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Castaifieda-Espinoza, J. D. 2022. Estudio ecotoxicologico de Dodonaea viscosa
en jales de Huautla, Morelos: marcadores morfolégicos, genéticos, quimicos y de
bioacumulacién. Tesis doctoral. Doctorado en Ciencias Naturales, Universidad
Autonoma del Estado de Morelos.

Resumen

La industria minera constituye una actividad de importante impacto econémico en
México. Sin embargo, muchas zonas del pais han sido contaminadas por los
residuos que produce esta actividad, principalmente por la mala disposicion de los
relaves mineros, que contienen elementos potencialmente tdxicos como los
metales. Dodonaea viscosa (L.) Jacq. es una planta de amplia distribuciéon que se
expande por casi todo el territorio mexicano y es utilizada en la medicina tradicional
para tratar muchas dolencias. Esta especie se ha encontrado asociada con areas
contaminadas, incluyendo relaves mineros. Huautla, Morelos, México, fue un
distrito metalurgico donde las actividades mineras generaron 780,000 toneladas de
desechos ricos en metales, depositados a 500 m del pueblo sin tratamiento alguno;
esta situacién se ha relacionado con diferentes amenazas ambientales y riesgos
para la salud humana. El estudio se realizé durante 18 meses sobre plantulas
desarrolladas bajo condiciones de invernadero en dos tratamientos: sustrato testigo
y sustrato de relaves de mina. Se midi6 la concentracion de seis metales (Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb y Zn) mediante espectrofotometria de absorcion atdomica en tejidos
vegetales, raices y hojas. Los efectos de la exposicion al metal se analizaron en la
morfologia, concentracion de los metabolitos secundarios y dafo genético en el
tejido foliar utilizando el ensayo del cometa. Los resultados mostraron
concentraciones de metales significativamente mas altas en las raices y las hojas
de los individuos que crecian en el sustrato jale en comparacion con los mismos
tejidos de plantas que crecian en el sustrato control. Se registraron relaciones
positivas y significativas entre el tiempo de exposicion y la concentracion de
metales en raices y hojas, y entre la bioacumulacion de metales en hojas y el dafio
genético. Glucésido de quercetina y rutina mostro relaciones positivas vy
significativas con todos los metales analizados. Cuatro de los seis caracteres
micromorfologicos y de tamafio evaluados disminuyeron significativamente en las
plantas expuestas, excepto el indice estomatico y la biomasa de raices. Los
metales mas importantes en términos del numero de caracteres micromorfolégicos
y de tamafo significativamente afectados mostraron el siguiente patrén: Fe > Cd =
Cr =Pb > Cu > Zn. D. viscosa es un acumulador eficiente de Cu, Cd, Fe, Pb y Zn
en sus tejidos de raices y hojas. En general, los factores de translocacion de
metales en las plantas expuestas de D. viscosa mostraron el siguiente patrén: Zn >
Cu > Cd. Concluimos que D. viscosa tiene potencial para fitoextraer (Zn, Cuy Cd) y
fitoestabilizar (Cu, Cd, Fe, Pb y Zn) metales de suelos contaminados y, junto con su
abundancia, establecimiento natural en relaves mineros y los altos niveles de
translocacioén de metales y factores de bioconcentracion, sin afectar el desarrollo de




la planta, puede ser un candidato ideal para la fitorremediacién de suelos
contaminados por metales.

Palabras clave: Metales pesados, - factor de translocacién, - factor de
bioacumulacion, - fitorremediacidon, metabolitos secundarios Dodonaea viscosa

Introduccion general

En las ultimas décadas las actividades antropogénicas han intensificado de
manera sustancial el deterioro ambiental del planeta (Volke y Velasco, 2002). La
mineria en México constituye una de las actividades con mayor importancia tanto
econdmica como sociocultural. La mineria es una de las industrias con mayor
impacto econdmico por la obtencion de metales como oro (Au), plata (Ag), hierro
(Fe), cobre (Cu), cadmio (Cd) y plomo (Pb). Esta actividad minero-metalurgica
requiere de la excavacion de minas, la remocién de minerales y procesos de
extraccion de los metales (Espino-Ortega, 2014), sin embargo, esta actividad
genera impactos negativos al ambiente ya que crea grandes cantidades de
residuos liquidos, gaseosos y solidos, siendo estos ultimos denominados Jales,
colas, relaves o tailings, los que mas se asocian con efectos negativos al ambiente
(Romero et al., 2008; Romero y Gutiérrez-Ruiz, 2010). Los jales son residuos de
granulometria fina (€50 ym) que se producen durante el proceso de recuperacion
de los metales, frecuentemente los jales son depositados en sitios aledarnos a las
minas sin algun tratamiento, generando un riesgo potencial para el ambiente por el
contenido de los elementos potencialmente toxicos (EPT's) como los metales
pesados (MP). Los MP son considerados elementos peligrosos para la biota,
debido a que no pueden ser metabdlicamente asimilados. La concentracién de MP

mas alla de los limites maximos permisibles promueve efectos adversos para la




salud, debido a la interferencia con el funcionamiento normal de los sistemas vivos.
Esto se debe a que los elementos de MP se acumularan en los tejidos corporales
de los organismos vivos (bioacumulacién) aumentando su potencial toxico y luego
aumentaran su concentracion a medida que pasen de niveles tréficos inferiores a
niveles troficos superiores (biomagnificacion), afectando todos los niveles de
organizacion biologica -desde las moléculas hasta los ecosistemas- (Khan et al.,
2008; Mussali-Galante et al., 2013).

La contaminacion por MP se ha convertido en una gran preocupacion a nivel
mundial, debido a su persistencia y toxicidad que generara al medio ambiente e

incluso para el hombre (Hernandez-Mufioz et al., 1992; Ceribasi y Yetis, 2001).

La toxicidad de los MP esta dada por la exposicion y los subsecuentes
efectos en los organismos asociados, este proceso se puede analizar en: la
exposicion externa, la dosis interna, los efectos biolégicos tempranos, alteraciones
en estructura y funcion celular, cambios fisiolégicos y la aparicion de la enfermedad
(Heuvel y Davis, 1999).

La absorcién de MP por los productores primarios (plantas), es el primer
paso para su incorporacion a la red trofica (Prieto et al., 2009), la bioacumulacién
de los metales en plantas puede variar entre familia, género o especie (Calow,
1993). Se ha propuesto que esta variacion esta relacionada con estrategias de
absorcion de MP presentes en organismos, como: a) capacidad de evasion
(mediante la impermeabilidad y/o excrecion de metales) y b) tolerancia
(acumulacion de cantidades excesivas de MP), a las especies con estas

caracteristicas se les denomina hiperacumuladoras.




Los MP pueden tener efectos negativos sobre los organismos: a) inhibicién
de la germinacion de semillas, b) disminucién del crecimiento y desarrollo de
plantulas, c) disminucion de biomasa, d) alteraciéon de procesos bioquimicos, como
la produccion de metabolitos secundarios, e) cambios en la diversidad genética, y f)
dafo genético (Tovar-Sanchez et al.,, 2012; Mussali-Galante et al., 2013;
Hernandez-Lorenzo, 2014; Santoyo, 2015; Murillo, 2015).

Mineria en México

En México, se documenta que las 32 entidades federativas tienen
yacimientos mineros (CEFP, 2013), la mineria ha generado una gran cantidad de
sitios contaminados por MP y se ha documentado que el 65% de la contaminacién
industrial proviene de la industria minera (Carrizales et al., 2005). En particular en
la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), con una vegetacion
predominante de bosque tropical caducifolio (Rzedowski y Rzedowski, 2001;
Dorado et al., 2005). En el municipio de Tlaquiltenango, Morelos, se localiza el
poblado de Huautla, fue reconocida como una zona minera por excelencia durante
los siglos XVIII y XIX. Como consecuencia de esta actividad se acumularon en dos
jales que contienen aproximadamente 780,000 t de desechos, que se encuentran a
la intemperie y sin ningun manejo (Volke et al., 2004). Los MP que mas abundan en
la zona son el Pb y el arsénico (As), ademas de otra cantidad de material no
procesado rico en Pb, Cd y manganeso (Mn). Una de las especies vegetales bien
representada en los jales es Dodonaea viscosa, la cual se caracteriza por presentar

una amplia distribucién geografica y estar asociada a ambientes perturbados,
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ademas es una especie que se ha reconocido como hiperacumuladora de MP. Por

lo que representa un sistema ideal para realizar estudios ecotoxicolégicos.

Métodos de remediacion para los metales pesados

Los métodos convencionales actuales para remediar suelo y agua
contaminados por MP, como la excavacion ex situ, el vertido de los suelos
contaminados (Zhou y Song, 2004), la desintoxicacién (Ghosh y Singh, 2005) y la
remediacion fisico-quimica son costosas (Danh et al., 2009), consume tiempo,
trabajo exhaustivo, incrementa la movilizacion de contaminantes y destruye la
estructura edafica y bidtica del suelo. Por lo tanto, estas técnicas de remediacién
no son financieramente adecuadas para grandes areas contaminadas (Baccio et

al., 2003).

La biorremediacién se desarroll6 como una tecnologia para degradar
contaminantes a un nivel bajo de téxicos mediante el uso de microorganismos. Sin
embargo, el uso de esta tecnologia para remediar areas contaminadas mediante la
aplicacién de organismos vivos fue menos exitosa para MP y contaminantes
organicos. Las plantas son capaces de metabolizar sustancias producidas en
ecosistemas naturales (Vidali, 2001). La fitorremediacion es un enfoque en el que
se aplican plantas para desintoxicar areas contaminadas (Garbisu y Alkorta, 2001;

Mangkoedihardjo y Surahmaida, 2008).

