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TOLERANCE OF AGAVE TEQUILANA TO HIGH LEVELS OF DIVALENT
METAL CATIONS
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Colegio de Postgraduados campus Campeche.
Correo electronico: aidamh@colpos.mx

RESUMEN

Los agaves son plantas que pertenecen
a un género constituido por numerosas
especies, adaptadas para crecer en muy
diversos habitats, algunos con condiciones
ambientales extremas. Distintas especies de
agave crecen sobre distintos tipos de suelos,
algunas en suelos con muy bajo contenido
de nutrientes minerales y otras en suelos
salinos o en suelos contaminados con iones
metalicos. La relacion planta-suelo ha sido
escasamente estudiada en este género por
lo que se desconoce, entre otras cuestiones,
cual es la capacidad de los agaves para
absorber, transportar y almacenar nutrien-
tes minerales, cuéles son los mecanismos
celulares y bioquimicos que utilizan, o si
poseen especial sensibilidad o tolerancia
a los iones metalicos. Este estudio reporta
el efecto de diversas concentraciones de
sulfato de cadmio, cobalto, cobre, zinc o
de manganeso sobre plantulas de Agave
tequilana, bajo condiciones controladas de
laboratorio; la concentracion minima de
esos iones metalicos requerida para inducir
un efecto toxico visualmente detectable en
tiempos cortos (ocho dias); describimos los
efectos toxicos que estos metales generan
sobre las plantulas de agave; y reportamos la
cantidad de Cu?*, Cd*" y Co*" que se acumula

en las hojas de plantulas de agave tratadas
con altas concentraciones (milimolares) de
esos metales. Nuestros resultados muestran
que, en experimentos de toxicidad aguda y
bajo las condiciones aqui establecidas, el
A. tequilana posee una notable tolerancia
a altas concentraciones de los distintos
metales i6nicos probados, incluyendo tanto
micronutrientes como metales toxicos, asi
como la capacidad de transportar en altas
cantidades estos metales a tejido aéreo.

Palabras clave: Agave tequilana, micro-
nutrientes minerales, toxicidad de iones
metalicos, tolerancia.

ABSTRACT

The agaves belong to a plant genus which
includes many species adapted to grow in
numerous habitats, some of them with extre-
me environmental conditions. Distinct agave
species grow on different soil types, some in
soils with a low mineral nutrient content, and
others in saline soils or in soils contaminated
with metal ions. The plant-soil relationship
has been scarcely studied in agaves, and
several questions remain to be elucidated
such as their ability uptake, transport and
storage mineral nutrients, the cellular and
biochemical mechanisms involved in these
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processes, or if the agaves are specially
sensitive or tolerant to metal ions. Here we
report the effect on Agave tequilana young
plants after exposure to cadmium, cobalt,
cupper, zinc or manganese sulfate at several
concentrations, under lab conditions. We
also report the minimal concentration of
these metal ions required to induce a toxic
effect detectable with visual inspection in
short exposition times (8 days); we describe
the toxic effects of these metal ions on the
agave plantlets and the amount of Cu*,
Cd* and Co?" accumulated in leaves of
plants exposed to high metal concentrations
(milimolar). Our results show that in acute
toxicity experiments under our conditions,
A. tequilana has a remarkable tolerance to
high concentrations of the tested metal ions,
including micronutrients and toxic metals,
as well as the ability to transport high quan-
tities of these metals to aerial tissues.

Key words: Agave tequilana, mineral
micronutrients, toxicity by metal ions,
tolerance.

INTRODUCCION

Agave es un género de plantas monocoti-
ledoneas suculentas cuyo centro de origen
esta localizado en México y el cual engloba
auna gran diversidad de especies, alrededor
de 200, las cuales se han distribuido a través
una amplia gama de latitudes y altitudes
desde Aridoamérica (sur de los Estados
Unidos de América y norte de México),
hasta parte de Sudamérica (Colombia y
Venezuela), incluyendo Mesoamérica, Cen-
troamérica e islas del Caribe (Garcia-Men-
doza, 2002; Garcia-Mendoza y Galvan,
1995). Asi, las diversas especies de Agave
se han adaptado para sobrevivir y crecer en
muy diversos ambientes, y sus diferentes
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habitats incluyen desde bosques templados
y zonas desérticas hasta selvas tropicales y
matorrales, desde planicies y praderas hasta
montafias escarpadas, acantilados, o costas
marinas (Garcia-Mendoza, 2002; Gentry,
1982). Consecuentemente, las diferentes es-
pecies de Agave estan adaptadas para crecer
sobre diferentes tipos de suelo, de diferente
origen geologico y con diversas caracteris-
ticas fisicoquimicas; desde suelos basicos
de piedra caliza de origen marino hasta
suelos 4cidos rocosos de origen volcanico.
Con base en la informacion edafologica del
Instituto Nacional de Estadistica Geografia
e Informatica (http://mapserver.inegi.gob.
mx/geografia/espanol/datosgeogra/fisigeo/
suelos.cfm) y en la distribucion reportada de
agaves en México por la CONABIO (2005)
(http://www.biodiversidad.gob.mx/usos/
mezcales/mMapa.html; Garcia-Mendoza,
2002); observamos que €stos se encuentran
distribuidos en zonas cubiertas con regoso-
les, litosoles, xerosoles, y rendzinas, entre
otros tipos de suelos. Hay especies de Agave
que crecen en zonas mineras, en suelos
presumiblemente con un alto contenido de
minerales; mientras que otras especies cre-
cen en zonas descritas con suelos someros,
con baja disponibilidad de nutrientes, con
alto o bajo pH, o con alta salinidad.

