado que el Cd reduce el
crecimiento, la actividad fotosintética, el contenido de clorofilas, también, provoca
clorosis y desequilibrios nutricionales. La toxicidad por Cd puede llevar a la muerte
de la planta (Hernandez-Baranda et al., 2019; Jinadasa et al., 2016; Li et al., 2016;
Nogueirol et al., 2016; Hediji et al., 2015; Huang et al., 2015). Contrario a lo antes
mencionado por los diferentes autores, en la mayoria de las respuestas
fisiologicas, no hubo un efecto negativo. En algunos casos, incluso, la respuesta

fisiologica fue positiva y mayor en los tratamientos que contenian Cd, con
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respecto al control, ejemplo de ello la altura registrada para el maiz en la Figura
6.1a, donde la altura es mayor que el control a una dosis de 60 uM Cd. De todos
los resultados obtenidos, solo en alturas para el tomate, se obtuvo un menor
resultado para la altura en algunos de los tratamientos con Cd con respecto a la
planta que no contenia Cd, sin embargo, en la biomasa no se vio ningun resultado
menor por parte de la planta que contenia Cd (Cuadro 6.1). Los resultados
obtenidos (Figura 6.1.) coinciden con lo descrito por Eroofeva (2020), la cual
menciona que un aumento en el nivel de contaminacion no siempre ira
acompafiado de deterioros de las plantas.

De acuerdo a lo descrito, se encontraron respuestas positivas, con respecto
a las variables medidas, aunque, no se lleg6 a un dafio para la planta. Esto indica
gue para obtener la curva hormética completa que incluya dosis distresicas se

debe aumentar las concentraciones de Cd, tanto en jitomate cono en maiz.

6.2 Efecto de la exposicion del Cd ante el estrés bidtico en tomate causado
por C. michiganensis

Al realizar el conteo UFC de colonia de C. michiganensis en la planta de
jitomate, se encontré un valor menor en el tratamiento curativo (15 UFC) con
respecto al tratamiento preventivo (30 UFC) y la planta que solo contenia C.
michiganensis (31 UFC) (Figura 6.2a). Con respecto a la masa, fue menor en la
planta inoculada con C. michiganensis (5.5241 g), con respecto al tratamiento
curativo (7.1795 g) y al control (7.0245 g). Entre el tratamiento con sulfato de
cobre y el resto de los tratamientos, no hubo diferencia significativa para la
variable masa por planta (Figura 6.2b). El indice de dafio fue menor para el
tratamiento preventivo con respecto al tratamiento que solo estaba inoculado con
C. michiganensis y entre la planta del tratamiento curativo y la planta con C.
michiganensis, no hubo diferencia significativa (Figura 6.2c). El dafio en planta se
puede apreciar en la Figura 6.2d, en donde, se observa un mayor dafio,
presentando mayor clorosis, para la planta inoculada con C. michiganensis y sin
ningun otro tratamiento.
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Figura 6.2. Resultados para planta de jitomate inoculada con C. michiganensis. a)
UFC en planta; b) Masa en planta; c) Indice de dafio; d) Iméagenes de los
diferentes tratamientos. Las letras indican las diferencias entre medias usando la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).
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6.3 Efecto del Cd en planta ante estrés abiotico causado por déficit hidrico

6.3.1 Efecto del Cd ante el estrés abiotico en tomate causado por déficit
hidrico

Los resultados de las variables fisioldgicas evaluadas en planta de jitomate,
en la dltima medicion, se pueden observar en el Cuadro 6.2. Para la altura, no hay
diferencia significativa entre tratamientos con Cd, pero si para las diferentes
laminas de riego. Para los tratamientos que contenian Cd y la mitad de la lamina
de riego, no mostraron diferencia significativa con respecto al control con la lamina

de riego completa para la altura, cantidad de clorofila y niumero de hojas.

Cuadro 6.2. Resultados de las variables fisiologicas de las plantas de
jitomate sometidas a estrés abidtico por déficit hidrico.