Fitorremedacion

La fitorremediacidn es una tecnologia prometedora de bajo costo en donde
se utilizan plantas para desintoxicar areas contaminadas (Mangkoedihardjo vy

Surahmaida, 2008), mas amigable con el medio ambiente. Ayuda a inmovilizar,
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degradar, eliminar o desintoxicar contaminantes, incluidos MP, pesticidas,
hidrocarburos y solventes clorados (Zhang et al., 2010). Una especie ideal para la
utilizacién en la fitorremediacion con éxito debe tener una tasa de crecimiento
rapida, alta biomasa, un sistema de raices excesivo, acumulacion de alta
concentracion de MP y una alta tolerancia cuando se expone a altas
concentraciones de MP (Garbisu y Alkorta, 2001). Nagaraju y Karimulla (2002)
sugieren algunas especies vegetales con potencial para la remediacion de suelos
contaminados con diferentes tipos de elementos trazas, entre ellas se encuentran
Jatropha curcas (Euphorbiac eae), Dodonaea viscosa (Sapindaceae) y Cassia
auriculata (Fabaceae). Una de las especies vegetales bien representada en los

jales de Huautla es D. viscosa.

Especie en estudio Dodonaea viscosa

Descripcion botanica

La especie D. viscosa es un arbusto perennifolio, de dos a tres metros de
altura, pegajoso, con hojas alternas, sésiles o casi sésiles, angostas, de hasta 12
cm de largo, resinosas en la cara superior, con pequenas flores, unisexuales,
amarillentas, con dos a cinco pétalos (en realidad tépalos, ya que no se distinguen
sépalos y tépalos), las flores masculinas con 5 a 8 estambres de filamentos cortos
y anteras grandes, y con el ovario rudimentario; las flores femeninas con los
estambres rudimentarios muy pequefos y su fruto es seco (Rzedowski y

Rzedowski, 2001).




Distribucién geografica

Dodonaea viscosa es una especie cosmopolita y tiene una amplia
distribucion geografica en Meéxico. Se ha registrado en los estados de
Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, Cuidad de México, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz
y Yucatan (Villasehor y Espinosa, 1998). Las condiciones geograficas vy
ambientales donde crece y se desarrolla no son determinantes para su distribucion
espacial, pues se le encuentra en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los
2600 m, desde zonas desérticas hasta bosques perturbados (Rzedowski vy

Rzedowski, 2001).

Dodonaea viscosa como especie hiperacumuladora

Lalehgani y Baradar (2016) han propuesto a D. viscosa como especie
hiperacumuladora en la absorcion de cesio-133 y estroncio-84, por lo que
consideran a la especie recomendable para fitorremediador ambientes
contaminados por estos metales. Por su parte, Khudhair y Zaki (2017) documentan
que D. viscosa es una especie hiperacumuladora de plomo (Pb) en la raiz y partes
aéreas. Por otro lado, D. viscosa mostré una buena capacidad de acumulacion de
metales pesados en un suelo impactado por jales, mostré enriquecimiento multiple

de metales pesados como Cr, Ni, Co, Fe, Mn, Cu, Zn (Nawab et al., 2016).
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Mecanismos de genotoxicidad por metales pesados

La toxicidad de los MP esta en funcion de la efectividad del transporte de
membrana, ya que ésta condiciona el tiempo de permanencia con sus moléculas
blanco, lo que depende de diversos factores como son: a) tipo de compuesto al que
se haya expuesto el organismo, b) dosis, c) via de exposicion y d) tipo celular
(Hartwig, 1995; Ferrer, 2003). En general, los mecanismos en que los MP producen
dafo al ADN son: a) estrés oxidante por la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), b) interferencia con las enzimas involucradas en el metabolismo de
los acidos nucleicos, c) alquilacion de bases, d) formacién de aductos y e)
entrecruzamientos inter e intracadena (Mussali-Galante et al., 2013).

El estrés oxidante es una condicién que resulta por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) potencialmente tdéxicos como
el anién superoxido (O2-), el perdxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH), y las actividades de los sistemas de secuestro de éstas, en los que se
incluyen enzimas como son la superdxido dismutasa, la catalasa, la peroxidasa y la
peroxiredoxina. Cuando las ERO no son secuestradas, estas reaccionan con el
ADN oxidando el esqueleto azucar-fosfato y las bases; esta reaccion con los
azucares provoca su fragmentacion, que lleva a la pérdida de la base nitrogenada y
al corte de la cadena.

Asimismo, éstas pueden reaccionar con las enzimas involucradas en los procesos
de reparacion del ADN cambiando su estructura, lo cual conlleva a su
desactivacion; por lo tanto, si el dafio es muy extenso no alcanza a ser reparado

por completo y durante la replicacion de ese segmento, el ADN polimerasas




pueden incorporar bases equivocadas al leer la base oxidada, perpetuando asi la
alteracion (Ramos et al., 2006; Tapia y Araya, 2006).

Como consecuencia del creciente interés por evaluar los efectos causados
por distintos agentes potencialmente genotdxicos, se han desarrollado varias
técnicas que permiten cuantificar el dafio al ADN, dentro de las cuales algunas de
las mas utilizadas son: a) intercambio de cromatidas hermanas (ICH), b) ensayo de
Ames, c) micronucleos, d) aberraciones cromosémicas y e) electroforesis unicelular
alcalina o ensayo cometa (Prieto et al., 2006). Esta ultima ha tenido recientemente
gran aceptacion debido a su grado de sensibilidad, por la rapidez con la que se
realiza, por su capacidad de utilizar cualquier tipo celular eucarionte, ademas de
permitir la evaluacion de células individuales y que la cantidad de muestra
necesaria es pequeiia (1.5x10* células; Valverde et al., 1999; Mussali, 2001;
Marquez et al., 2003; Vindas et al., 2004). Asimismo, esta técnica ha sido utilizada
con gran éxito para la evaluacion del efecto genotdxico de los MP sobre la biota y
como importante biomonitor ambiental (Mussali-Galante et al., 2013).

El ensayo cometa como una técnica de evaluacion genotéxica

Ostling y Johanson (1984 ) proponen la electroforesis unicelular alcalina para
la deteccion de dafio genotoxico en células individuales. Consiste en una
electroforesis en microgel, donde las células han sido cubiertas con agarosa y
colocadas en una solucion de lisis con base en detergentes; a continuacién, son
sometidas a un campo eléctrico, son marcadas con fluorocromos y finalmente
observadas en un microscopio de fluorescencia, donde las células se asemejan a

la forma de un cometa. En los ultimos afios la metodologia ha sufrido




modificaciones que permiten mayor sensibilidad en la deteccion de dafo
genotdxico, asi como adaptaciones a distintos tipos celulares, las mas relevantes
son: en el pH de la solucion de lisis, en el pH del amortiguador usado durante la
electroforesis, en el voltaje de electroforesis, en el tiempo de desenrollamiento de
ADN y en el de corrimiento durante la electroforesis (Mussali, 2001; Martinez-
Pacheco, 2008; Cervantes-Ramirez, 2009).
Metabolitos con relacion a los metales pesados

En plantas superiores, el estrés bidtico (por ejemplo, el ataque de herbivoros
0 patdégenos), asi como el estrés abiotico (MP) a menudo inducen la sintesis y
acumulacién de los mismos metabolitos secundarios (MS) relacionados con la
defensa (Mithofer et al., 2004). Eder y Cosio, 1994 documenta que las plantas
poseen mecanismos de defensa bioquimicos que previenen o reducen el dafo
generado. La defensa incluye la induccion tanto de la biosintesis de novo como de
la rapida acumulacién de MS. Estos compuestos representan moléculas organicas
de bajo peso molecular que no son necesarias para los procesos fisiologicos
normales de la planta y, ademas, exhiben diferentes actividades biologicas (Kuc,
1995). Los MS tienen una gran diversidad quimica. Independientemente de la
especie de planta o taxén, se encuentran las principales clases de metabolitos
secundarios, como flavonoides, terpenoides y alcaloides (Kuc, 1995).

La importancia de realizar estudios en estos sistemas biolégicos es conocer
el comportamiento de las plantas ante los efectos de los metales pesados, los
cuales podrian ser utilizados en estudios de fitorremediacion de suelos

contaminados por estos agentes toxicos, debido a que son elementos clave en la
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dinamica de los ecosistemas, y que son la base de las piramides alimenticias en
estos ecosistemas.

Justificacion

En México existen una gran cantidad de sitios contaminados por MP. En
particular, en Huautla, Morelos, en donde se reportan 780,000 toneladas de
desechos, a la intemperie y sin ningun manejo. Una de las especies vegetales bien
representada en los jales es D. viscosa, una especie reconocida como
hiperacumuladora de MP, el cual puede ser un sistema ideal para realizar estudios
ecotoxicoldgicos. Por lo que es importante realizar estudios en estos sistemas
bioldgicos, para conocer el comportamiento ante los efectos de acumulacién de los

MP en diferentes caracteres morfolégicos, quimicos y genéticos.
Hipotesis

Si los individuos de Dodonaea viscosa son capaces de crecer y reproducirse
en los jales de Huautla, Morelos, los cuales contienen metales biodisponibles,
entonces se espera que estos bioacumulen metales pesados en sus tejidos

incrementando los niveles de dafio genético, cambios en los caracteres

morfoldgicos, asi como alteraciones en la composicion de metabolitos secundarios.