Las plantas obtienen del suelo los nutrientes
minerales que requieren para su adecuado
crecimiento y desarrollo. Los minerales
por razones geoquimicas, pero también por
actividades antropocéntricas, se encuentran
en el suelo en diversas cantidades y con
diferentes grados de disponibilidad (Adria-
no, 1992; Basta et al., 2005; Merian, 1991,
Senesil et al., 1999). La baja disponibilidad
de nutrientes minerales esenciales en los
suelos causa baja productividad y sintomas
de deficiencia nutricional en los cultivos, por
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lo que estos nutrientes suelen ser suplemen-
tados a través de fertilizantes quimicos o con
manejo agroecologico. Sin embargo, el uso
excesivo de fertilizantes quimicos, un mal
manejo agronomico, la salinidad y el pH de
los suelos, o la presencia de contaminantes
derivados de actividades industriales o
mineras pueden incrementar la cantidad
y disponibilidad de diversos elementos
quimicos en el suelo hasta alcanzar niveles
toxicos (He et al., 2005; Tchounwou et al.,
2012; US-EPA, 1999).

En el caso de metales con toxicidad conoci-
da como el cadmio (Cd), cromo (Cr), plomo
(Pb), o aluminio (Al), entre otros; éstos no
tienen un papel fisiologico en las plantas,
pero producen claros efectos toxicos, ya sea
porque interfieren con la absorcion de mine-
rales esenciales afectando la nutricion mine-
ral de las plantas, o porque al ser acumulados
en los tejidos alteran el metabolismo y
fisiologia de las plantas (Sharma y Agrawal,
2005, Hasan et al., 2009). En el caso de
metales como el fierro (Fe), zinc (Zn), cobre
(Cu), manganeso (Mn), molibdeno (Mo);
los cuales son micronutrientes esenciales
para las plantas requeridos en cantidades
relativamente bajas, participan por ejemplo
como constituyentes de metaloproteinas o
cofactores de enzimas involucradas en pro-
cesos metabolicos fundamentales como la
respiracion y la fotosintesis (revisado recien-
temente en Yruela, 2013). Sin embargo, los
micronutrientes esenciales también resultan
toxicos a las plantas en altas concentraciones
(Beckery Asch, 2005; Broadley et al., 2007,
Fernandes y Henriques, 1991; Millaleo et al,
2010). Metales como el niquel (Ni) o el co-
balto (Co) son considerados toxicos (Sharma
y Agrawal, 2005), pero se ha demostrado
su participacion como micronutrientes

benéficos en bajas cantidades para algunas
plantas (Ahmad y Ashraf, 2011; Pilon-Smits
et al.,2009). Los micronutrientes minerales
esenciales y otros metales presentes en el
suelo son absorbidos por las plantas en su
estado soluble ionico.

La cantidad de nutrientes 6ptima para el cre-
cimiento de las plantas, asi como la concen-
tracion a partir de la cual cada metal resulta
toxico, varia para las diferentes especies
vegetales. Para el caso de los agaves; aunque
esta ampliamente difundido que son capaces
de sobrevivir sobre suelos poco profundos y
nutricionalmente “pobres”, y existen algu-
nos estudios respecto a las caracteristicas
de los suelos donde se cultivan algunas
especies de Agave (Alvarez-Sanchez et al.,
2010; Bautista-Cruz et al, 2007; Bautis-
ta-Cruz et al., 2011), o referentes al efecto
de la fertilizacion con macronutrientes so-
bre algunas especies (Barrios-Ayala et al.,
2006; Diaz et al., 2011; Martinez-Ramirez
etal.,2012; Nobel et al., 1988; Valenzuela
y Gonzalez, 1995); los estudios publicados
son escasos, la gran mayoria de ellos se
han realizado sélo en 4. fequilana (Rulfo et
al., 2007), y la carencia de informacién no
permite optimizar el cultivo con un manejo
agrondémico racional y sustentado en otras
especies cultivadas de Agave. En el caso de
las especies silvestres de Agave; algunas
de ellas microendémicas y/o en peligro de
extincion (Garcia-Mendoza, 2002; NOM-
059-ECOL-2001); los suelos donde crecen
naturalmente estas especies han sido ain
menos estudiados, y para la gran mayoria
de las especies se desconoce su composicion
quimica, las caracteristicas edafoldgicas
Optimas para su crecimiento, los requeri-
mientos nutrimentales minimos, o el efecto
de la deficiencia en micronutrientes.
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Analizando el contenido del transcriptoma
de A. tequilana, derivado de un proyecto
de secuenciacion masiva de ADN comple-
mentario (datos no publicados), nuestro
grupo determiné que plantas de A. tequilana
muestreadas bajo condiciones de campo
contienen altos niveles de transcritos co-
dificantes de metalotioneinas; los cuales
se expresan constitutivamente en todos los
tejidos, tanto vegetativos como reproducti-
vos (Cen-Cen, 2009). Las metalotioneinas
son proteinas de bajo peso molecular ricas
en cisteinas presentes en todos de los or-
ganismos, capaces de formar complejos
metal-tiolato con cationes de metales de
transicion como Cd*', Zn?*, Cu!’, Pb?,
Ni?* y Co?". Inicialmente identificadas en
tejidos de mamiferos por su capacidad de
unir Cd*" (Margoshes y Valee, 1957) estas
proteinas han sido estudiadas por décadas;
sin embargo, su funcion no esta plenamente
comprendida (Coyle et al., 2002; Palmiter,
1998), pero se les adjudica un papel en la
proteccion contra metales toxicos, en la
homeostasis de nutrientes como Zny Cu'y
en la proteccion contra el estrés oxidativo
(Babula et al., 2012; Klaassen et al., 2009).
Las metalotioneinas de plantas han sido
menos caracterizadas, poseen caracteris-
ticas estructurales propias y muy diversas
(Freisinger, 2010y 2011; Leszczyszyn et al.,
2013), por lo que se considera que pueden
también tener diversas funciones (Grennan,
2011). La expresion de metalotioneinas de
plantas en sistemas heterologos (bacterias,
levaduras u otras plantas) ha demostrado su
participacion en la tolerancia contra metales
toxicos como el Cd y lahomeostasis del Zny
Cu (Guo et al., 2008; Kim et al., 2012; Suh
etal., 1998; Turchi et al., 2012; Yang et al.,
2009; Zhigang et al., 2006). La presencia de
transcritos de metalotioneinas constitutiva-
mente expresados en el 4. fequilana sugiere
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que esta especie podria tener la capacidad
de tolerar altas concentraciones de cationes
metalicos divalentes y tener, por lo tanto,
capacidades distintas a otras plantas en
cuanto a su homeostasis nutricional, o bien
tener potencial como agente biorremediador.
Meéndez-Hurtado y cols. (2013) reportaron
recientemente que plantulas de 4. lechugui-
lla recién germinadas a partir de semillas co-
lectadas en sitios contaminados con metales
pesados incorporan mas Cd que plantulas
germinadas a partir de semillas colectadas en
sitios no contaminados, mostrando ademas
un mayor nivel de expresion basal de me-
talotioneinas que las plantas control, el cual
es regulado por efecto del Cd. Sin embargo
estas plantulas son mas susceptibles a los
efectos toxicos del Cd. Previamente Nobel
y Berry (1985) reportaron que A. deserti
posee tolerancia relativamente alta a Cu y
Zn. Para analizar si A. fequilana es tolerante
aiones métalicos divalentes evaluamos, bajo
condiciones de laboratorio, la tolerancia de
plantulas a diversas concentraciones tanto de
nutrientes esenciales (Cu, Zn y Mn), como
de metales toxicos (Cd y Co), y cuantifica-
mos los metales presentes en las hojas de las
plantulas expuestas a altas concentraciones
de estos metales.