Tratamiento

Riego 0 60 100
Altura (cm) 100 % 121+30a 114+16a 12.7+x24a

50 % 8414 b 7523 b 80+23 b
Diametro del tallo 100 % 2.11+0.20 ab 215+0.22a 2.08 +£0.23 ab
(mm)

50 % 1.70+0.32 bc 150+047 b 1.71+0.33 ab
Numero de hojas 100 % 5+1ab 6+0a 6+1 a

50 % 5+0 b 4+1 b 4+1 b
Clorofila en hoja 2 100 % 249+49ab 151+44 b 20.2+55ab
(Unidades SPAD)

50 % 274 +38a 20.4 £ 6.0 abc 279+41a
Clorofila en hoja 4 100 % 30.7+x27a 30.5+42a 29.3+43a
(Unidades SPAD)

50 % 353+£35a 3l6+41a 36.4+8.1a

Para cada variable, los resultados muestran la media + error estandar. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).
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6.3.2 Efecto del Cd ante el estrés abidtico en maiz causado por déficit hidrico

Al realizar la medicion de la altura en el tiempo 1 y 2, no se obtuvo
diferencia significativa en los tratamientos que contienen Cd y con la mitad de la
lamina de riego con respecto al control que contiene la lamina de riego completa
(Cuadro 6.3). Para la tercera medicidon, no se encontrd diferencia significativa
entre el control con riego completo (23.9 cm) con respecto a la planta con la mitad
de la lamina de riego y Cd 100 uM (25.0 cm), sin embargo, la altura de la planta
con déficit hidrico (DH) con 60 uM (23.7 cm) fue menor con respecto al control con
riego completo (Cuadro 6.3). En la Figura 6.3, podemos observar el maiz al
momento del término de la experimentacion, en la cual no se notan cambios

visuales drasticos entre tratamientos.

Cuadro 6.3. Resultados de las variables fisiolégicas de las plantas de maiz
sometido a estrés abidtico por déficit hidrico.

Tratamiento

Riego 0 60 100
Altura (cm) 100 % 22.0+ 2.2 abc 24224 a 24.0+29ab
Medicién 1

50 % 22.2+0.8 abc 208+23 ¢ 204+1.7 ¢
Altura (cm) 100 % 23.9+1.5 bcd 259+22a 253+24ab
Medicién 2

50 % 24.4 + 1.4 abc 232+15cd 223+14 d
Altura (cm) 100 % 26.6+1.4ab 286+28a 28.1+22a
Medicién 3

50 % 249+1.1 bc 23.7+21 ¢ 25.0£0.3 bc
Clorofila (Unidades 100 % 15.0+1.0 b 148+24 b 179+12a
SPAD)

50 % 129+29 b 155+3.4ab 118+42 b

Para cada variable, los resultados muestran la media + error estandar. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).
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Figura 6.3. Planta de maiz sometida a estrés hidrico. Tratamientos con riego
completo a) 0 uM Cd, b) 60 uM Cd, c¢) 100 pM Cd. Tratamientos sometidos a
estrés hidrico d) 0 uM Cd, e) 60 uM Cd, f) 100 uM Cd.

Objetivo 2: Determinar_niveles de expresion de actividad enzimatica v
expresion genética asociada a respuesta por estrés en plantas.

6.4 Actividad enzimética asociada a respuesta a estrés en tomate inoculado
con C. michiganensis

En las pruebas enziméticas, para PAL, se obtuvo un aumento en la de
actividad enzimatica para el tratamiento preventivo (178 U/g de planta) y curativo
(127.7 Ulg de planta) con respecto a la planta que solo contiene el in6culo de C.
michiganensis (92.0 U/g de planta). También hubo un aumento del tratamiento
preventivo con respecto el control (120.7 U/g de planta), mientras que no hubo
diferencia entre el control y el tratamiento curativo, ni respecto al control y a la
planta con solo el inoculo (Figura 6.4a). En la actividad enzimatica CAT no se

observo diferencia significativa para el tratamiento curativo con respecto al control
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(1.62 U/g de planta), la planta con solo el inoculo (1.96 U/g de planta) y el
tratamiento preventivo (1.79 U/g de planta), sin embargo, disminuyé para el
tratamiento curativo (1.11 U/g de planta) (Figura 6.4b). La actividad enzimatica
SOD fue mayor en la planta que solo contenia el inoculo de C. michiganensis
(1179.3 U/g de planta) y en la planta que solo contenia Cd (1067.3 U/g de planta)
(entre los cuales no hubo diferencia significativa) que en el control (734.2 U/g de
planta) y los tratamientos preventivo (851.6 U/g de planta) y curativo (272.3 U/g de
planta), sin embargo, el tratamiento curativo tuvo una menor actividad enzimética
que el control y el tratamiento preventivo, en donde, no hay diferencia significativa
entre los dos ultimos (Figura 6.4c).