Objetivo general
Evaluar el efecto de los MP provenientes de los jales mineros de Huautla,
Morelos sobre los caracteres morfologicos, genéticos, quimicos y de

bioacumulacién en D. viscosa bajo condiciones de invernadero.
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Objetivos particulares
e Caracterizar parametros morfoldégicos (micro y macromorfologia) en individuos
de Dodonaea viscosa creciendo en sustrato jal y testigo en invernadero.

e Evaluar el dafo genético foliar de Dodonaea viscosa creciendo en invernadero

con sustrato jal y testigo.
e Cuantificar la bioacumulacién de Fe, Cr, Cd, Cu, Mn, Zn y Pb en raiz y hoja en
Dodonaea viscosa expuesta en jal.
e Evaluar los grupos de compuestos quimicos que presenta Dodonaea viscosa
creciendo en sustrato jal y testigo.
Materiales y Métodos
Sitios de estudio
El sitio de estudio corresponde a los jales ubicados en el poblado de
Huautla, Morelos, en donde se encuentran dos jales inactivos desde hace mas de
20 anos y a una distancia aproximada de 500 m de la poblacion (Velasco et al.,
2004), esta zona se localiza en el interior de la REBIOSH, con una vegetacion
predominante de bosque tropical caducifolio (Rzedowski y Rzedowski, 2001;
Dorado et al., 2005).
Sitios expuestos: Los jales se encuentran en los paralelos 18°26°36.37 'N-
99°01°26.717°0 y 18°26°22.62"'N-99°01'51.71°0 a 500 m y 100 m
respectivamente del poblado, con una separacion entre ellos de 3 kildbmetros
(Figura 1). Los jales fueron explotados para extraccion principalmente de Ag, Pb y

Zn.

S
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Sitio control: Se localiza en el poblado Quilamula ubicado al sur-oeste del municipio
de Tlalquitenango, Morelos en los paralelos 18°30°52'N y 98°59°59°°0, a una
altitud de 1100 msnm, Se optd por el poblado Quilamula ya que presentan
condiciones geograficas, climaticas, y de vegetacidn muy similares a las del
poblado de Huautla, con la diferencia de que en estos sitios no presenta actividad
minera, ni posee residuos de esta actividad (Figura 1).

En los sitios expuestos se obtuvo las muestras de jale y en el sitio control se obtuvo

el suelo y las semillas.

REBIOSH %%

Quilamula

Huautla

Figura 1. Sitios de estudio.
Obtencion de las semillas

Las semillas se recolectaron en el sitio control (Quilamula) de acuerdo a
Gold et al. (2004), se realizd un transecto, y se recolectaron los frutos de 20
individuos elegidos al azar, se recogieron el 20% de las semillas maduras en ese
momento, con la finalidad de tener representada la variabilidad genética de la
especie, la colecta se realiz6 en el mes agosto cuando presentan frutos (Longitud:

18.509225, Latitud -99.013505).

et
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Tratamiento pre-germinativo:

Las semillas recolectadas fueron
sumergidas en un litro de agua a 75°C,
durante 3 minutos, para remover la cuticula,

la cual es una capa cerosa impermeable que

actia como barrera fisica para el agua y

Figura 2. Semillas de D. viscosa con
radicula con 7 dias después del tratamiento
pregerminativo en caja Petri con papel filtro
pasado el tiempo, se colocaron en agua a y con agua.

agentes externos (Megias et al, 2015),

temperatura ambiente (25°C+3°C), durante 12 horas (Camacho et al., 1993).
Posteriormente se colocaron en cajas Petri (100 x 15 mm) con papel filtro

humedecido hasta la obtencion de la radicula (Aproximadamente de 15 dias; Figura

2).

Figura 3. Semillas de D. viscosa a) con radicula y b) sembradas en 200 macetas con suelo.

Disefio experimental:
El crecimiento y desarrollo de las plantulas de D. viscosa se llevd a cabo
bajo condiciones de invernadero. El Centro de Investigacién en Biodiversidad y

Conservacion (CIByC), en el campus Chamilpa UAEM.
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Se trasplantaron los individuos con
una edad de 2 meses a 100
macetas  sustrato-jale y 100
macetas con sustrato-control

(Figura 4). Se realiz6 una cosecha

cada 90 dias, se muestrearon al

Figura 4. Plantulas de D. viscosa de 15 cm

azar seis individuos de cada

trasplantadas en jale y suelo de Quilamula.

tratamiento y se les evalu6 el dafio genético mediante ensayo cometa, morfolégico

(macro y micromorfologia), quimico y de bioacumulacién de MP.

Evaluacién de daino genético con Electroforesis unicelular alcalina (ensayo

cometa)

Para evaluar el dafo genético se utilizd la técnica de electroforesis

unicelular alcalina (pH 13), de acuerdo a Rojas et
al. (1999; ensayo cometa). Se recolectaron 6
hojas de 6 individuos de sustrato-jale y sustrato
control de D. viscosa de forma azarosa. Se
aislaron los nucleos de las células, para ello, las
muestras de tejido vegetal se colocaron en cajas

de Petri oscuras con 250 yl de PBS a una

um

Figura 6. Se observa la medicion de la
cauda (fragmentacién del ADN) de un
cometa con bromuro de etidio, en el
microscopio de fluorescencia.

temperatura de 4 °C; se realizaron diversos cortes. La muestra con los cortes se

dejo reposar por un momento para permitir a los nucleos se precipitaran. Una vez

que los nucleos se precipitaron, se embebieron en agarosa de bajo punto de fusidn

(LMPA) al 1 % a 4 °C, se colocé en un portaobjeto previamente preparado con una
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capa con 80 ul de LMPA al 0.5% y por ultimo se le coloco otra capa con 80 pl de
LMPA al 0.5% (Figura 5). De cada muestra se prepararon dos laminillas (Tice et al.,
2000). Posteriormente las muestras fueron colocadas en una

solucién de lisis (2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Trisma-base pH
10) con 1 % Triton-X y 10 % DMSO
10% y aforada a 100 ml en vasos
Koppling a 4 °C por 24 h.

Transcurrido el tiempo, los geles se

Figura 5. Portaobjetos preparados con 80 ul de LMPAal colocaron en una camara de

0.5% y con 80 ul de LMPA al 0.5%. _ .
electroforesis cubiertos con

amortiguador alcalino a 4 °C [NaOH (300 mM) + 1 mM EDTA; (pH 13.0) ] por 20
minutos para el proceso de desenrollamiento del ADN; la electroforesis se realiza a
300 mA y 25 Volts por 20 minutos, en condiciones de oscuridad. Finalmente, los
geles fueron neutralizados con Tris (0.4 M pH 7.5; tres lavados por 5 min; Tice et
al., 2000) y fijados con etanol absoluto a 4 °C por 10 minutos. Para analizar el
efecto genotoxico, se analizé como parametro indicador del dafio al ADN la longitud
de la cauda del cometa (migracion del ADN) en 100 nucleos consecutivos (50
nucleos por laminilla, dos laminillas por muestra), se le coloco 25 pl de un
fluorocromo (bromuro de etidio al 10 %) y se observd en el microscopio de
fluorescencia Carl Zeiss modelo Axiostar Plus H-BO-100, con filtros de excitacion

de 515-560 nm y de barrera de 590 nm, utilizando el software Comet IV (Figura 6).

et
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Caracteres morfologicos de D. viscosa: macro y micromorfolégico

Se evaluaron los cambios macromorfoldgicos de D. viscosa, en: hojas, tallo y
raiz. De cada estructura se obtuvo el peso fresco y peso seco (g) y se cuantifico:
altura, diametro basal y numero de hojas totales (Figura 7a). En particular, las
raices se lavaron con agua corriente (por tres ocasiones) para eliminar el exceso
de jale o suelo, posteriormente fueron sometidas a un ultimo lavado con agua
destilada. Para obtener el peso seco de las hojas y raiz se secaron en una estufa

eléctrica a 50 °C hasta alcanzar un peso constante (Figura 7b).

b)

Figura 7 a) Medicion de la altura, numero de hojas y diametro basal de los individuos de los
diferentes tratamientos, b) Se colocaron en bolsas de papel de estraza a los individuos para el
proceso de secado en la estufa eléctrica.

Para la parte micromorfolégica: La parte aérea de la planta se secciond en
tres segmentos; apical, media y basal tomando una hoja de cada seccion, se
prensaron y secaron a 60 °C. Una vez secas, se realizaron tres laminillas
(impresiones foliares) de la lamina foliar abaxial, posteriormente se tomé una
muestra en seco de 1 x 1 cm de la parte media, intercostal y cercana a la
nervadura central, las impresiones foliares se realizaron mediante la técnica de

réplica con pegamento de cianoacrilato.

17

—
| —



El indice estomatico se
calcul6 de acuerdo con
Salisbury (1928), lo anterior
bajo el siguiente procedimiento:
se colocod la laminilla con la

impresion y se selecciond un

campo visual de forma

, Figura 8. La flecha amarilla muestra una célula epidérmica. La
aleatoria, en el cual Se figchanegra muestra una estoma.

contabilizé el numero de
estomas (células guarda) y células tabicadas (células epidérmicas no estomaticas;
Figura 8.); para calcular el indice estomatico se consideré como campo el area de
observacion del microscopio 6ptico (40 X), asi mismo se tomaron en cuenta solo
las células estomaticas y las células tabicadas que tuviesen toda su area o al
menos un 60% dentro del campo muestreado. Para la medicion del ancho y largo
de la estoma se utilizé el programa de imageJ® version 1.52v. Se utilizé la siguiente
férmula para obtener el indice estomatico: I.LE = (N.E. / N.E. + N.C.E) x100; Donde
I.LE. = indice estomatico, N.E. = numero de células estomaticas (células guarda) por
unidad de area foliar, N.C.E. = numero de células tabicadas (epidérmicas no
estomaticas) ordinarias por unidad de area foliar (Paniagua-Ibafiez, 2010).
Bioacumulacion de metales

Una vez lavadas las muestras con agua desionizada, se secaron a 50 °C en
una estufa eléctrica por 72h, se pulverizé y se tomaron .25 g para llevar a cabo el

proceso de digestion con 10 ml de acido trioxonitrico (HNO3) concentrado, se aford
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a 50 ml con agua destilada (Figura 9). Posteriormente se analizé por
espectrofotometria de absorcion atémica en el Centro de Investigacion en

Biotecnologia (CEIB-UAEM; Figura 10).