MATERIAL Y METODOS

Germinacion y condiciones de crecimien-
to de plantulas de Agave tequilana

Semillas de Agave tequilana fueron colec-
tadas a partir de capsulas secas de plantas
cultivadas bajo condiciones de jardin en
Guanajuato, México. Debido a que el
porcentaje de germinacion de las semillas
colectadas era bajo (50%), se seleccionaron
las semillas que mostraban tener un embrion
viable (protuberancia palpable en el centro
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de la semilla), desechando las semillas que
se percibian planas o vacias. Las semillas
fueron desinfectadas con triton al 0.02%
durante 20 min y se enjuagaron con abun-
dante agua destilada estéril. Posteriormente,
para facilitar su germinacion, se corto lon-
gitudinalmente una orilla de la testa de la
semilla cuidando de no dafiar el embrion.
Las semillas desinfectadas se colocaron en
una charola con algodéon humedecido con
agua destilada estéril. La charola se cubrio
con plastico transparente y las semillas se
incubaron a 25 +/- 1°C bajo ciclo natural de
luz/oscuridad durante tres semanas (fig. 1A).

Las plantulas de Agave de tres semanas de
edad fueron trasplantadas gentilmente a una
mezcla de perlita, vermiculita, tezontle y
tierra de invernadero en proporcion 1:1:1:1
contenida en una maceta con cubierta de
plastico transparente. El sustrato se hidrato
a saturacion con agua corriente previo al
trasplante. Para aclimatar las plantulas,
las macetas se mantuvieron cubiertas con
la tapa transparente durante cinco dias y
posteriormente se abrieron paulatinamente
hasta retirar por completo la cubierta plastica
a las dos semanas. Las plantulas se mantu-
vieron en ciclo luz/oscuridad natural y se
continuaron regando con agua corriente cada
semana durante once meses (fig. 1B), tiempo
en el que generaron cuatro hojas expandidas
y alcanzaron un tamafio promedio de 10 a
15 cm de la base del tallo a la punta apical.

Exposicion de plantulas a soluciones de
iones metalicos

Las plantas de once meses de edad fueron
extraidas de la tierra, y se seleccionaron
plantas homogéneas en cuanto a su altura y
numero de hojas para realizar los experimen-

tos de exposicion a los diferentes metales.
Las raices de las plantulas delicadamente
sustraidas del sustrato fueron enjuagadas
con abundante agua destilada, y expuestas
a soluciones de sales de sulfato de cada
uno de los iones metalicos a evaluar. Para
evitar interacciones de los iones metalicos a
evaluar con los componentes de un medio de
cultivo, las sales de sulfato fueron disueltas
y diluidas en agua ultrapura.

Las plantulas fueron colocadas individual-
mente dentro de frascos de vidrio conte-
niendo 3 g de algodén embebido con 50
ml de la solucién correspondiente de cada
i6n metalico; o con 50 ml de agua ultrapura
en el caso de las plantas control. Las raices
fueron cubiertas con el algodon para soste-
ner las plantas y asegurar el contacto con la
solucion, evitando el contacto directo con
el tallo (fig. 1C). Midiendo con espectrome-
tria de emision oOptica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES) la cantidad de
iones metalicos en la solucion circundante,
se corrobord que el algodon no captura a
los iones metalicos por adsorcion y que
permanecen disponibles para ser absorbidos
por las plantas.

