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RESUMEN

En México las zonas aridas representan mas de
la mitad del territorio, en estos lugares existe erosion
debido a la contaminacion, por lo que es importante
estudiar el nivel de tolerancia de las especies vegetales
representativas para restaurar o reforestar. Se evaluaron
seis especies de zonas aridas Agave funkiana,
A. obscura, A. salmiana de la familia Asparagaceae
y Opuntia cochenillifera, O. ficus-indica, Pereskia
sacharosa, de la familia Cactaceae. Se propagaron in
vitro para la obtencion de brotes que fueron establecidos
a diferentes concentraciones de cadmio (Cd*") y plomo
(Pb*") durante la etapa de enraizamiento para determinar
su tolerancia. Se utilizé el método Probit para calcular
la concentracion letal media (CL,)) de las seis especies
a las diferentes dosis. Las diferentes concentraciones
de Cd y Pb, produjeron distintos efectos en las seis
especies de plantas de zonas aridas evaluadas en esta
investigacion. 4. salmiana y P. sacharosa obtuvieron
una mortalidad de 55% con 0.009 mM de Cd y una
mortalidad de 77% con 0.8 mM para Pb, siendo
estas concentraciones las mas altas. Los bioensayos
ecotoxicologicos son Ttiles para evaluar contaminantes
como los metales pesados en plantas tolerantes como
A. obscura, O. cochenillifera 'y O. ficus-indica.

Palabras clave: cadmio, contaminacion, método
Probit, plomo, propagacion in vitro.
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SUMMARY

InMexico, arid areas represent more than halfofthe
territory where erosion is due to pollution, so the level
of tolerance of representative plant species should be
studied to restore or reforest. This study evaluated six
species from arid zones — Agave funkiana, A. obscura,
A. salmiana of the Asparagaceae family and Opuntia
cochenillifera, O. ficus-indica, Pereskia sacharosa of
the Cactaceae family. The plants were propagated in
vitro to obtain shoots that were established at different
cadmium (Cd*) and lead (Pb*) concentrations
during the rooting stage to determine their tolerance.
The Probit Analysis was used to calculate the mean
lethal concentration (LC,)) at the different doses,
which produced different effects in the six species
of arid zone plants evaluated in this investigation.
The species 4. salmiana and P. sacharosa obtained
a mortality of 55% with 0.009 mM of Cd and 77%
with 0.8 mM for Pb. These concentrations were the
highest. Thus, ecotoxicological bioassays are useful
for evaluating contaminants, such as heavy metals in
tolerant plants as 4. obscura, O. cochenillifera, and
O. ficus-indica.

Index words: cadmium, contamination, Probit
method, lead, in vitro propagation.
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INTRODUCCION