Figura 10. Cuantificacion de metales pesados en el espectrofotémetro de absorcion atémica

Fitoquimica foliar
Obtencién de los extractos de D. viscosa

Se recolectaron las hojas de 6 individuos de cada sustrato jale y control de
D. viscosa (cada 90 dias por 6 ocasiones), se secaron en una estufa eléctrica a 50

°C por 72 h, se pulverizaron y posteriormente se llevé a cabo una maceracion, se
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colocaron 200 mg de cada individuo en un vial y se le agrego 10 ml de metanol
grado HPLC por 48 horas, posterior se filtré6 (Whatman 16) y se liofilizo.
Analisis HPLC

Los analisis cualitativos y cuantitativos de los extractos de sustrato jale y
control se realizaron en un modulo de separacion Alliance 2695 (Waters, Milford,
MA, EE. UU.) junto con un detector PDA Spectral System UV2996. La separacion
de los compuestos se llevé a cabo utilizando una columna SupelcosilTM LC-F (4,6
mm 250 mm, 5 m, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, EE. UU.). La fase movil consistio
en una mezcla de dos disolventes: el disolvente A (acido trifluoroacético-agua, 0,5
%, viv) y B (acetonitrilo). El sistema de gradiente que se utilizé fue el siguiente: 0—1
min, 100-0% B; 2—3 min, 95-5% B; 4-20 min, 70-30 % B; 21-23 min, 50-50 %,
24-25 min, 20-80 % B, 26-27 min, 0—100 % B y 28-30 min 100-0 % B. El flujo se
mantuvo a 0,9 mL min-1, y el volumen de inyeccidn de la muestra fue de 10 uL La
longitud de onda del detector de matriz de fotodiodos se fij6 en 340 para luteolina
(Lu) y 360 nm para glucosido de quercetina (GQ) y rutina (Ru), fueron identificados
por comparacion de los tiempos de retencion y los espectros UV con los
compuestos de referencia (estandares comerciales) para la identificacion y para la
cuantificacion se estimaron por interpolacion de las areas de los picos y
comparacién con una curva de calibracidn construida para cada uno de los
compuestos. Las curvas de calibracion para GQ, Ru y Lu, se inyectaron
concentraciones ascendentes (12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL) de estandares

comerciales [p. €j., rutina, glucosido de quercetina y luteolina (Sigma-Aldrich)].
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La curva de calibracién fue lineal en el rango de 12.5-200 pg/mL de GQ
(Y=2820.7x-5170.8, R2=0,999), Ru (y = 17389x + 1980.4, R2 = 0,999) y Lu (y =
45894x — 29106, R2 = 0,999).

Analisis estadistico

El analisis y el procesamiento de los datos se utilizé el paquete estadistico
Stadistica 8. Se realiz6 un analisis de regresion para determinar la relacion entre el
tiempo de exposicion al jale y FBC en la raiz, FT en hoja (Cd, Cr, Cu, Fe, Pby Zn)

en D. viscosa en crecimiento.

Se realizaron analisis de regresion para evaluar la relacidn entre la
bioacumulacién de metales y el dafo genético (rompimiento de cadena sencilla),
caracteres de tamafio (altura, numero de hojas, biomasa de raiz y hoja), caracteres
micromorfoldgicos (indice y cobertura estomatica) y la produccion de metabolitos

secundarios en individuos de D. viscosa creciendo en sustrato control y jale.

S
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Resultados

En general, los resultados del analisis de varianza de dos vias muestran que el
tratamiento (T), el tiempo de exposicion (t) y la interaccidn entre estos dos factores
(T x t) tuvieron un efecto significativo en el dano genético, el tamafo de la planta y
los caracteres micromorfolégicos de D. viscosa analizados durante 18 meses. Para
el tratamiento con sustrato de jale, las plantas de D. viscosa mostraron caracteres
micromorfologicos y de tamano significativamente mas bajos que las plantas del
tratamiento control. En contraste, las plantas que crecen en sustrato jale registraron
un mayor dano genético. Las unicas excepciones fueron el indice estomatico y la

biomasa de raices, donde no hubo efecto del tratamiento.

Daio genético

Se puede apreciar los nucleos de D. viscosa del sustrato control (fig.11a) y
sustrato jale (fig.11b) obtenidos mediante la técnica de electroforesis unicelular

alcalina pH13 (figura11).

a) b)

Fig.11 Se observa nucleo de individuo control (a) y nucleo de individuo jale (b) de D.

viscosa mediante la técnica de ensayo cometa pH13 y observados a 40X.
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Los resultados del analisis de dafio genético de 7200 nucleos de células foliares de
D. viscosa muestran diferencias significativas entre los tratamientos (Control vs
jale) en la induccion de rompimientos de cadena sencilla observable mediante la
longitud de cauda de los cometas durante la ontogenia de la especie. El dafio
genético promedio + Error estandar evidenciado mediante el ensayo cometa en los
individuos que se encuentran en tratamiento e individuos control. En general, los
niveles de dafo en el ADN aumentaron significativamente a lo largo del tiempo de

exposicion para ambos tratamientos (tabla 1).

Tabla 1. Darno al ADN (longitud de cauda, micras) por MP (promedio * error estandar) de D.
viscosa a través del tiempo (meses).

Tiempo (meses) Sustrato
Control Jale
Daiio genético (Longitud
de cauda) (um)
3 14.67 +£0.18 a 24.94 +0.27 A *
6 15.16 = 0.26 a 30.02 +£0.38 B *
9 26.22 +0.35 b 48.98 +0.59 C *
12 28.74 £ 0.39 C 58.67 £ 0.068 D *
15 31.09+0.41 d 60.35+0.77 D *
18 32.37+0.40 d 62.72 +0.78 E *
Tratamiento (T) F 7155 = 6421.52%%%
ANOVA Tiempo (t) Fs 5155 = 1193.84%%*
Txt Fs 7155 = 150.73%%%

Media + desviacion estandar y ANOVA de dos vias para detectar el efecto del tiempo, el
tratamiento (control y jale) y la interaccion (tratamiento x tiempo) en los niveles de dafio
genético en individuos de D. viscosa en crecimiento en condiciones de invernadero
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Morfologia

En general, se observd que los caracteres tamafio y micromorfolégicos
foliares en los individuos de D. viscosa muestran una reduccion los individuos del
jale con respecto a los individuos control (Fig. 12), se muestra un efecto
significativo en cada uno de los caracteres analizados a excepcién en la parte
micromorfolédgica en el Indice estomatico, no se observaron diferencias
significativas entre control y jale. Durante los primeros 6 meses de exposicion, la
cobertura estomatica no difirid entre tratamientos; a partir de entonces, estos
valores fueron mayores en las plantas de control. Asimismo, para ambos
tratamientos se observd un incremento en la cobertura estomatica hasta los 9
meses de exposicion, la cual se mantiene hasta el final del experimento. En la
cobertura estomatica se observa diferencias significativas entre control y jale (tabla

2).

Durante los primeros 3 meses de exposicion, la altura de la planta no se vio
afectada por ningun tratamiento; sin embargo, después de 6 meses de exposicién,
las plantas de control mostraron valores de altura de planta significativamente mas

altos en comparacién con las plantas que crecian en sustrato de jale (tabla 3).

El numero de hojas aumentd significativamente en las plantas del sustrato
control a lo largo del tiempo, en contraste con las plantas que crecieron en el

sustrato jale que no mostraron cambios en el numero de hojas (tabla 3).
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a) Jal Control

b) c)

Fig. 12 Caracteres de tamafio de Dodonaea viscosa se observa del jal individuos de talla
menor con respecto a los individuos control (a) y hojas mas pequefas en individuos en
tratamiento jal (b) con respecto a las hojas de individuos control (c).

La biomasa de las hojas en las plantas de control aumenté significativamente a lo
largo del tiempo de exposicion, mientras que la biomasa de las hojas de las plantas
que crecieron en el sustrato de jale no cambié durante el primer afo, pero aumenté
posteriormente hasta el final del experimento. Finalmente, la biomasa de raices no
presenté diferencias significativas entre tratamientos, pero a los 6 meses de
exposicion se presenta un incremento significativo en la biomasa de raices que se

mantiene hasta el final del experimento (tabla 4).

d
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Tabla 2. Micromorfologia (promedio + error estandar) de D. viscosa a través del tiempo
(meses).