Para determinar el limite de tolerancia y
registrar los efectos toxicos, el intervalo
de concentraciones utilizadas en cada caso
fueron los siguientes: CdSO, 15 uM-90 mM;
CoSO, 50 pM-100 mM; CuSO, 50 uM-10
mM; ZnSO, 1 mM-100 mM; MnSO, 1 mM-
100 mM. El efecto de cada i6n metalico se
verifico en tres experimentos independien-
tes, por cuadruplicado. Las plantas bajo los
diferentes tratamientos fueron observadas
diariamente y el efecto toxico se registro
fotograficamente a los dos, cuatro y ocho
dias de exposicion.
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Fig. 1. A) Plantulas de A. fequilana recién germinadas, B) Crecimiento en tierra,
C) Plantas expuestas a diferentes concentraciones de sulfato de cobalto y cadmio.
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Fig. 2. Efecto de diversas concentraciones de Cu, Zn y Mn sobre plantas de
A. tequilana a cuatro y ocho dias de exposicion.
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La cuantificacion de metales en los tejidos
de las plantas se realizo en un espectrofo-
tometro ICP-AES de emision atomica de
induccion por plasma acoplado (Varian,
Brisbane, Australia) en el Laboratorio de
Nutricion Vegetal del Colegio de Postgra-
duados campus Montecillos. Las muestras
fueron previamente digeridas utilizando el
método de digestion hiimeda convencional
(Alcantar y Sandoval, 1999). Los triplica-
dos de cada tratamiento fueron procesados
individualmente.

RESULTADOS

Establecimiento de las condiciones
experimentales y de la concentracién
toxica minima

La preseleccion de semillas viables permitio
obtener hasta un 90-95% de germinacion y
en el trasplante a tierra se obtuvo un 100%
de supervivencia. Considerando que los
experimentos se realizarian en ausencia de
nutrientes, y previniendo que una exposicion
prolongada podria alterar la concentracion
de los metales por evaporacion; para de-
terminar el tiempo Optimo en el cudl se
realizaria la busqueda de efectos toxicos
en las plantas tratadas con iones metalicos
se realizd una observacion preliminar de
plantas control con las raices embebidas en
agua desionizada, durante diversos tiempos,
y sin rehidratar el algodon utilizado como
soporte. En el transcurso de las primeras
dos semanas no se detectd ninglin cambio
notable, ni en las plantas ni en el nivel de
hidratacion del soporte. A partir de las tres
semanas se detectd un menor grado de
hidratacion en el algodon, y a los 30 dias
se observo la emision de raices de novo.
Consideramos que la emision de estas rai-
ces puede ser una respuesta a la carencia

prolongada de nutrientes y a la deshidrata-
cion; por lo que determinamos realizar las
observaciones de los efectos toxicos de los
metales pesados en un tiempo maximo de
8 d, tiempo en el cual se minimizan tanto el
efecto de la carencia de nutrientes como el
aumento de la concentracion de la solucion
utilizada por evaporacion.

Para establecer los limites de las concen-
traciones a utilizar de Cu?*", Zn*', Mn?',
Cd* y Co*; se realizaron experimentos
preliminares en los cuales las plantulas de
Agave fueron expuestas a concentraciones
crecientes de cada sal de sulfato. Para el caso
de los micronutrientes Cu?*, Zn** y Mn?** se
probo inicialmente hasta 10 mM, una con-
centracion que excede de 100 a 300 veces la
concentracion utilizada en soluciones nutri-
tivas de uso rutinario como la del medio MS
(Murashige & Skoog, 1962). En la figura 2
se muestra el efecto del Cu?', Zn*'y Mn*" con
algunas de las concentraciones utilizadas y a
diferentes tiempos de exposicion. Para cada
tratamiento se muestra una misma planta a
los diferentes tiempos, representativa de los
efectos observados en las cuatro plantas que
fueron expuestas a cada tratamiento. Para el
caso del Cu?" se prob6 50y 500 uM, 1y 10
mM. Con estos tratamientos se observaron
efectos toxicos ligeros en las plantas trata-
das por 8 d con Cu** 5mM (fig. 2E) y mas
intensos en plantas tratadas con Cu*" a 10
mM (fig. 2F), los cuales no se detectaron a
los cuatro dias (fig. 2E).

Para el caso de Zn** y Mn*" se probaron 1,
5y 10 mM. En ninguno de los tratamientos
se observo efecto alguno, por lo que se
realizé un segundo experimento utilizando
hasta 100 mM de cada metal. Para el caso
del Zn** 5,10y 15 mM no se observo efecto
alguno, solo se observaron efectos toxicos
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claros a los ocho dias en Zn** 100 mM (fig.
21) pero no al dia 4 (fig. 2H). Con 50 mM
de Zn*" alos 8 d se observaron signos leves
de toxicidad (no mostrado). Para el caso del
Mn?", las plantulas de agave no mostraron
ningun efecto toxico a los 8 d con ninguna
de las concentraciones probadas, incluso la
de 100 mM (fig. 2L).