Para la expresion de genes, para ChS no hubo diferencia significativa entre
tratamientos, sin embargo, para el gen prl si hubo una mayor expresion para el
tratamiento preventivo (4.9402) con respecto al control (1.0156) (figura 6.4d). El
aumento significativo en la expresion del gen prla detectado en el tratamiento
preventivo con Cd para hacer frente a la infeccién por C. michiganensis indica la
induccion del sistema de defensa de la planta frente a patégenos como lo

demuestran otros autores (Ali et al., 2018).
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Figura 6.4. Actividad enzimatica y expresion de genes para planta con estrés
biético causado por C. michiganensis. a) PAL; b) CAT; c) SOD; d) Expresion de
los genes CHS y Prla. Las letras indican las diferencias entre medias usando la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

Boyd (2012), propone la "hipotesis de defensa elemental”, en la cual
menciona que el metal acumulado proporciona una defensa contra los herbivoros
patogenos. Boyd (2012) demostré que el acumulador de metal Noccaea
caerulescens muestra una mayor resistencia a patdégenos como el patdgeno
bacteriano Pseudomonas syringae pv. maculicola cuando crece en niveles
crecientes de zinc, niquel o cadmio. En plantas cultivadas con concentraciones de
metales moderadamente altas, la concentracion de metal en el compartimento
apoplastico de las plantas, en el que se multiplica esta bacteria, supera las

concentraciones requeridas para inhibir el crecimiento bacteriano en in vitro.
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Fones et al. (2010), comentan también que los mutantes bacterianos con
tolerancia a metales reducida, mostraron una capacidad reducida para infectar
estas plantas. Por lo tanto, Fones y Preston (2013), mencionan que es posible
gue estas plantas hayan evolucionado para explotar las altas concentraciones de
metal presentes en algunos suelos como un microbicida o pesticida
ambientalmente disponible. Ling et al. (2017) reportaron disminucion en la

cantidad de clorofila en planta de maiz expuesta a Cd.

6.5 Actividad enzimatica en pruebas con planta expuesta a Cd ante estrés
hidrico

6.5.1 Actividad enzimética en planta de tomate expuesta a Cd y sometida a
estrés hidrico

Para la actividad enzimatica SOD (Figura 6.5a), el valor mayor fue para 100
UM Cd*? (0.9231 U/g de planta) con lamina de riego completa, en donde podemos
observar que la actividad enzimatica SOD aumenta a mayor concentracion de Cd,
lo mismo sucede con la mitad de la lamina de riego. Para la mitad de lamina de
riego, el tratamiento que contenia 100 pM Cd*? (0.7078 U/ g de planta) fue mayor
que el resto de los tratamientos con la misma lamina de riego. Sin embargo, el
valor de SOD es menor con la mitad de la lamina de riego, con respecto a la
lamina de riego completa, a una concentracién de 100 pM.

Para la actividad enzimatica PAL (Figura 6.5b), con respecto a la planta que
no contiene Cd con riego completo (62.3 U/g de planta), el valor aumenta para la
planta sin cadmio con déficit hidrico (196.6 U/g de planta) y disminuye para la
planta con 100 pM Cd*? con déficit hidrico (2.8 U/g de planta). La actividad
enzimatica PAL aumento cuando se sometio a estrés hidrico y disminuyo cuando

se sometio a Cd y estrés hidrico.
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Figura 6.5. Actividad enzimatica en plantula de tomate expuesta a Cd sometida a
estrés por déficit hidrico. a) SOD; b) PAL; DH.- Déficit hidrico. Las letras indican
las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones mdltiples de
Tukey (p=0.05).

6.5.2 Actividad enzimatica en maiz sometido a estrés hidrico

Para la actividad enzimatica SOD (Figura 6.6a), el mayor valor obtenido se
obtuvo en la planta que no contenia Cd con riego completo (191.1 U/g de planta),
disminuyendo el valor para todos los demas tratamientos, con y sin déficit hidrico,
con o sin Cd.