Tiempo (meses)

Sustrato
Caracteres Control Jale
Micro-morfolégico
indice estomatico
3 19.56 + 6.53 a 20.66 + 5.68 A n.s
6 21.89£5.25 a 22.24 £5.36 A n.s
9 23.13+8.25 a 2436 +7.16 B n.s
12 22.79 +£2.94 a 19.72 +£3.26 A n.s
15 21.65+2.67 a 20.46 +3.25 A n.s
18 16.83 £6.02 b 15.48 £4.75 C n.s
Cobertura estomatica (um)

3 550.16 = 119.30 a 555.32+£95.70 A n.s
6 731.04 £ 135.60 b 687.58+175.01 BC n.s
9 1180.37 £301.82 C 803.96 +254.31 C *
12 1206.13 +352.65 C 748.06 £216.67 C *
15 1256.51 +289.45 C 725.19+19531 C *
18 1124.37 +£305.33 C 671.13+167.02 BC *

Tratamiento (T) Fi204=0.8451n.s

Tiempo (t) Fy 504 = 15.340%%*

T x t Fs204=1.661 n.s

ANOVA

Tratamiento (T) F 0= 272.338%%*
F 4y = 63.123%%*
Txt F§ 4y =25.219%%*

Media + desviacion estandar y ANOVA de dos vias para detectar el efecto del tiempo, el
tratamiento (control y jale) y la interaccidn (tratamiento X tiempo) caracteres micromorfoldgicos
en individuos de D. viscosa en crecimiento en condiciones de invernadero

Tiempo (t)
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Tabla 3. Caracteres de tamafo y niumero de hojas de los individuos de D. viscosa a través del
tiempo. (meses)

Tiempo (meses) Sustrato
Caracteres de tamaiio Control Jale
Altura (cm)
3 20.18 £2.55 a 12.27 £2.50 A n.s
6 74.02 £4.82 b 4586+ 11.25 B *
9 126.50 = 7.08 c 79.17 £11.35 BC *
12 143.17 £12.02 c 95.83 £12.26 C *
15 155.33 £4.54 c 74.00 £ 15.57 C *
18 170.83 £5.99 c 86.23 £10.10 C *
Nuamero de hojas
3 15.16 £ 5.80 a 10.50 £2.50 A *
6 3523 £6.20 b 15.30£3.20 A *
9 52.80 £ 8.40 c 22.16 +5.30 A *
12 62.80 £9.30 c 32.16 £4.50 B *
15 70.60 £ 10.20 cd 24.20 +3.50 AB *
18 75.85 £12.56 d 21.60 +5.68 AB *
Tratamiento (T) F o= 253.733 **x*
Tiempo (t) Fs = 138.500%**
T xt Fy o= 14.244%%*
ANOVA

Tratamiento (T) Fi 0= 482.823%%%*

Tiempo (t) Fsgo=T1.116%*%*
Txt Fy g0 =27.544%%%

Media £+ desviacion estandar y ANOVA de dos vias para detectar el efecto del tiempo, el
tratamiento (control y jale) y la interaccion (tratamiento X tiempo) en caracteres de tamafio en
individuos de D. viscosa en crecimiento en condiciones de invernadero
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Tabla 4. Biomasa de hojas y raiz de individuos de D. viscosa

Tiempo (meses) Sustrato
Control Jale
Biomasa de hojas(g)
3 1.16 £ 0.81 a 0.25+0.11 A ¥
6 4.23+1.20 b 1.26 £ 0.45 A ¥
9 8.03+£1.78 c 2.94+1.02 A *
12 8.80+2.24 c 2.78 £1.76 A ¥
15 9.44 +2.96 cd 3.65 +£0.61 B *
18 11.43+2.29 d 3.41+0.84 B *
Biomasa de raiz (g)

3 0.22+0.13 a 0.09 £ 0.08 A ns
6 2.11+£0.37 a 1.39+£0.23 A ns
9 4.89 + 0.67 b 2.78 £ 0.38 B ns
12 4.95+0.69 b 3.09£0.68 B ns
15 5.07+0.84 b 4.22+0.87 B n.s
18 5.72+0.32 b 4.89 +£0.58 B n.s

Tratamiento (T) F 40 = 168.383 ***

Tiempo (1) Fs g = 36.745%%

T x t Fs60=6.114%%*

ANOVA

Tratamiento (T) Fig=2.265ns.
Fs 60 = 32.730%**

Fs4=1.358 ns.

Tiempo (t)
Txt

Media + desviacion estdndar y ANOVA de dos vias para detectar el efecto del tiempo, el
tratamiento (control y jale) y la interaccion (tratamiento X tiempo) biomasa de hoja y raiz en
individuos de D. viscosa en crecimiento en condiciones de invernadero

Bioacumulacion de metales pesados en raices y hojas de D. viscosa que

crece en sustrato jale y control
Raiz

Las plantas de D. viscosa que crecieron en sustrato jale en condiciones de

invernadero bioacumularon metales esenciales (Cu, Fe y Zn), asi como metales
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altamente toxicos (Cd, Cr y Pb) a nivel de la raiz (Fig. 13). Por el contrario, las
plantas que crecen en el sustrato de control solo bioacumulan metales esenciales
(Fig. 13). En general, en las raices de las plantas de D. viscosa que crecieron sobre
sustrato de jale, todas las concentraciones de metales mostraron valores
estadisticamente mas altos con respecto a las plantas que crecieron en el sustrato
de control. De acuerdo con el analisis de varianza de dos vias, el tratamiento (T), el
tiempo (t) y la interaccion de ambos parametros (T x t) muestran un efecto
significativo sobre la bioacumulacién de metales en las raices de D. viscosa. La
concentracion de Cu y Cr no mostro una diferencia significativa entre tratamientos a
los 3 meses de exposicion. Asimismo, las concentraciones de Cd, Pb y Zn no
mostraron diferencias significativas entre tratamientos a los 3 y 6 meses de
exposicion (Fig. 13). Ademas, detectamos una relacion positiva y significativa entre
el tiempo de exposicion y la concentracion de metales en raices de D. viscosa de

individuos que crecen bajo condiciones de invernadero.

Hoja

Las plantas de D. viscosa que crecieron en sustrato de jale en condiciones
de invernadero bioacumularon metales esenciales (Cu, Fe y Zn), asi como metales
altamente toxicos (Cd, Cr y Pb) a nivel de las hojas (Fig. 14). Por el contrario, las
plantas que crecen en sustrato de control solo bioacumulan metales esenciales
(Fig. 14). En general, el resultado del analisis de varianza de dos vias (ANOVA)
mostré un efecto significativo del tratamiento (T), el tiempo de exposicion (t) y la
interaccién de estos dos parametros (T x t) en la bioacumulacién de todos los

metales. detectado en hojas de D. viscosa. No se detecté cromo en hojas de D.
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viscosa en el primer tiempo de muestreo (3 meses), mientras que no se detecté Cd

en hojas a los 3 y 6 meses de exposicion.

Posteriormente, todas las concentraciones de metales fueron
significativamente mas altas en las plantas que crecieron en el sustrato de jale que
en las que crecieron en el sustrato de control. En general, el resultado del analisis
ANOVA mostré que el tratamiento (T), el tiempo de exposicion (t) y la interaccion (T
x t) tuvieron un efecto significativo en la bioacumulacion de todos los metales
evaluados en hojas de D. viscosa. Finalmente, se detecté una relacion positiva y
significativa entre el tiempo de exposicion y la concentracién de metales en las

hojas de D. viscosa (Fig. 14).

Factores de enriquecimiento y translocacion de metales pesados en las

raices y hojas de plantas de D. viscosa que crecen en sustrato jale

De acuerdo con los valores calculados de FBC, las raices de D. viscosa que
crecieron sobre el sustrato de relaves mineros mostraron un enriquecimiento de Cu,
Fe y Pb, mientras que en el mismo sustrato, Fe y Pb mostraron un enriquecimiento

en las hojas de D. viscosa (tabla 5).
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Fig. 13 Metales esenciales en raiz de D. viscosa
ANOVA
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Concentracion de MP (valores promedio + error estandar), ANOVA de dos vias para evaluar el efecto del tratamiento
(sustrato control y jal), el tiempo y la interaccion (tratamiento X tiempo) en raiz de D. viscosa que crecen en
invernadero. Andlisis de regresion entre tiempo de exposicion y concentracion de MP en raiz. Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos por tiempo de exposicion con P < 0.05 (Tukey). Prueba ANOVA: *** =P <
0,001, ** =P < 0,01, * =P <0,05. n.s. = diferencias no significativas
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Fig. 13 (continuacién) Metales no esenciales en raiz de D. viscosa
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Concentracion de MP (valores promedio + error estandar), ANOVA de dos vias para evaluar el efecto del tratamiento
(sustrato control y jal), el tiempo y la interaccion (tratamiento X tiempo) en raiz de D. viscosa que crecen en
invernadero. Andlisis de regresion entre tiempo de exposicion y concentracion de MP en raiz. Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos por tiempo de exposicion con P < 0.05 (Tukey). Prueba ANOVA: *** =P <
0,001, ** =P < 0,01, * =P <0,05. n.s. = diferencias no significativas
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Fig. 14 Metales esenciales en hojas de D. viscosa
ANOVA
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Concentracion de MP (valores promedio =+ error estandar), ANOVA de dos vias para evaluar el efecto del tratamiento
(sustrato control y jal), el tiempo y la interaccion (tratamiento X tiempo) en hoja de D. viscosa que crecen en
invernadero. Analisis de regresion entre tiempo de exposicion y concentracion de MP en hoja. Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos por tiempo de exposicion con P < 0.05 (Tukey). Prueba ANOVA: *** =P <
0,001, ** =P < 0,01, * =P <0,05. n.s. = diferencias no significativas
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Fig. 14 (continuacién) Metales no esenciales en hoja de D. viscosa
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Concentracion de MP (valores promedio + error estandar), ANOVA de dos vias para evaluar el efecto del tratamiento
(sustrato control y jal), el tiempo y la interaccion (tratamiento x tiempo) en hoja de D. viscosa que crecen en
invernadero. Analisis de regresion entre tiempo de exposicion y concentracion de MP en hoja. Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos por tiempo de exposicion con P < 0.05 (Tukey). Prueba ANOVA: *** =P <
0,001, ** =P < 0,01, * = P <0,05. n.s. = diferencias no significativas
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Tabla. 5 Factor de enriquecimiento y translocacién de metales esenciales en individuos de D.
viscosa

Concentracion (mg/kg)