Para el caso de Cd*" y Co?", metales altamen-
te toxicos para la mayoria de los organismos,
inicialmente se probaron concentraciones
entre 15 uM y 1.5 mM, las cuales incluyen
concentraciones reportadas como toxicas
para otras especies vegetales. Para Cd** se
probaron inicialmente 15, 150 y 300 uM,
pero no se observo ninglin efecto toxico con
esas concentraciones en plantas tratadas du-
rante 8 d. Se utilizaron entonces concentra-

4 /T ;
A !’;? 4 A -
cd30mM  Cd45mM cd60mM  €d90mM
*ﬂntrol: €d1.5 mM Cd3mm Cd 15mM

T=4d

c

Wl
€d 60mM

- cd30mM cdi'lSmM

ciones hasta de 3 mM de Cd*" y tampoco se
observaron efectos, por lo que nuevamente
se incrementaron las concentraciones. En la
figura 3 se muestra el efecto de algunas de
las concentraciones probadas para el caso
de Cd*', a diferentes tiempos de evaluacion.
Para efectos comparativos se muestra a los
diferentes tiempos de exposicion una misma
planta de cada tratamiento, con sintomas
representativos de los observados en el
cuadruplicado. A los dos dias de exposicion
las plantas tratadas con 90 mM de Cd** ya
mostraban efecto toxico, pero las plantas
tratadas con 60 mM de Cd*" mostraban solo
un ligero efecto sobre una de las hojas (fig.
3B). A los cuatro dias de exposicion ligeros
dafios comienzan a evidenciarse en las plan-
tas tratadas con 45 mM de Cd*", mientras
que los dafios sobre las plantas tratadas con

€d1.5 mM cd3mm Cd 15mM

g

A,

Cd 30mMm

_Contral

-
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Fig. 3. Efectos toxicos de diversas concentraciones de Cd (CdSO,) sobre plantas
de A. tequilana a dos, cuatro y ocho dias de exposicion.
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Cd*" 60 y 90 mM son mas evidentes (fig.
3C). A los ocho dias (fig. 3D) el efecto to-
xico es claramente perceptible en las plantas
tratadas con 30, 45, 60, y 90 mM, pero se
registraron solo efectos toxicos ligeros en las
plantas tratadas con 15 mM (veanse detalles
en lafig. 5). Sin embargo, consistentemente
con los resultados anteriores, las plantas tra-
tadas con 1.5 y 3 mM de Cd*" no mostraron
ningun efecto en tallo u hojas a los ocho dias
de tratamiento.

En el caso de Co*, inicialmente se probo a
50, 100 y 500 puM, pero no se observaron
efectos toxicos, por lo que se incrementaron
las concentraciones hasta 5 mM, en la cual
tampoco se observo ningtin efecto a los ocho
dias. Para definir la concentracion toxica
minima de Co*" se incrementaron entonces
las concentraciones hasta 100mM. En la
figura 4 se muestra el efecto a los ocho dias
de algunas de las diferentes concentraciones
utilizadas de Co?". Solo se detectaron efectos
toxicos a partir de 50 mM de Co?". Las plan-
tas tratadas con Co?* 20 mM durante ocho
dias no mostraron ningtn efecto toxico.

Con base en los resultados anteriormente
descritos, en la tabla I se reportan la concen-
tracion minima aqui identificada en la que
cada metal produce algun efecto toxico en
plantulas de A4. tequilana alos ocho dias; asi
como el limite de tolerancia observado en
ese mismo tiempo (concentracion maxima
evaluada en la que las plantas no mostraron
sintomas de toxicidad a los ocho dias). Cabe
mencionar que, con excepcion del Co*
50mM. El resto de los metales no causaron
dafios evidentes a los cuatro dias de expo-
sicion en las concentraciones reportadas en
la tabla 1 como minimas para causar toxi-
cidad. Resulta notorio e inesperado que en
todos los casos, atn en el caso de metales

altamente toxicos como el Cd*" y el Co*,
se requiri6 adicionarlos a concentraciones
milimolares para poder inducir algtin efecto
toxico observable sobre las plantulas de 4.
tequilana. En el caso del Mn*" la concen-
tracion minima toxica no pudo ser definida
ya que no se observaron efectos toxicos aun
con la concentracion mas alta aqui evaluada
(100mM). Tres experimentos realizados
independientemente, con cuadruplicados
en cada tratamiento, corroboraron los re-
sultados aqui reportados. Experimentos
utilizando concentraciones intermedias entre
las que aqui resultaron ser toxicas y las que
no lo fueron, son requeridos para definir la
concentracion minima en la que se generan
efectos toxicos.

Descripcion de los efectos téxicos ocasio-
nados en A. tequilana por diversos iones
metalicos

Los efectos toxicos de diversas concen-
traciones de Cu*, Zn?*, Cd*" y Co*" sobre
plantulas de 4. tequilana expuestas por
cuadruplicado, fueron observados a los dos,
cuatro y ocho dias. Las plantulas de 4. fe-
quilana mostraron diferentes tipos de dafios
al ser expuestas a cada uno de los metales
probados. En la figura 5 se muestran detalles
de los dafios generados en la zona expandida
de las hojas y en la zona del tallo de plantas
expuestas durante ocho dias a Cu** 5y 10
mM (fig. 5B y C, respectivamente), Zn>*
100 mM (fig. 5D), Cd** 15 y 90 mM (fig.
SEy F)y Co* 100 mM (fig. 5G); asi como
las plantas tratadas con Mn?* (fig. 5H) en
las cuales no se detectd visualmente ningtn
efecto toxico.