Meéxico se conforma de extensas regiones de zonas
semiaridas, aridas y muy aridas; de los 32 estados que
integran el territorio nacional, 25 presentan porciones
aridas en mayor o menor proporcion. En estos
ecosistemas la escasez de agua limita el desarrollo
de la flora (Davies et al., 2012). Sin embargo, existe
alta distribucion de agaves y cactaceas en México, que
son plantas representativas y muy importantes para
los habitantes de estas zonas (Garcia-Mendoza, 2007;
Jiménez-Sierra, 2011). Las principales caracteristicas
de esas especies, son que presentan ciclos de vida
muy largos, bajas tasas de crecimiento y varias de
ellas tienen un mecanismo de reproduccion sexual
ineficiente, lo que dificulta su propagacién masiva por
semilla (Santos-Diaz et al., 2010). El Agave salmiana
es una especie que se encuentra en peligro de extincion
y Pereskia sacharosa se encuentra amenazada de
acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM
059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010). Las
plantas necesitan de micronutrientes esenciales para
vivir como Cu, Fe, Mn y Zn, que son considerados
metales pesados, pero existen otros como Cd y
Pb que son toxicos para las plantas, inclusive en
pequetias concentraciones (Reddy et al., 2013; Esetlili
et al., 2014) y son contaminantes altamente toxicos
encontrados en suelos de México. Los metales pesados
en el suelo se derivan principalmente de la actividad
minera, la contaminacion afecta directamente el
crecimiento de la vegetacion (pérdida de cobertura del
suelo) en el area de la mina y en sus alrededores; lo
cual es una problematica a nivel mundial (Hu et al.,
2018). Los riesgos sobre el ambiente se pueden evaluar
basandose en el efecto sobre organismos vivos como
las plantas, utilizando la variable concentracion letal
media (CL,), calculada a partir de bioensayos con el
método Probit (UC-Peraza y Delgado-Blas, 2012),
dichos bioensayos, son una herramienta que sirve para
determinar los riesgos ambientales (Pentreath et al.,
2015). El cultivo in vitro de tejidos vegetales involucra
el crecimiento de células y tejidos en laboratorio, en
condiciones de asepsia; es muy util en actividades de
investigacion porque se tiene disponible el material
vegetal y el tiempo de experimentacion se reduce
considerablemente, comparado con el uso de plantas
enteras, lo que permite obtener una respuesta mas
rapida y efectiva de las plantas al medioambiente
contaminado (Couselo et al., 2010). El objetivo de este

trabajo fue evaluar la tolerancia a dos metales pesados
Cd"? y Pb" que se encuentran entre los mas toxicos,
mediante la CL, de plantas de zonas dridas propagadas
in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se seleccionaron seis especies, tres de la familia
Asparagaceae Agave funkian (K. Koch & C. D.
Bouché), Agave obscura (Schiede ex Schltdl.), 4gave
salmiana (Otto ex Salm-Dyck); y tres de la familia
Cactaceae Opuntia cochenillifera (Linnaeus & P.
Miller), Opuntia ficus-indica (Linnaeus & P. Miller), y
Pereskia sacharosa (Grisebach), con base en un trabajo
previo de plantas tolerantes de zonas aridas (Perales-
Aguilar et al., 2020).

Propagacion in vitro del Material Vegetal

La multiplicacion de las especies se llevo a cabo
mediante propagacion in vitro, colocando cuatro
explantes por frasco con capacidad de 500 mL, se
afiadieron 60 mL del medio MS (Murashige y Skoog,
1962), adicionados con 8 g L' de agar mas 2 mg L
de Benciladenina (BA) para la familia Asparagaceae y
10 g L' de agar mas 1 mg L' de BA para la familia
Cactaceae, a pH de 5.7 y con 3% de sacarosa. Los
cultivos se mantuvieron a 25 = 2 °C y con fotoperiodo
16/8 controlado. A los cuatro meses se registro el
numero y la longitud (cm) de cada brote por explante,
se utilizé un diseflo completamente al azar, con cuatro
repeticiones, n = 16. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Tukey (P < 0.05) para cada
familia, utilizando el paquete estadistico GraphPad
Prism version 7.009.

Efecto de los Metales Cd y Pb

Las pruebas de toxicidad se realizaron con los
brotes regenerados, se transfirieron a la etapa de
enraizamiento en medio MS (1962) sin metales
(control) y en medio MS (1962) con metales pesados.
Las concentraciones fueron 0.005, 0.007, 0.009 mM
para CdCl, y 0.4, 0.6, 0.8 mM para Pb(NO,),, todas las
sales con 99% de pureza con grado de reactivo (Perales
et al., 2020). A los tres meses de establecidos los
bioensayos, se calculo el porcentaje de mortalidad y con
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el analisis Probit se calcul6 la CL,, se realiz6 un disefio
completamente al azar, con n = 9, tres repeticiones y
analisis de varianza (ANOVA) (P < 0.05) para validar
la prueba. Se utilizé el paquete estadistico GraphPad
Prism version 7.09.