Metales  Tiempo Sustrato
esenciales (meses) jale Raiz hoja BCF (raiz)  BCF (hoja) TF
Cu 3 0.04 0.01 0.04 0.31 1.08 2.95
6 0.04 0.15 0.17 3.81 0.24 1.12
9 0.04 0.27 0.30 6.82 0.13 1.09
12 0.04 0.37 0.34 9.33 0.12 0.91
15 0.04 0.56 0.38 14.05 0.11 0.68
18 0.04 0.71 0.42 17.75 0.10 0.59
Promedio 0.34+0.25 0.27+0.14 8.69+6.46 0.29+0.38 1.22+0.87
Fe 3 0.40 7.10 1.20 17.75 3.00 0.17
6 0.40 15.26 3.37 38.14 8.41 0.22
9 0.40 21.57 11.20 53.93 28.01 0.52
12 0.40 42.48 14.40 106.21 36.00 0.34
15 0.40 54.13 20.05 135.33 50.13 0.37
18 0.40 69.28 22.78 173.21 56.95 0.33
Promedio 34.97+24.2 12.16+8.69 87.42+60.68 30.41+21.7 0.32+0.12
Zn 3 2.14 0.06 0.06 0.03 0.03 1.00
6 2.14 0.12 0.30 0.06 0.14 2.38
9 2.14 0.19 0.30 0.09 0.14 1.61
12 2.14 0.57 0.38 0.27 0.18 0.66
15 2.14 0.88 1.21 0.41 0.56 1.37
18 2.14 3.00 5.48 1.40 2.56 1.83
Promedio 0.80+1.12 1.28+2.09 0.37+0.52 0.60+0.97 1.47+0.60

BCF = factor biocentracion, TF = factor translocacion

El enriquecimiento en metales segun los valores de FBC en tejido radicular
mostro el siguiente patron: Fe > Cu > Pb > Cd, mientras que en hojas el patrén de
enriquecimiento en metales fue: Fe > Pb (tabla 5). Ademas, se mostrd una relacion
positiva y significativa entre el tiempo de sustrato jale y el BCF de todos los metales
evaluados en la raiz de D. viscosa (Fig. 15). Sin embargo, en hojas de D. viscosa,

se documentd una relacion positiva y significativa solo entre el tiempo de
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exposicion a jale y los valores de FBC de Fe y Pb. Finalmente, el factor de

translocacion mostro el siguiente patron: Zn > Cu > Cd (Fig. 15).

Tabla. 5 (continuacién) Factor de enriquecimiento y translocacion de metales esenciales en
individuos de Dodonaea viscosa

Concentration

(mg/kg)
Metales no Tiempo Sustrato BCF
esenciales (meses) jale Raiz hoja BCF (raiz)  (hoja) TF
Cd 3 0.05 - - - - -
6 0.05 - - - - -
9 0.05 0.03 0.06 0.56 0.96 1.87
12 0.05 0.06 0.07 1.15 0.82 1.06
15 0.05 0.12 0.07 2.29 0.72 0.60
18 0.05 0.14 0.08 2.65 0.65 0.58
Promedio 0.09+0.05 0.07£0.01 1.66+0.97 0.78+0.13 1.02+0.60
Cr 3 - - - - - -
6 - 0.79 0.74 - - 0.93
9 - 1.58 1.47 - - 0.93
12 - 1.58 1.48 - - 0.94
15 - 1.59 1.49 - - 0.94
18 - 1.60 1.50 - - 0.94
Promedio 1.43+0.35 1.33+0.33 0.93+0.003
Pb 3 0.23 - - - - -
6 0.23 0.68 0.08 2.93 0.33 0.11
9 0.23 1.35 0.15 5.87 0.65 0.11
12 0.23 2.75 0.31 11.94 1.33 0.11
15 0.23 2.82 0.46 12.25 1.99 0.16
18 0.23 2.23 0.47 9.70 2.02 0.21
Promedio 1.96+£0.92 0.29+0.17 8.53+4.03 1.26%£0.76 0.14+0.04

BCF = factor biocentracion, TF = factor translocacién

——
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Fig. 15 Andlisis de regresion entre la concentracién de MP y los niveles de dafo genético, caracteres de tamafio
y caracteres micromorfolégicos en individuos de D. viscosa que crecen en sustrato de control y jale en
condiciones de invernadero. Solo se muestran correlaciones significativas a P < 0,05

Relaciéon entre la bioacumulacion de metales y los caracteres de tamaiio,

caracteres micromorfolégicos y de dano genético en individuos de D. viscosa

Se detectd una relacion positiva y estadisticamente significativa entre la
bioacumulacién de metales (metales esenciales y no esenciales) en células de
tejido foliar y la induccion de dafio genético (roturas monocatenarias de ADN) en
individuos de D. viscosa. Por el contrario, se detectd una relacion negativa y
estadisticamente significativa entre la bioacumulacion de metales (metales
esenciales y no esenciales) en hojas y el indice estomatico en individuos de D.
viscosa. El indice de cobertura estomatica en individuos de D. viscosa registrd una
relacion negativa y estadisticamente significativa solo con la bioacumulacion de
metales no esenciales. La altura de la planta y la biomasa de la raiz documentaron
una relacion positiva y estadisticamente significativa con la bioacumulacion de
metales esenciales, excepto Zn en las plantas de mayor tamafo. Finalmente, el
numero de hojas y la biomasa foliar reportaron una relacion negativa y
estadisticamente significativa con la bioacumulacion de metales no esenciales, a

excepcion del Fe que documento un patron inverso (Fig. 15).

Fitoquimica foliar

Se identificaron GQ, Ru y Lu por comparacién de los tiempos de retencion y
los espectros UV con los compuestos de referencia. El tiempo de retencidon de GQ
fue de 8.9 (212, 255, 355 nm) (Fig. 16), Ru fue de 8.7 (209, 255, 355 nm) (Fig. 17)

y Lu fue de 13.6 (211, 253, 348 nm) (Fig. 18).
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Fig. 16 Cromatogramas de Glucosido de quercetina jale, referencia y control (a, b y ¢
respectivamente) en un tiempo de retencion de 8.9, observada en una longitud de onda UV
de 360 nm.
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Fig. 17 Cromatogramas de rutina jale, referencia y control (a, b y ¢ respectivamente) en un
tiempo de retencion de 8.7, observada en una longitud de onda UV de 360 nm.
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La produccion de los compuestos se observa un incremento en GQ y Ru en
individuos que se encuentran en sustrato jale, sin embargo, en Lu se observa una

menor produccion en los individuos jale (tabla 6)

Tabla 6. Producciéon de glucésido de quercetina, luteolina y rutina,
(promedio * error estandar) de D. viscosa a través del tiempo (meses).

tiempo (meses) Sustrato
Control jale
Glucdsido de quercetina
(mg /g extrato)

3 149.91 + 14.11 169.16 =+ 27.03
6 126.57 + 19.83 125.76 £+ 22.25
9 168.48 + 35.74 151.19 £ 32.33
12 158.26 + 32.44 91.74 + 12.99
15 91.85 + 16.90 157.40 = 20.65
18 100.10 £ 12.65 114.37 + 18.62
Luteolina
3 0.48 = 0.19 0.54 + 0.17
6 0.96 = 0.47 0.93 + 0.21
9 1.54 + 0.81 1.68 + 0.74
12 3.30 + 1.97 1.36 + 1.28
15 211 £ 1.22 1.91 £ 1.27
18 1.48 + 0.77 1.23 + 0.72
Rutina
3 0.37 £ 0.1 0.66 = 0.13
6 15.39 £ 3.40 13.60 + 4.57
9 16.85 £+ 3.43 35.69 + 16.14
12 24.92 + 8.37 10.86 + 1.22
15 14.21 £ 2.16 2218 + 7.95
18 14.47 £ 2.49 17.43 + 3.83

Media + desviacidén estandar de la producciéon de metabolitos
secundarios en individuos de D. viscosa en condiciones de invernadero

S
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Relacién entre la producciéon de glucésido de quercetina, luteolina y rutina y

la bioacumulacion en individuos de D. viscosa

Se detectd una relacién positiva y estadisticamente significativa entre la
bioacumulacién de metales (metales esenciales y no esenciales) en GQ en
individuos de D. viscosa. Se detectd una relacién estadisticamente positiva y
significativa entre la bioacumulacion de metales (metales esenciales y no

esenciales) en Lu en individuos de D. viscosa (Fig. 19).
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Fig. 19 Andlisis de regresién entre la concentracion de MP y glucésido de quercetina, luteolina y rutina de D. viscosa que crecen en

sustrato de control y jale en condiciones de invernadero. Solo se muestran correlaciones significativas a P < 0,05
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Discusion

Si bien existen estudios que han documentado la bioacumulacién vy
translocacion de metales en especies vegetales para evaluar su potencial
fitorremediador, este estudio contribuye a abordar el efecto de la exposicion a
metales pesados con un enfoque de multiples biomarcadores (bioacumulacion,
translocacién, dafio genético, caracteres de tamafio y micromorfologia) y tuvo como

objetivo evaluar el potencial de D. viscosa como una especie util para fitorremediar

suelos contaminados con metales.