Para la actividad enzimatica PAL (Figura 6.6b), el valor mayor de la variable
con respecto al resto, fue para la planta que no contenia cadmio con déficit hidrico
(226.1 Ul/g de planta). Entre el tratamiento que no contiene Cd y con riego
completo (94.9 Ul/g de planta), no mostré diferencia con los resultados de los
tratamientos con riego completo a 60 uM Cd (58.1 U/g de planta), 100 uM Cd
(92.1 U/g de planta) y con déficit hidrico con 100 uM Cd (136.9 U/g de planta). El
valor mayor para la variable con respecto al resto, fue para el tratamiento con
déficit hidrico con 100 uM Cd. El valor menor de la variable fue para el tratamiento

con déficit hidrico con 60 uM Cd (0.7 U/g de planta).
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Figura 6.6. Actividad enzimatica en plantula de maiz expuesta a Cd sometida a
estrés por déficit hidrico. a) SOD; b) PAL; DH.- Déficit hidrico. Las letras indican
las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones mdultiples de
Tukey (p=0.05).

6.6 Actividad enzimatica en plantas expuestas a Cd llevada a cosecha
6.6.1 Actividad enzimatica en planta de tomate expuesta a Cd hasta cosecha

En los resultados de actividad enzimatica en la parte aérea de la planta de
jitomate, para PAL se observé un valor menor en el tratamiento de 100 uM de Cd
(498.2 U/g de planta) con respecto al resto de los tratamientos. Entre el control (0
UM de Cd) (623.0 U/g de planta) y el tratamiento de 60 uM de Cd (651.6 U/g de
planta) no hubo diferencia significativa (Figura 6.7a).

La actividad enzimatica de CAT es mayor a una concentracion de 60 uM de
Cd (2.44 Ul/g de planta) con respecto al control (O uM de Cd) (1.38 U/g de planta)
y el tratamiento con 100 uM de Cd, en donde no hay diferencia con respecto a los
dos ultimos (Figura 6.7b). Para la actividad enzimatica SOD no hubo diferencia
significativa entre tratamientos, con un valor de 2695.9, 2286.3 y 2092.7 U/ g de
planta para 0, 60 y 100 uM de cadmio, respectivamente.
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Figura 6.7. Actividad enzimética en hoja de planta de tomate hasta cosecha. a)
PAL; b) CAT. Las letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

El Cd causa efectos variados en las actividades enzimaticas, por ejemplo,
las enzimas que contienen grupos sulfidrilos son las mas propensas a la oxidacion
provocada por el Cd, el mismo destruye los puentes disulfuro, provocando la
desnaturalizacion de las proteinas y sus consecuentes actividades enziméaticas
(Hernandez-Baranda et al., 2019; Ldsch, 2004). Varios autores han sugerido que
la toxicidad por Cd provoca estrés oxidativo en las plantas, ya sea por un
incremento exagerado de la produccidén de especies reactivas de oxigeno, o por

un déficit de la respuesta antioxidante (Sandalio et al., 2001).

6.6.2 Actividad enzimatica en planta de maiz expuesta a Cd hasta cosecha

En los resultados de actividad enzimatica en la parte aérea de la planta de
maiz, para PAL no se obtuvo una diferencia significativa entre tratamientos,
obteniendo los resultados 323.8, 378.8 y 369.6 U/g de planta para 0, 60 y 100 uM
de cadmio, respectivamente. Para la actividad enzimatica CAT hubo una mayor
actividad para la concentracion 60 uM de Cd (2.50 U/g de planta) con respecto a
la concentracion 100 uM de Cd (0.96 U/g de planta) y el control (1.98 U/g de

planta), entre los tratamientos con 100 pM y el control no hubo diferencia
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significativa (Figura 6.8a). La actividad enzimatica SOD fue menor a una
concentracion de 100 uM de Cd (24.2 U/g de planta) con respecto al control
(1550.0 U/g de planta) y el tratamiento 60 uM de Cd (1751.4 U/g de planta), entre
60 uM de cadmio y el control no hubo diferencia (Figura 6.8b).
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Figura 6.8. Actividad enzimatica en parte aérea de planta de maiz expuesta a Cd
hasta cosecha. a) CAT; b) SOD. Las letras indican las diferencias entre medias
usando la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