En el caso del Cu?', el dafio detectado con
la concentracion toxica minima (SmM) a

los ocho dias fue clorosis entre los haces
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CONTROL

Co50m Co 100mM

Fig. 4. Efecto de diversas concentraciones de Co (CoSO,) sobre plantas
de A. tequilana a ocho dias de exposicion.

vasculares, en el tallo se observa un ligero
oscurecimiento en la base de las hojas. A
mas altas concentraciones (10mM) se ob-
servaron amplias zonas de oxidacion en el
area foliar de las hojas internas, rodeadas
de una zona clordtica, en el tallo la base de
las hojas externas mostraron oxidacion y un
ligero grado de deshidratacion.

Enel caso de Zn** a 100mM, se genero severa
oxidacion y necrosamiento, ligera pudricion
y pérdida de turgencia en el tallo, la extrema
oxidacion y necrosamiento se extienden
desde la base de las hojas hacia su extremo
apical asociadas a los haces vasculares, con
ligera clorosis alrededor de las zonas oxi-
dadas. A 50 mM de Zn*" los sintomas son
similares pero en menor grado (no mostrado).

En los tallos de plantas tratadas con Cd*
15 mM por ocho dias (fig. SE) se observa
oxidacion y ligera pudricion, pero no se pro-
ducen efectos visibles sobre las hojas sino
hasta con 30mM, concentracién a partir de
la cual es claro el efecto de deshidratacion
y pérdida de turgencia, las hojas se vuelven
flacidas (fig. 3D). Los daiios detectados en
hojas con Cd** 30 mM en tiempos tempranos
(dos dias) consisten en zonas de oscureci-
miento en las hojas que adquieren un ligero
tono café, posiblemente debido a oxidacion
o lisis celular (no mostrado). A concentra-
ciones mas altas, ademas de que las hojas
se deshidratan y pierden turgencia y rigidez,
presentan una clara oxidacion y necrosis
que se extiende desde la base de las hojas y
a lo largo de los haces vasculares, asi como

Tabla 1. Concentracion minima identificada y el limite de tolerancia observado en que
cada metal produce algtn efecto toxico en plantulas de 4. tequilana a los ocho dias.

Sales Limite de Concentracion
utilizadas tolerancia téxica minima
MnSOq4 100 mM ND
CuSOy4 ImM SmM
ZnSOq4 15mM 50mM
CoSOy 25mM 50mM
CdSOs 3mM 15mM ND: No definido.
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ligera clorosis (fig. SF). Los tallos muestran
sintomas de intensa oxidacion.

En el caso de los tratamientos con Co?*", los
sintomas generados fueron menos evidentes
que con los otros metales. A los ocho dias, las
plantas tratadas con 50 y 100 mM muestran
sintomas de deshidratacion y pérdida de
turgencia en toda la planta (fig. 4). Las hojas
presentan “arrugas” o profundas depresiones
que alteran la estructura de la hoja (fig. 5G)
y el perimetro de las hojas se deforma y se
generan ondulaciones. A partir de los cuatro
dias de exposicion, los tratamientos con Co**
a 50 mM produjeron heridas en el tejido
foliar muy focalizadas, en las que se genera
una mancha blanca en la hoja, el tejido se
deshidrata y adelgaza hasta adquirir una apa-
riencia de papel delgado y transparente, con
un perimetro necrotico. Estos dafios parecen
ser el producto de una oxidacion extrema
muy localizada y no extensiva ya que solo
se observo una mancha de este tipo por hoja
en algunas de las plantas tratadas. En los
tallos no se observa ningtin sintoma (fig. 5G).

Con ninguno de los diferentes metales y
concentraciones probadas se observoé algu-
na diferencia macroscdpica notable en las
raices de las plantas tratadas con respecto al
control. El lento crecimiento de las plantas
no permitio detectar el efecto de los metales
en la longitud y ntimero de raices a los ocho
dias de observacion, tiempo en el cudl las
plantas control no mostraron crecimiento.

Incorporacion de metales en tejido foliar
de A. tequilana

El requerimiento de tan altas cantidades de
metales para producir un efecto toxico en
el A. tequilana sugiere que estas plantas
poseen mecanismos para mantener exclui-

dos los metales en exceso y no ser tomados
e incorporados a los tejidos de la planta.
Sin embargo, los sintomas en tallos y hojas
indican que al menos una cantidad de dichos
metales es capaz de ser absorbida y trans-
portada a los tejidos aéreos provocando los
dafios observados, los cuales se asocian a los
haces vasculares. Para verificar lo anterior
se cuantifico con ICP-AES Ia cantidad de
metales presentes en las hojas de las plantas
tratadas con diferentes concentraciones de
Cu*, Cd** y Co*, incluyendo las concen-
traciones toxicas. En la figura 6 se muestra
la cantidad de Cu, Cd y Co incorporado en
tejido foliar. La cantidad de Cu presente en
las hojas se mantiene regulada y en niveles
similares al control atin en plantas tratadas
con 2.5 mM de Cu*', pero se eleva signifi-
cativamente a 5 mM, concentracion en la
cual se observa clorosis y un promedio de
116 ppm de Cu acumulado en el tejido foliar,
22.7 veces mas que la cantidad promedio
detectada en las plantas control (5.1 ppm).
En el caso de Cd y Co la incorporacion de
los metales al tejido foliar se incrementa
gradualmente conforme se incrementa la
cantidad del metal en la solucion externa.
En el caso del Cd se alcanza un maximo
de incorporacion de hasta 4-5 pg de Cd por
mg de tejido seco en las plantas expuestas
a45y 90mM. En las plantas tratadas con la
concentracion toxica minima de Cd*" (15
mM) se detecta un promedio de 350 ppm
del mismo en el tejido foliar, lo cual es 1000
veces mas que en las hojas de plantas control
donde se hallaron trazas de Cd (0.26 ppm);
mientras que en las plantas tratadas con la
concentracion toxica minima de Co*" (50
mM) se detecta un promedio de 673 ppm
del metal incorporado en el tejido foliar,
el cual fue indetectable en hojas de plantas
control. La comparacion de la cantidad de
metales incorporada en las hojas de plantas
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CONTROL CuS045mM
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CdS04 15mM dS04 90mM
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Zn$04 100mM