Bioacumulacién de metales pesados en plantas de D. viscosa

El presente estudio se realizé en condiciones de invernadero; las raices y las
hojas de las plantas de D. viscosa que crecen tanto en sustrato control como en
jale bioacumulan metales esenciales, como Cu, Fe y Zn. Pero solo las plantas que
crecen en sustrato jale bioacumulan metales no esenciales (Cd, Cr y Pb) tanto en
las raices como en las hojas. Este patron de bioacumulacién concuerda con los
hallazgos de informes previos en especies de plantas, como Acacia robeorum
Maslin (He et al. 2012), P. laevigata (Muro-Gonzalez et al. 2020) y V. campechiana
(Santoyo-Martinez et al. 2020), todas pertenecientes a la familia Fabaceae. Por lo
tanto, la bioacumulacién de metales no esenciales en el tejido foliar de las plantas
que habitan suelos contaminados por metales podria ser util como mecanismo de
desintoxicacion. En general, el Fe fue el metal mas acumulado tanto en los tejidos
como en los tratamientos de D. viscosa, la concentracion de Fe aumenta
significativamente con el tiempo. En un estudio previo, Nazir et al. (2015) sugieren

que D. viscosa es un acumulador de Fe.
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En la literatura se ha documentado que diferentes especies de plantas de
diferentes familias son capaces de bioacumular Fe, entre ellas Brassica oleracea
(L.) (Brassicaceae), Daucus carota (L.) (Apiaceae), Raphanus sativus (L.)
(Brassicaceae ) (Casana y Beltran 2017), y Cynara cardunculus (L.) (Asteraceae)
(Capozzi et al. 2020), mientras que estudios previos realizados en los jales mineros
de Huautla han reportado especies de plantas como P. laevigata (Muro-Gonzalez
et al. . 2020), Sanvitalia procumbens (Lam.) (Asteraceae) (Rosas-Ramirez 2019), y
V. campechiana (Santoyo-Martinez et al. 2020) como hiperacumuladores de Fe. La
acumulacion de alto nivel de Fe en las hojas podria explicarse por el papel del Fe
como un metal traza esencial; Fe es un componente importante del centro metalico
de las moléculas de porfirina, implicadas como componentes estructurales de
proteinas importantes como citocromos, catalasa, peroxidasa y leghemoglobina. El
Fe también esta involucrado en las reacciones de oxidacion-reducciéon en la
respiracion y la fotosintesis, y juega un papel esencial en los sistemas enzimaticos
relacionados con la sintesis de clorofila (Marschner 1995; Rout y Sahoo 2015; Kaya

et al. 2020).

Ademas, encontramos que la mayor concentraciéon de Fe estaba en las
raices de D. viscosa; un patron de acumulacién similar se detectd en P. laevigata
(Muro-Gonzalez et al. 2020) y V. campechiana (Santoyo-Martinez et al. 2020),
ambas plantas establecidas en los jales mineros de Huautla y en R. sativus
(Casana y Beltran 2017). Una posible explicacion de la alta acumulacion de Fe en
las raices es que la acumulacion de Fe en concentraciones mas altas en la raiz es

un mecanismo probable de proteccion contra su toxicidad, evitando la translocacién
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excesiva a las partes aéreas (Batty y Younger 2003). Por ejemplo, Sinha et al.
(1997) documentaron que la toxicidad de Fe en Hydrilla verticillata (L.f.) Royle
(Hydrocharitaceae) esta asociada con una disminucion en la actividad de
fotosintesis y un aumento en el estrés oxidativo y la actividad de peroxidacion de
ascorbato. La alta concentracion de Fe*? produce radicales libres que alteran la
estructura celular, dafian las membranas, el ADN y las proteinas (Arora et al.

2002).

En este estudio, solo las plantas de D. viscosa que crecieron en sustrato jale
acumularon Cr en raices y hojas, siendo mayor en raices. Asimismo, también se
documentd que su concentracion aumentaba con el tiempo de exposicion en
ambos tejidos. Estos hallazgos estan respaldados por Kocik e llavsky (1994),
Golovatyj y Bogatyreva (1999) y Sharma et al. (2003) quienes informaron que las
concentraciones maximas de Cr comunmente se registran a nivel de la raiz,
mientras que la acumulacion de Cr en los érganos vegetativos y reproductivos es
minima. La absorcion de Cr a través del sistema radicular puede atribuirse al alto
contenido de acidos organicos en esta estructura; la interaccion de los acidos
organicos con las formas insolubles de metales en el suelo provoca un aumento en
su biodisponibilidad, favoreciendo su absorcion por las plantas (Panda y Choudhury

2005).

Ademas, las plantas hiperacumuladoras emplean diferentes estrategias de
desintoxicacion de metales (Bidwell et al. 2004); a nivel de raiz, el Cr se inmoviliza

en vacuolas celulares, evitando su toxicidad (Shanker et al. 2005). Ademas,
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diversos metales, incluido el Cr, pueden translocarse y concentrarse en las hojas

para proteger a la planta de los efectos fitotoxicos.

De acuerdo con los presentes resultados, las concentraciones de Pb en los
tejidos (raiz y hoja) de las plantas que crecen en el sustrato jale aumentaron con el
tiempo, mostrando la mayor acumulacion a nivel de raiz. La acumulacion de plomo
en hojas ha sido previamente documentada en D. viscosa (Rojas-Loria et al. 2012),
y plantas de diferentes familias como Acacia schaffneri (S. Watson) F.J.Herm
(Fabaceae) (Salas-Luévano et al. 2009) , Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray
(Asteraceae) (Hernandez-Acosta et al. 2009), Buddleja scordioides Kunth
(Scrophulariaceae) (Salas-Luévano et al. 2009), Plantago lanceolate (L.)
(Plantaginaceae) (Salas- Luévano et al. 2017), P. laevigata (Muro-Gonzalez et al.
2020), Mimosa aculeaticarpa Ortega (Fabaceae) (Salas-Luévano et al. 2009),
Schinus molle (L.) (Anacardiaceae) (Alcala-Jauregui et al. 2018), y V. campechiana
(Santoyo-Martinez et al. 2020). La acumulacion de Pb inhibe el transporte de
metales esenciales, provocando un aumento en su concentracion y translocacién

en el tiempo en el tejido foliar (Patra et al. 2004).

Con respecto al Cd, este estudio mostré que su concentracion se detectd
solo en plantas que crecian sobre sustrato jale en ambos tejidos (raiz y hoja), y su
concentracion aumentoé significativamente con el tiempo. La mayor concentraciéon
encontrada fue en las raices seguida de las hojas. Este resultado coincide con lo
reportado en Theobroma cacao (L.), Matisia cordata Bonpl, Malvaviscus sp. Fabr.,
todas pertenecientes a la familia Malvaceae (Llatance et al. 2018). Asimismo, esto

es sustentado por Chan y Hale (2004) quienes sugieren que el Cd se acumula
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preferentemente en la raiz secuestrado en la vacuola de las células, y solo una
infima parte es transportada a la parte aérea de la planta, registrandose el siguiente

patron de bioacumulacion: raiz > tallos > hojas > frutos > semillas.

En general, detectamos bajas concentraciones de metales esenciales, como
Cu y Zn, en tejidos de raiz y hoja de D. viscosa. La interpretacion de estos
resultados podria ser que la absorcién de Pb reemplaza a la de Cu y Zn, alterando
la permeabilidad de las membranas y haciéndolas indisponibles para su

acumulacién y movilidad dentro de la planta (Patra et al.2004).

Daio genético en individuos de D. viscosa cultivados en relaves mineros y

sustratos de control en condiciones de invernadero

Los resultados del analisis de varianza de dos vias (ANOVA) mostraron un
efecto estadisticamente significativo del tratamiento (sustrato jale y control), el
tiempo de exposicion y la interaccién (T x t) en la induccion de dafio genético
(roturas de cadena simple de ADN) en las células de las hojas. El dafio genotdxico
fue significativamente mayor en los individuos de D. viscosa que crecian en el
sustrato jale. También se detectd un aumento significativo del dafo genético a lo
largo del tiempo de exposicion; este ultimo resultado podria estar relacionado con
las mayores concentraciones de metales en las hojas, ya que, durante el
crecimiento de la planta, los metales son gradualmente absorbidos y translocados a
los tejidos aéreos provocando una mayor bioacumulacion, como se observo en
este estudio para metales esenciales (Cu, Fe, Zn) y no esenciales (Cd, Cr, Pb). Se
documentaron resultados similares en Nicotiana tabacum (L.)

(Solanaceae)(Gichner et al. 2006) y P. laevigata (Muro-Gonzalez et al.2020). La
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exposicién crénica a metales en las plantas puede saturar las estructuras de
secuestro (vacuolas y paredes celulares) de estos elementos en las células,
alterando asi el citoplasma y el nucleo al aumentar los niveles de dafno genético

(Sanchez-Pinzén 2010).

El potencial genotdxico de los metales ha sido ampliamente documentado en
diferentes organismos. El nivel de dafio genético depende en parte del tipo de
metal; entre los metales, Pb, Cu, Cr y Cd son los mas genotdxicos para las células
vegetales (Al-Qurainy et al. 2010). Los metales afectan a la molécula de ADN al
inducir entrecruzamientos entre el ADN vy las proteinas, roturas de doble y simple
cadena de ADN y dafo promutagénico observado como alteraciones de la base del

ADN, entre otros.

La toxicidad por metales pesados es principalmente el resultado del estrés
oxidativo generado por especies reactivas de oxigeno (ROS) (Stohs y Bagchi 1995;
Huihui et al. 2020). Ademas, la mayoria de las sales metalicas son venenos para el
huso mitético debido a su afinidad por los grupos tiol que promueven diversas
anomalias mitéticas y variaciones cromosomicas debido a la mala segregaciéon de

los pares de cromosomas.