De manera general, para el tomate, la actividad enzimatica PAL en la etapa
fenoldgica de plantula fue de 111.4 U/g de planta (Figura 6.4a y 6.5b), mientras
que en la etapa fenolégica de cosecha fue de 590.3 U/g de planta (Figura 6.7a).
Para las pruebas con 0, 60 y 100 uM, no hubo diferencia en la actividad
enzimatica PAL (Figura 6.5b), sin embargo, para la planta llevada hasta cosecha,
la actividad enzimética disminuy6 a 100 uM de Cd, y a 60 uM, no hubo diferencia
con respecto a 0 uM de Cd (Figura 6.7a). Para el estrés biotico, la mayor actividad
enzimatica se presentd en el tratamiento preventivo (Figura 6.4a). Para el estrés
abidtico, la menor actividad se presento en las plantas con déficit hidrico (Figura
6.5b).
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Para el maiz, la actividad enziméatica PAL promedio en la etapa fenolégica de
plantula fue de 101.5 U/g de planta (Figura 6.6b), mientras que en la etapa
fenoldgica de cosecha fue de 357.4 U/g de planta. Para las plantas con 0, 60 y
100 uM de Cd, no hubo diferencia entre tratamientos tanto en plantulas como en
planta adulta, respectivamente. Para la prueba por estrés abiotico, la menor
actividad enzimatica se encontré a 60 uM Cd con déficit hidrico.

Para el tomate, la actividad enzimatica SOD promedio en la etapa fenoldgica de
plantula fue de 586.7 U/g de planta (Figuras 6.4c y 6.5a), mientras que en la etapa
fenoldgica de cosecha fue de 2358.3 U/g de planta. Para las plantas con 0, 60 y
100 uM de Cd, el valor mayor para la actividad enzimatica SOD en plantula fue a
100 uM de Cd (Figura 6.5a), mientras que en la etapa fenoldgica de cosecha, no
hubo diferencia entre tratamientos. Para las plantas sometidas a estrés biotico, la
mayor actividad se dio a 60 uM de Cd y con solo C. michiganensis, mientras que
el menor valor se obtuvo con el tratamiento curativo (Figura 6.4c). Para la prueba
ante estrés abidtico, la mayor actividad enzimética se encontré a 100 uM, para las
plantas sometidas a estrés hidrico (Figura 6.5a).

Para el maiz, la actividad enzimatica SOD promedio en la etapa fenolégica de
plantula fue de 49.1 U/g de planta (Figura 6.6a), mientras que en la etapa
fenoldgica de cosecha fue de 1180.5 U/g de planta (Figura 6.8b). Para las plantas
con 0, 60 y 100 uM de Cd, en estado fenolégico de plantula, las plantas con Cd
tienen una actividad enzimatica menor que la planta sin Cd (Figura 6.6a), mientras
que en la etapa fenologica de cosecha, la actividad enzimatica SOD, solo
disminuye a 100 uM de Cd (Figura 6.8b).Para la prueba por estrés abiotico, la
actividad enzimatica para toda la planta con Cd fue menor que la encontrada en la
planta con 0 uM de Cd, no habiendo diferencia entre plantas con diferentes dosis
de Cd sometidas a déficit hidrico (Figura 6.6a).

Para el tomate, la actividad enzimatica CAT promedio en la etapa fenolégica de
plantula fue de 1.62 U/g de planta (Figura 6.4b), mientras que en la etapa
fenoldgica de cosecha fue de 1.91 U/g de planta (Figura 6.7b). Para las plantas

sometidas a estrés biotico, la mayor actividad enzimatica, con respecto a las
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plantas con Cd, se dio para el tratamiento preventivo (Figura 6.4b). Para la etapa
fenolégica de cosecha, la actividad enzimatica CAT fue mayor a una
concentracion de 60 uM de Cd, tanto para el jitomate (Figura 6.7b) como para el

maiz (Figura 6.8a).

Objetivo 3:_Evaluar efectos en el rendimiento y toxicidad del grano de maiz y

fruto del tomate de plantas expuestas a dosis eustresicas de cadmio.

6.7 Rendimiento y toxicidad en cultivos expuestos a Cd

6.7.1 Rendimiento y toxicidad en tomate

Para el analisis de contenido de Cd en la parte aérea de la planta de
jitomate, el valor fue aumentando a mayor concentracién, obteniendo 1.1627
(NC), 62.0995 y 99.5237 mg de Cd/ kg de planta para 0, 60 y 100 puM de Cd,
respectivamente (Figura 6.9a). Para el analisis de Cd en fruto de jitomate, el
contenido del metal fue aumentando conforme fue aumentando la concentracion,
obteniendo 0.052 (NC), 0.1267 y 0.1778 mg de Cd/ kg de fruto freso para 0, 60 y
100 pM de Cd. Los resultados obtenidos para los tratamientos con Cd, son
menores a los que permite el CODEX (2019), el cual es de 0.2 mg de Cd/kg de
jitomate (Figura 6.9b).
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Figura 6.9. Contenido de cadmio en el fruto del tomate. a) Contenido de Cd en
parte aérea de la planta de jitomate; b) Contenido de Cd en fruto de jitomate. Las
letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p=0.05).