MnS04 100mM

-

Fig. 5. Efectos toxicos de diversos metales sobre 4. tequilana a 8 dias de exposicion. A)
Plantas control; B) y C) CuSO, a 5y 10 mM; D) ZnSO, 100 mM; E) y F) CdSO,
a 15y 90 mM; G) CoSO, 50 mM; H) MnSO, 100 mM.

expuestas a concentraciones similares de
cada metal (por ejemplo 10 mM comparando
Co con Cu, 0 25-100 mM comparando Co
con Cd) sugiere que la toma de Co por A.
tequilana, o su transporte a tejido aéreo, es
menos eficiente que la de Cuy Cd.

DISCUSION

Agave tequilana es tolerante a concen-
traciones milimolares de diversos iones
metalicos y los incorpora a sus tejidos en
altas cantidades

Como resultado de la exposicion de plan-
tulas de 4. tequilana a concentraciones
micro y milimolares de Cd*, Co*, Cu*,
Zn** y Mn*" se determind que, en experi-
mentos de corta duracion, A. tequilana es
tolerante a concentraciones extremadamente
altas de estos iones, incluso en el caso de
metales altamente toxicos como el Cd*,
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para el cual para observar toxicidad, se
requirieron concentraciones tres veces mas
altas que las concentraciones micromola-
res toxicas para otras plantas, como en el
caso de Arabidopsis thaliana (Lee et al.,
2003; Lequeux et al., 2010). La tolerancia
relativa del 4. tequilana ante los diferentes
metales probados, determinada con base en
las concentraciones toxicas minimas aqui
identificadas, es: Mn>>>Co=Zn>>Cd>Cu.
Las cantidades de Cu, Cd y Co incorporada
en las hojas de plantas de A. fequilana que
mostraron efectos toxicos, también indican
que la tolerancia relativa del 4. tequilana
ante esos metales es Co>Cd>Cu.

La cantidad de Cu que tolera A. fequilana en
su tejido foliar antes de presentar sintomas
de toxicidad, es menor que la que tolera de
Co y Cd. Esto puede deberse a que, por sus
funciones en la fisiologia y bioquimica vege-
tal, las plantas requieren mantener finamente
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regulada la cantidad de micronutrientes pre-
sentes en sus células. Asi, entre los efectos
iniciales de toxicidad que observamos en
A. tequilana expuesta al Cu se encuentra
la clorosis, un sintoma tipico de toxicidad
por Cu asociado a su efecto sobre la foto-
sintesis (Petit et al., 2012). Sin embargo, la
concentracion de Cu en tejido foliar de A.
tequilana a partir de la cual se observaron
efectos toxicos es de cinco a 10 veces mas
alta que la concentracion toxica reportada
en otras plantas (Balsberg-Pahlsson, 1989)
y es similar a la concentracion tisular en
la que A. deserti presenta inhibicion de la
acumulacion de peso seco en experimentos
de larga duracion (Nobel y Berry, 1985). Sin
embargo, las concentraciones ahi reportadas
a las cuales el Cu y Zn ejercen inhibicion
del crecimiento de 4. deserti en soluciones
hidroponicas en experimentos de corta du-
racion son micromolares. La diferencia en la
concentracion a la cual deben ser expuestas
ambas especies para detectar un efecto toxi-
co puede deberse a diferencias intrinsecas
entre las especies, al estado de desarrollo
de las plantulas tratadas en cada caso, o al
sistema experimental utilizado. Siendo que
el Cu se encuentra presente en fungicidas, la
aplicacion de estos sobre cultivos de agaves
no debe ser excesiva.

La cantidad de Cd acumulada en hojas de
A. tequilana a partir de la cual observamos
sintomas toxicos (350 ppm), excede de 35
a 70 veces lo reportado como téxico en
la mayoria de las especies (5-10 ppm), y
supera el limite considerado para denomi-
nar a una especie como hiperacumuladora
(Balsberg-Pahlsson, 1989; Lux et al., 2011).
Las plantas hiperacumuladoras son especies
que, ademas de tolerar la presencia de altas
cantidades de metales, han evolucionado
con la capacidad de acumular altas concen-

traciones de estos en sus tejidos aéreos sin
que presenten sintomas de toxicidad (Kré-
mer, 2010; Macnair, 1987). Allium sativum;
una especie filogenéticamente relacionada
a los agaves ya que ambas pertenecen a las
Asparagales; también tolera concentraciones
milimolares de Cd*" y lo acumula en sus te-
jidos (Jiang et al., 2001; Soudek et al., 2011,
Wusheng e al.,2001; Xu et al., 2008; Zhang
et al., 2005). Por su relaciéon evolutiva,
ambas especies podrian tener mecanismos
de tolerancia similares. Sin embargo, la alta
tolerancia aqui observada de A. tequilana
frente al Cd no fue observada en estudios
realizados en plantulas recién germinadas
de 4. lechuguilla (Méndez-Hurtado et al.,
2013), sugiriendo que A. tequilana podria
tener mecanismos particulares dentro del
género que le permiten absorber, acumular y
tolerar altas concentraciones de este y otros
metales. Alternativamente la mayor suscep-
tibilidad observada en 4. lechuguilla podria
deberse a que se utilizaron plantulas recién
germinadas que podrian no tener expresados
los mecanismos de tolerancia.