RESULTADOS Y DISCUSION
Propagacion in vitro

Las seis especies presentaron  respuesta
morfogenética diferenciada al desarrollar brotes. Se
registraron diferencias estadisticas significativa para
la especie O. cochenillifera, en el nimero de brotes
por explante, como se observa en el Cuadro 1. Retes-
Pruneda et al. (2007) propagaron in vitro cactaceas,
evaluando dos citocininas, Isopenteniladenina (2ip)
y BA, en dos especies, Echinocereus knippelianus, y
Polaskia chichipe, que respondieron significativamente
a los tratamientos con la hormona vegetal BA.

La familia Asparagaceae presentd en promedio seis
brotes por explante con una longitud de hasta 5 cm. El
Agave retiene y conserva agua de lluvia lo que reduce
la erosidon del suelo, por ello la importancia de su
propagacion in vitro masiva mediante el uso hormonas

Cuadro 1. Resultados de la etapa de propagacion in vitro de
plantas representativas de zonas aridas en México.

Table 1. Results of the in vitro propagation stage of representative
plants of arid zones in Mexico.

Numero de brotes  Longitud del

por explante brote
Tratamiento 1 cm
2mgL'BA+8gL"agar
Agave funkiana 62+1.2 3804
Agave obscura 6.8+0.6 45+13
Agave salmiana 59+0.8 5.1+£09
Tratamiento 2
ImgL'BA+ 10 gL' agar
Opuntia cochenillifera 9.3 +£0.9% 42+0.6
Opuntia ficus-indica 6.1+1.3 51+0.8
Pereskia sacharosa 4.8+0.5 3.9+0.7

Media + Desviacion estandar n = 16. * Indica diferencia significativa. Tukey
(P <£0.005).
Mean + Standard deviation n = 16. * Indicates significant difference. Tukey
(P <£0.005).

vegetales como BA (Aguilar-Jiménez y Rodriguez-de
la O, 2018). El género Agave, se ha propagado in vitro
exitosamente utilizando concentraciones que van
de I mg L' a 1.5 mg L' de BA, generandose hasta
10.5 brotes por explante (Dominguez-Rosales et al.,
2008). La propagacion in vitro se basa en asegurar
la subsistencia de las especies vegetales que estan
comprometidas por la explotacion de sus recursos,
como lo son las plantas de zonas aridas (Morales-
Rubio et al., 2016). En la familia Cactaceae la especie
O. cochenillifera respondio con 9 brotes por explante y
longitud de 4 centimetros.

Efecto de los Metales Pesados Cd y Pb

La mortalidad mas alta, 77%, se present6 en el
tratamiento con Pb a la concentracion de 0.8 mM
(Cuadro 2). Lo metales pesados como Cd y Pb, inhiben
el crecimiento y afecta la fotosintesis en las plantas
incluso en concentraciones subletales (Ouyang et al.,
2012).

A. salmiana presentd mortalidad de 55% con el
tratamiento 0.009 mM de Cd, y 77% con 0.8 mM de
Pb; A. funkiana 44% y 66% respectivamente, O. ficus-
indicay P. sacharosa 55% con Cd, 44% y 77% con Pb;
y O. cochenillifera 55% de mortalidad con Pb. Tanto
los valores de mortalidad como los valores de las CL
indican que las especies mas sensibles a la concentracion
mas alta, fueron 4. salmiana y P. sacharosa, tanto con
Cd 0.009 mM como con Pb 0.8 mM. Las seis especies
evaluadas desarrollaron raiz en el tratamiento control,
que solo contenia los metales pesados considerados
como micronutrientes, que se encuentran en el medio
de cultivo MS (1962). Estas especies al ser propagadas
in vitro presentaron raiz fasciculada, debido a que la
raiz primaria se pierde (Figura 1). Las seis especies
desarrollaron raiz en todos los tratamientos. La especie
O. cochenillifera presentd clorosis y muerte casi total,
formando raiz solo en el tratamiento con Pb a 0.8 mM.
Por la raiz entran los metales pesados a la planta,
mediante adsorcion y quelacion por fitoquelatinas
(Du et. al., 2018). Entre las proteinas responsables de
la movilidad de Cd al interior de célula se encuentran
LCT1, IRT1 y Nramp, localizadas en la membrana de
la vacuola (Rodriguez-Serrano et al., 2008).