En el cuadro 6.4 se muestran los resultados para el rendimiento en kg de
fruto por planta de jitomate, frutos por planta, peso por fruto y altura final de la
planta, de los cuales, no se encontré diferencia significativa entre tratamientos.
Esto muestra que no hubo alguna respuesta visible de intoxicacion en la planta.
Contrario a lo reportado por Hédiji et al. (2015), los cuales, a una concentracion de
100 uM de Cd, encontraron deficiencias de nutrientes en el cultivo de tomate,
incluso se retrasd y disminuyo6 la produccion de fruto. Esto sugiere una mayor
tolerancia al Cd por parte de la variedad optimax con respecto a la variedad
Thomas, utilizada por Hédiji et al. (2015).

Todos los resultados obtenidos para los diferentes tratamientos (Cuadro
6.4), indican que tenemos frutos de calidad, de acuerdo al CODEX STAN 57-1981
el % de acidez, SST y pH debe ser menor o igual a 1%, 45% y 4.5,
respectivamente. En la Figura 6.10, se muestran los frutos de tomate cosechados,
en donde no se observa, de manera visual, ninguna diferencia entre tratamientos.
Para el pH no hubo diferencia entre tratamientos, con un valor promedio de 4.5,
obteniendo el valor limite de pH de acuerdo al CODEX STAN 57-191. Para acidez
titulable, el resultado para el tratamiento con 100 uM Cd*? (0.123 %) fue menor
que los tratamientos 0 (0.242 %) y 60 uM Cd*? (0.257 %). Para SST, se obtuvo un
mayor resultado para el tratamiento con 100 uM Cd*? (3.9 %) que para los
tratamientos 0 (2.0 %) y 60 uM Cd*? (2.1 %). Los resultados antes descritos,

indican una mayor madurez para el tratamiento con 100 uM Cd*2.

Cuadro 6.4. Resultados para planta y fruto de tomate

Variable [uM Cd*?]

0 60 100
Altura final de la planta (m) 1.60 £ 0.49 1.49+0.32 1.69 £ 0.42
Frutos por planta 28+38 27+9 32+8
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Peso por fruto (g) 57.3+10.8 53.4+7.6 53.6 + 10.9

Rendimiento (kg/planta) 1.581 + 0.336 1.471 +£0.370 1.699 + 0.090
Rendimiento (Ton/ha) 949 +20.1 88.3+31.1 101.9+54
Solidos solubles totales (%) 20+0.2b 21+0.1b 39+0.2a

pH 45+0.0 45+0.1 45+0.1
Acidez titulable (%) 0.242 £ 0.023 a 0.257 £0.039 a 0.123+0.019b
Solidos solubles totales (%) 20+0.2b 21+0.1b 39+0.2a
indice de madurez 8.1+0.4b 84+1.0D 295+20a

Para cada variable, los resultados muestran la media * error estandar. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).

100 60 0

Figura 6.10. Fruto del tomate. 100 uM Cd; 60 uM Cd; 0 uM Cd.

Algunos mecanismos de tolerancia son, el aumento del sistema de defensa
antioxidante, la homeostasis celular, el aumento de la produccion endégena de
reguladores del crecimiento vegetal y la modificacion del metabolismo en funcion
de reparar la estructura celular daflada (Wang et al., 2011). Algunas variedades
reportadas de tomate tolerante a Cd son Rio Grande (Sbartai, 2017; Andal, 2016),
Shenbaofen-2 (He et al., 2009), Tres Cantos (LOpez-Millan et al., 2009), por otro
lado, Hasan et al. (2009) reportaron que los genotipos 9086, Roma, Sitara TS-01,
pak0010990, CLN-2123A, PICDENEATO, 0.006231 y 7035 mostraron los mejores
rendimientos mientras que los genotipos 42-07, 17883, BL-1176-Riostone-1-1,
MARMANDE y 17882 mostraron rendimientos bajos.
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6.7.2 Obtencion del rendimiento y toxicidad en maiz