Entre los diversos mecanismos bioquimicos
y celulares implicados en mantener la ho-
meostasis nutricional y/o conferir tolerancia
a las plantas ante un exceso de metales se
han descrito: 1) la exclusion (cambiando el
pH de la rizosfera, secretando compuestos
“quelantes” que forman complejos con los
metales, o disminuyendo la capacidad de
transporte hacia el interior de la planta),
2) su almacenamiento en compartimentos
donde no ejerzan efectos toxicos como
vacuolas o apoplasto y en tejidos no fo-
tosintéticos (epidermis, tricomas y hojas
senescentes), y 3) la detoxificacion mediante
la reduccion/oxidacion, y la formacion
de complejos con acidos orgéanicos, ami-
noacidos, fitosider6foros o con péptidos y
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proteinas con alta afinidad por los metales
(Clemens, 2001; Cobbett and Goldsbrough,
2002; Hall, 2002). Las plantas hiperacu-
muladoras tienen ademads adaptaciones
evolutivas en su sistema de transporte para
incorporar metales, movilizarlos hacia el
xilema y compartamentalizarlos en vacuolas
(Leitenmaier y Kiipper, 2013; Milner y Ko-
chian, 2008; Verbruggen ef al., 2009). Asi,
la capacidad del A. tequilana para tolerar
concentraciones extremadamente altas de
los iones metalicos aqui probados podria
deberse a la existencia de mecanismos de
exclusion que impiden la entrada de esos
metales a niveles excesivos manteniendo
las concentraciones intracelulares a niveles
normales; especialmente en el caso del
Mn, metal ante el cual A. fequilana mostro6
extrema tolerancia ya que no se observaron
efectos toxicos aun en plantas expuestas a
muy altas concentraciones (100 mM). La
exclusion puede también estar jugando un
papel en el caso de su tolerancia al Co el
cual, aunque es toxico para otras especies
vegetales a concentraciones micromolares
(Collins et al., 2010; Gopal et al., 2003), se
requirio utilizar a una concentracion de 50
mM para generar efectos visibles y parece
ser incorporado o transportado a las hojas
de A. tequilana con menos eficiencia que
el Cuy Cd.

Sin embargo, nuestros resultados muestran
que el A. tequilana tiene la capacidad de
tomar y transportar Cu, Co y Cd hacia sus
hojas en altas cantidades y que las tolera
dentro de sus tejidos en mayor grado que
otras especies. Los mecanismos utilizados
por los agaves para absorber, transportar,
almacenar y tolerar esas altas cantidades
de metales deben ser elucidados; particular-
mente porque este tipo de plantas xerofitas
suculentas poseen adaptaciones especiales
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para desarrollarse en ambientes extremos
como su metabolismo acido tipo “CAM”
de las Crasulaceas, y pueden poseer también
mecanismos celulares y bioquimicos de ho-
meostasis nutricional alternos a los descritos
en otras plantas. El papel de proteinas “que-
lantes” como las metalotioneinas, las cuales
tienen un espectro de union a metales amplio
y le permiten a las células detoxificarse
formando complejos con diversos cationes
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metalicos, esta siendo explorada en A. tfequi-
lana (Cen-Cen, 2013); aunque no es claro
que tengan un papel confiriendo tolerancia
a Cd en plantulas de A. lechuguilla (Mén-
dez-Hurtado et al., 2013). La induccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por Cd
y Zn, como ocurre en otras plantas (Liny
Aarts, 2012), también debe ser analizada en
esta especie. La identidad, afinidad y especi-
ficidad de los transportadores involucrados
en la toma, transporte y distribucion de
metales en los agaves debe ser elucidada. La
posible interaccion en la toma de distintos
metales puede ser estudiada en cultivos in
vitro, utilizando soluciones nutritivas.

Hasta donde llega nuestro conocimiento,
no existen reportes previos indicativos de
que las plantas cultivadas de 4. tequilana
acumulen cantidades altas de metales en sus
tejidos. Esto probablemente se debe a que
este cultivo no se encuentra naturalmente
expuesto a suelos con altas cantidades de
metales. Sin embargo; considerando la no-
table produccion de biomasa de los agaves
y la existencia de especies que crecen en
zonas mineras; experimentos de larga dura-
cion, en suelo son requeridos para explorar
el potencial de esta especie como agente
biorremediador.

CONCLUSIONES

A. tequilana es una especie tolerante a muy
altas concentraciones de iones metalicos; en
particular a Mn**, Co?*, Zn*", Cd*" y Cu*';
los cuales tolera a concentraciones mil veces
0 mas altas que otras plantas, y es capaz
de acumular en sus hojas una alta cantidad
de metales sin presentar sintomas de toxi-
cidad, especialmente Cd. La capacidad de
los agaves para hiperacumular metales en

exposiciones prolongadas, asi como su po-
sible utilidad como agente biorremediador
de suelos contaminados con metales pesados
debe ser determinada. Los mecanismos bio-
quimicos y celulares involucrados en la gran
tolerancia de los agaves ante iones metalicos
deben ser elucidados.
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