En los tratamientos con Cd y Pb, O. cochenillifera
y O. ficus-indica presentaron menor crecimiento de la
parte aérea, en comparacion con su control. Cuando
las plantas son expuestas a metales pesados como Cd
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Cuadro 2. Efectos de cadmio (Cd) y plomo (Pb) sobre las plantas establecidas in vitro de las zonas aridas de México.
Table 2. Effects of cadmium (Cd) and lead (Pb) on established plants in vitro from arid zones in Mexico.

Cd* Pb**
Especies
Concentracion Mortalidad Concentracion Mortalidad
mM % mM %
Agave funkiana 0 0 0 0
0.005 11 0.4 22
0.007 33 0.6 44
0.009 44 0.8 66
Agave obscura 0 0 0 0
0.005 11 0.4 11
0.007 22 0.6 33
0.009 44 0.8 44
Agave salmiana 0 0 0 0
0.005 22 0.4 44
0.007 33 0.6 55
0.009 55 0.8 77
Opuntia cochenillifera 0 0 0 0
0.005 11 0.4 11
0.007 22 0.6 33
0.009 33 0.8 55
Opuntia ficus-indica 0 0 0 0
0.005 11 0.4 11
0.007 33 0.6 33
0.009 55 0.8 44
Pereskia sacharosa 0 0 0 0
0.005 33 0.4 55
0.007 44 0.6 66
0.009 55 0.8 77

y Pb, se observa una disminucion significativa en la
formacion deraices. Porlo general, las plantas expuestas
a Cd y Pb, tienen mayor concentracion del metal en las
raices, por lo que se reduce la acumulacion del metal
en los brotes (Seregin e Ivanov, 2001; Rajkumar et al.,
2009). Los metales pesados como Cd y Pb afectan a las
plantas debido a que alteran sus procesos fisiologicos,
se reduce el crecimiento y presentan una menor
produccion de biomasa (Nagajyoti et al., 2010).

En el Cuadro 3 se presentan los valores de toxicidad,
CL,,, los limites de confianza inferior y superior a 95%
de los bioensayos obtenidos por el método Probit, 4.
funkiana'y A. obscura con CL, de 0.009 mM en Cd

y A. obscura con CL,, de 0.813 mM en Pb. Reddy
et al. (2013) estudiaron la especie Oryza sativa L.
con metales considerados como micronutrientes (Cu,
Mn y Zn) y los que no lo son como Cd y Pb, los
resultados mostraron que el Cd es altamente toxico,
el Pb moderadamente toxico, y Cu, Mn y Zn son de
baja toxicidad. 4. salmiana presenté CL_ de 0.008 mM
para Cd y 0.546 mM para Pb; esta especie de la familia
Asparagaceae, es muy emblematica para México
y clave para la estructura y funcionamiento de los
ecosistemas de las zonas aridas, por eso la importancia
de investigar y estudiar este tipo de plantas (Martinez-
Salvador, 2013; Gschalerdler, 2017).
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Figura 1. Comportamiento morfolégico de las plantas sometidas a metales pesados: (a) Agave obscura, control;
(b) A. obscura, 0.009 mM de Cd; (c) Opuntia cochenillifera, control; (d) O. cochenillifera, 0.8 mM de Pb; (e) O.
ficus-indica, control y (f) O. ficus-indica, 0.8 mM de Pb en zonas dridas de México.