En el andlisis de Cd en raiz, la concentracion mayor fue para el tratamiento
100 uM de Cd con 97.88 mg de Cd/kg de raiz, para el tratamiento con 60 uM fue
de 47.47 mg de Cd/kg de raiz (Figura 6.11a). Sin embargo, en la parte aérea de la
planta, se encontré un menor contenido de Cd en el tratamiento de 100 uM (31.83
mg/kg) con respecto al tratamiento de 60 puM (45.21 mg/kg) (Figura 6.11b). En
cuanto a grano, no se detecté Cd, con un LD de 0.2 mg/kg. Todo esto sugiere un
bloqueo a nivel celular por parte de la planta que no permite que el Cd llegué
hasta el grano. Para el caso de la parte aérea, se sugiere que a mayor
concentracion mayor va siendo el bloqueo, disminuyendo la translocacién hacia
las partes aéreas, en las dosis de 60 y 100 uM de Cd. La planta de maiz tiene un
factor de translocacion de Cd bajo, es decir, la absorciéon y el transporte desde las
raices hasta los brotes es bajo (Yang et al., 2014), por lo tanto, acumulan la mayor
concentracion de Cd en sus raices que en sus brotes (Tanwir et al., 2015; Lux et
al., 2010).
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Figura 6.11. Contenido de Cd en planta de maiz. a) Cd en raiz; b) Cd en parte
aérea. Las letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).
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Del Cd total detectado en la planta de maiz, el 48.8 % para el tratamiento
con 60 UM y el 24.5 % para el tratamiento con 100 UM se encontro en la parte
aérea (Figura 6.9), dicho resultado en planta de maiz, fue mayor que el obtenido
por Vatehova et al. (2016) y Dresler et al. (2015), lo cuales reportan menos del 10
% del Cd total en la parte aérea.

La retencion se realiza por parte de las barreras apoplasticas y la quelacion
en vacuolas, entre los principales quelantes de metales pesados (incluyendo el
Cd) en las células vegetales son las fitoquelatinas y otros tioles (Nocito et al.,
2011; Cobbett y Goldsbrough, 2002). Otro mecanismo propuesto para la retencién
de Cd en la raiz es a través de la impregnacion de la suberina en la pared celular
durante la maduracién de exodermis y endodermis, lo cual afecta la plasticidad y
restringe su movimiento a la estela (Nocito et al., 2011; Lux et al., 2010). Las
plantas evitan la entrada de Cd inmovilizandolo en la pared celular de las raices a
través de enlaces con exudados extracelulares, como acidos poligalacturonidos y
esto limita su transporte a la parte aérea (Wang et al., 2015). Algunas plantas han
desarrollado tolerancia al estrés, acumulando los metales en las hojas, en forma
de complejos metalicos estables no téxicos, con diferentes quelantes, como son,
acidos orgéanicos, aminoacidos, ferritinas, fitoquelatinas y metalotioneinas (Hall,
2002).

El rendimiento fue menor para el control (95.1 g de grano/mazorca), con
respecto a los tratamientos que contenian Cd se da un mayor valor de la variable
para los tratamientos con Cd, 116 g de grano/mazorca para 60 y 128.7 g de
grano/mazorca para 100 uM de Cd (Figura 6.12a). Estos resultados por unidad
experimental fueron 475.5, 580.0 y 643.5 y en ton/ha son 11.4, 13.4y 15.4 para 0O,
60 y 100 uM (Figura 6.12b), considerando 120 000 plantas/ha. Para el peso de
grano, fue mayor para los tratamientos de 60 (46.9 g/200 granos) y 100 uM (46.9
g/200 granos) con respecto al control (35.9 g/200 granos) (Figura 6.12c). En todos
los resultados mostrados en la figura 8 no hubo diferencia entre los tratamientos

que contienen Cd.

40



150 4

b
100 - -
——

0 T J
Q A\ O

Tratamiento uM de Cd Tratamiento uM de Cd

Peso de 200 granos (g)

° S &>

Tratamiento uM de Cd

Figura 6.12. Resultados para grano de maiz. a) Masa del grano por mazorca; b)
Rendimiento de grano por hectarea; c) Peso del grano por 200 granos. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).

Los resultados de largo de mazorca, altura de la planta, altura a la mazorca
y biomasa no dieron una diferencia significativa (Cuadro 6.5), por lo que no se
mostré tampoco ningun dafio de fitotoxicidad por Cd al ser dichas variables,
indicadoras de crecimiento. En la Figura 6.13, podemos observar la planta de
maiz en etapa fenoldgica vegetativa (Figura 6.13a) y en la etapa fenologica de
madurez (Figura 6.13b). En la figura 6.13, para ambas etapas fenoldgicas, se

pueden observar las plantas con los tres tratamientos (0, 60 y 100 uM) debido a
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que estan en un acomodo completamente al azar. Los resultados fueron
contrarios a los reportados por Ling et al. (2017) los cuales encontraron un retraso

en el crecimiento de la planta de maiz al ser expuesta a Cd.

Cuadro 6.5. Resultados para el cultivo de maiz

Variabl 2+
ariable M Cd ]
0 60 100
Largo de mazorca (cm) 145+1.4 15.1+1.1 152+1.6
Altura de la planta (m) 2.49+0.13 2.37 £0.09 2.40+0.39
Altura a la mazorca (m) 1.56 £ 0.09 1.84 +0.42 1.56 £0.09
Biomasa (ton/ha) 30.4+4.3 33.8+2.4 32.7+56

Para cada variable, los resultados muestran la media + error estandar. Las letras
indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p=0.05).

Figura 6.13. Planta de maiz sometida a dosis eustrésicas de Cd llevada hasta
rendimiento. a) Etapa fenoldgica vegetativa; b) Etapa fenolégica madura.
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Algunos estudios han reportado que el maiz podria tolerar ciertos niveles
de Cd sin ningun sintoma téxico y puede cultivarse en suelos contaminados con
Cd reemplazando otros cultivos principales como el trigo (Triticum aestivum L.) y
el arroz (Oryza sativa L.) (Yang et al. 2014; Xu et al., 2013; Thewys et al., 2010;
Zhang et al., 2009).

Como comentario final de discusion de los resultados obtenidos en este
trabajo doctoral, se puede sugerir que es posible utilizar suelos 0 agua para riego
con contenidos bajos de Cd para cultivar maiz y tomate (al menos las variedades
estudiadas y bajo las condiciones del presente estudio), ya que estos pueden
presentar una funcién eustrésica, aumentando los mecanismos de defensa de las
plantas (elicitacion) e incluso el rendimiento (bioestimulacidn) para algunos de los
cultivos, sin que se presenten niveles téxicos de Cd para humanos. En base a
esto, se puede recomendar que no siempre sera necesario realizar gastos para
remediacion de suelos (o agua para riego) que presenten Cd, todo dependera de
la dosis en la que este presente para tomar esa decisidbn. También existen
algunos manejos agricolas que se pueden implementar para disminuir el impacto
del Cd en la alimentacion humana, como es el aumento de la CIC mediante la
incorporacion de materia organica asi como el manejo del pH, siendo el Cd menos

disponible a pH alcalino.

VII. CONCLUSIONES

La actividad enzimatica PAL y la expresion del gen Prla, los cuales estan
relacionados con el sistema inmune de las plantas aumentaron al exponer
plantula de tomate a Cd y posteriormente a C. michiganensis, disminuyendo los
dafios por el fitopatdgeno, por lo que la hipétesis, con respecto al estrés bibtico se
cumple. Por otro lado, para el estrés por déficit hidrico, para tomate,
fisiologicamente la planta no mostro diferencia, sin embargo, a una concentracion
de 100 puM de Cd, aumenté la actividad enziméatica SOD con respecto a los demas
tratamientos expuestos a déficit hidrico, por lo que también se cumple la hipétesis.
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Para plantula de maiz sometida a estrés por déficit hidrico, no se observo
aumento en la actividad enzimatica, al contrario, en la actividad enzimatica PAL
disminuy6 en los tratamientos con Cd, por lo que no se cumple la hipotesis en
este caso. Las plantas evaluadas de maiz y jitomate no presentaron dafios por
fitotoxicidad significativos, asi como, no se encontraron cantidades significativas
de Cd que sugieran toxicidad en el grano del maiz y en el fruto del tomate, sin
embargo, en el caso del maiz se obtuvo un mayor rendimiento y en el caso del
jitomate se encontrd una respuesta positiva en los mecanismos de defensa contra

C. michiganensis.
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