Figure 1. Morphological behavior of plants subjected to heavy metals: (a) Agave obscura, control; (b) A.
obscura, 0.009 mM Cd; (c) Opuntia cochenillifera, control; (d) O. cochenillifera, 0.8 mM Pb; (e) O. ficus-indica,
control and f) O. ficus-indica, 0.8 mM Pb in arid zones in Mexico.

O. ficus-indica presentd6 CL, de 0.008 mM con
Cd y 0.813 mM con Pb. En un estudio de toxicidad de
cadmio y plomo en Brachiaria arrecta, los resultados
mostraron mayor deterioro en raices, tallos y hojas de
las plantas, cuando fueron expuestas a Pb, que cuando
se expusieron a Cd; la bioconcentracion de metales
pesados en los tejidos vegetales ocasiona trastornos
histologicos, como los presentados en esta especie
de planta, que resultd muy susceptible (Pelaez et al.,
2014).

O. cochenillifera presentd6 CL,, de 0.010 mM
con Cd y 0.755 mM con Pb. Pokorska-Niewiada
et al. (2018) realizd un estudio similar, con Cd y

Pb, las concentraciones dependieron del contenido
permitido en suelo para cada metal durante el proceso
de germinacion de semillas, el grado de toxicidad del
metal se determiné calculando los valores de CL,
y encontraron que las semillas mas sensibles fueron
las de cebada para Cd y berro para Pb. El cadmio y
el plomo inhiben la proliferacion y division celular de
los meristemos, provocando dafio a la planta incluso en
bajas concentraciones (Lin y Aarts, 2012).

Las diferentes concentraciones de los metales
cadmio y plomo produjeron efectos distintos en las seis
especies estudiadas. De las seis especies evaluadas, las
que toleraron las concentraciones mas altas de Cd y Pb
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Cuadro 3. Concentracion letal media de cadmio (Cd) y plomo (Pb) en las especies propagadas in vitro.
Table 3. Mean lethal concentration of cadmium (Cd) and lead (Pb) in species propagated in vitro.

Ca Pb>

Especies

CL50 LC 95% LC 95% CL50 LC 95% LC95%

mM Inferior Superior mM Inferior Superior
A. funkiana 0.009 0.007 0.04 0.659 0.508 0.957
A. obscura 0.009 0.007 0.04 0.813 0.638 2.54
A. salmiana 0.008 0.006 0.019 0.546 0.368 0.743
O. cochenillifera 0.010 0.009 0.008 0.755 0.607 1.46
O. ficus-indica 0.008 0.007 0.09 0.813 0.638 2.54
P. sacharosa 0.007 0.005 0.015 0.048 0.291 0.606

CL,, = concentracion letal media; LC = limite de confianza; n = 9.
CL,, = mean lethal concentration; LC = confidence limit; n = 9.

fueron A. obscura, O. cochenillifera'y O. ficus-indica.
Las plantas como respuesta a la toxicidad de Cd y Pb,
han desarrollado mecanismos de defensa que se basan
en la acumulacion del metal en las raices (Silva et al.,
2018).

CONCLUSIONES

La especie que mostr6 la mayor formacion de
brotes fue Opunita cochenillifera con 9 brotes por
explante y las que presentaron mayor longitud fueron
Agave salmiana y O. ficus-indica con brotes de 5 cm.
En la determinacion de las CL, las especies con mayor
sensibilidad fueron 4. salmiana y Pereskia sacharosa,
tanto con cadmio a 0.009 mM, como con plomo a 0.8
mM. Los metales pesados pueden ser altamente toxicos
con mortalidad de hasta 77%, pero O. cochenillifera
presento solo 33% de mortalidad con la concentracion
mas alta de cadmio, mientras que las especies 4. obscura
y O. ficus-indica toleraron concentraciones mas altas
de plomo, con 44% de mortalidad. Las especies mas
tolerantes fueron 4. obscura, O. cochenillifera y O.
ficus-indica.
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