El Pb induce indirectamente rupturas de cadena doble y sencilla del ADN y
puede reemplazar al Zn en las enzimas de reparacion y replicacion con dedos de
zinc, asi como al estrés oxidativo (Pourrout et al. 2013). Finalmente, el Pb esta
involucrado en la produccidon de ROS (Huihui et al. 2020) generando dafio genético
(Ercal et al. 2001). EI Cd produce estrés oxidativo que promueve alteraciones de la

membrana y las proteinas (Wu et al. 2003; Balestrasse et al. 2004; Romero-

50

—
—



Puertas et al. 2002), asi como oxidaciones de pares de bases de ADN que
conducen a roturas de cadena doble y sencilla (Benavides et al. 2005). El Cr ha
sido documentado como una potente genotoxina con efectos muy marcados en las
plantas; generando la induccion de dafo oxidativo y roturas directas del ADN (Patra
et al. 2004). Rogstad et al. (2003) informaron que un aumento en la concentracion
de metales como Cr aumenta las tasas de mutacion en el tejido de la hoja.
Ademas, Cuypers et al. (2002) documentaron que las hojas primarias de plantulas,
metales como Cu y Zn tenian un efecto cada vez mas pronunciado sobre las
actividades de peroxidasa, lo que sugiere la generacion de estrés oxidativo en
estas estructuras que puede dafar la molécula de ADN. Finalmente, todos los
mecanismos de dafio antes mencionados pueden explicar la genotoxicidad

observada del tejido foliar en los individuos de D. viscosa.

Cambios de tamaio y micromorfolégicos en plantas de D. viscosa que crecen

en relaves mineros y sustratos de control a lo largo del tiempo

Caracter micromorfolégico

En general, los resultados mostraron que los individuos de D. viscosa que
crecieron en sustrato jale en condiciones de invernadero mostraron valores de
caracter micromorfolégico significativamente mas bajos en comparacion con las
plantas que crecieron en el sustrato de control. Se ha documentado que la
cobertura de estomas puede verse reducida por la exposicion a metales, ya que las
células oclusivas son muy sensibles al estrés quimico y las hojas pueden caer
antes como mecanismo de defensa contra la exposicion a metales (Rascio y Navari-

Izzo 2011). Ademas, la alta exposicion a metales produce el cierre
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hidroactivo de las células guarda del estoma (Bhatla 2018). Por ejemplo, Kabata-
Pendias (2011) documentd que la acumulacion de Pb podria conducir a una
disminucién de la cobertura estomatica, al afectar las paredes celulares y cambiar
la elasticidad del tejido estomatico. Sin embargo, en este estudio, los individuos de

D. viscosa expuestos a una mezcla de metales no mostraron diferencias
significativas en el indice estomatico en comparacién con las plantas que crecieron
en el sustrato control. Este ultimo resultado podria deberse a que plantas como D.
viscosa que tienen una amplia distribucion geografica, incluyendo areas
perturbadas como jales mineros, pueden presentar cambios anatomicos y
fisiolégicos como respuesta adaptativa a estas condiciones ambientales (Gomes et

al. 2011).

Caracteres de tamaio

En este estudio, la bioacumulacion de metales en D. viscosa influy6 en el
tamano de la planta, ya que los caracteres de tamano de las plantas expuestas
tuvieron valores mas bajos en comparacion con los de las plantas que crecieron en
el sustrato control, a excepcidon de la biomasa de raiz. Estos resultados mostraron
que los metales interfieren con el crecimiento de las plantas, provocando una
reduccion del tamafo de D. viscosa. Se informaron resultados similares para
especies de plantas asociadas con sitios contaminados con metales como P.
laevigata (Muro-Gonzalez et al. 2020), V. campechiana (Santoyo-Martinez et al.
2020) y Zea mays (L.) (Poaceae) (Tovar-Sanchez et al. 2018), en el que se observo
una disminucion de los valores morfologicos de las raices y las hojas. Algunos

autores han documentado que la disminucion de los caracteres del tamafo de las
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plantas puede estar relacionada con modificaciones de procesos metabdlicos
potencialmente toxicos. Estos efectos adversos dan como resultado anomalias en
el crecimiento (Bini et al. 2012) junto con un crecimiento débil de las plantas y bajo
rendimiento, lo que podria estar asociado con trastornos en el metabolismo de las
plantas, como la reduccion de la zona meristematica (Maleci et al. 2001).
Curiosamente, los resultados en términos de biomasa de raices revelaron el mismo
tamafno en los individuos de D. viscosa que crecian en el sustrato de cola en
comparacién con los individuos que crecian en el sustrato de control; esto puede
ocurrir porque la bioacumulacion de metales en diferentes concentraciones influye
en el desarrollo de la planta, que involucra varios procesos metabdlicos vy
fisiologicos. Por ejemplo, la exposicion a metales como Cd, Cr y Pb en bajas
concentraciones podria influir positivamente en el crecimiento de las plantas
(Prasad et al. 2011). Segun Helmstadter (2008), este mecanismo se denomina
hormesis, que es un efecto estimulador de concentraciones subletales de cualquier
sustancia toxica sobre cualquier organismo. En esta respuesta particular, los iones
metalicos actuan como inductores de respuestas de defensa que, a su vez, pueden
estimular el crecimiento de las plantas, particularmente en condiciones de estrés

(Poschenrieder et al. 2013).

Quimica foliar

En general, los MP inducen estrés a las plantas activando las reacciones
defensivas, lo que resulta en un cambio en la transcripcion de los genes que
codifican las enzimas que influyen en la biosintesis de metabolitos secundarios

(Kasparova y Siatka 2004). Este trabajo coincide con Sobral-Souza et al., (2014) en
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donde reporta que Psidium sobraleanum al agregar Fe? aumento la produccion de
compuestos fendlicos, al igual lo documenta Zafari, et al., (2016) en donde agrego
grandientes ascendente de concentracion de Pb a Prosopis farcta y se detecto un
incremento de compuestos fendlicos. Berglund y Ohlsson (1993) documenta que
las plantas al estar en ambientes contaminados como los MP, genera la inhibicion
del glutation y inducen la presencia de ROS, incrementando la produccion de MS.
En este estudio se observa un incremento en la concentracion de GQ, Lu y Ru. De
acuerdo a Nasim, S. A., & Dhir, B. (2010), reporta que los MP dependiendo de su
concentracion pueden inducir la producciéon de metabolitos secundarios, menciona
que las ROS (especies reactivas de oxigeno) generadas por el estrés oxidativo
inducido por metales pesados conducen a la formacién de hidroperoxidos lipidicos,
que se convierten en oxilipinas. Las oxilipinas inducen la expresion génica
involucrada en la biosintesis y la acumulacion de metabolitos secundarios. Otras
vias de senalizacion incluyen la biosintesis de etileno y la produccion de acido
jasmonico (JA) a través del precursor del acido 12-oxofitodiednico (OPDA), que
también puede desempefar un papel indirecto en la activacion de genes

involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios.

Usos potenciales de D. viscosa como especie fitorremediadora de

suelos contaminados con metales pesados

D. viscosa es una especie arbustiva o arbdérea de amplia distribucion
geografica en México. Esta especie se distribuye frecuentemente en areas con
diferentes tipos de vegetacion, como bosques tropicales humedos y secos,

arbustos xerdfitos, bosques templados y bosques mesofilos (Rzedowski 2006;
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Gonzalez-Elizondo et al. 2007); ademas, sus hojas presentan baja palatabilidad
para herbivoros (Sher et al. 2012) y se distribuyen comunmente en areas
contaminadas por metales (Noriega-Luna et al. 2016). En este estudio, se reporta
la bioacumula metales esenciales (Cu, Fe, Zn) y no esenciales (Cd, Cr y Pb) en
raiz y hoja en individuos de D. viscosa que crecen en sustrato jale. En general, se
ha reconocido que las especies de plantas herbaceas utilizadas con fines de
fitorremediacion en ambientes contaminados por metales pertenecen a las familias:
Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae, Flacourtiaceae,
Lamiaceae, Poaceae y Violaceae (Mahar et al. 2016; Salas-Luévano et al. 2017,
Mei et al. 2020; Muro-Gonzalez et al. 2020; Santoyo-Martinez et al. 2020). Los
presentes resultados respaldan el potencial de D. viscosa para ser considerada
como fitorremediadora de suelos contaminados por MP, ya que es una especie
acumuladora de metales esenciales (Cu, Zn, Fe) y no esenciales (Cd, Cr, Pb). En
consecuencia, una planta puede ser considerada acumuladora si su TF es = 1

(Olguin y Sanchez-Galvan 2012; Ali et al. 2013).

Las plantas que pueden acumular una mayor concentracion de metales en la
parte aérea en comparacion con las raices muestran un mejor potencial de
fitoextraccion (Mojiri et al. 2013; Ibarra-Garcia et al. 2017; Ramirez et al. 2019). D.
viscosa presento los siguientes valores promedio de FT: Zn (1.5), Cu (1.2) y Cd
(1.0). Con base en estos valores, D. viscosa puede considerarse un acumulador de
estos metales. Estos niveles de FT son similares a los encontrados en especies de
acumuladores que crecen directamente en suelos contaminados con metales como

Cyperus esculentus (L.) ((Cyperaceae)(Pb = 1.6, Zn = 1.1)), Gentiana pennelliana
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Fernald ((Gentianaceae) (Zn = 1,2)), L. flava (Cd = 1,3), Phyla nodiflora (L.) Greene
((Verbenaceae) (Cu = 12,0, Zn = 1,1)), P. laevigata (Pb = 1,1, Fe =1, 5, Cu = 2,4,
Zn = 2,8), Rubus fruticosus Lour. ((Rosaceae) (Cu = 5,6)), Sesbania herbacea
(Molino) McVaugh ((Fabaceae) (Cu = 4,0)) y V. campechiana (Pb = 1,2y Cu = 1,2)
(Yoon et al. 2006; Abhilash et al. 2009; Muro-Gonzalez et al. 2020; Santoyo-
Martinez et al. 2020). b) El FBC para Cu en raiz fue 8.7 y 7.2 en hojas; para Fe en
raiz fue 87.4 y 30.4 en hojas; para Cd en raiz fue 1.7 y 1.5 en hojas; mientras que
para Pb en raiz fue 8.5 y 1.3 en hojas. Los estudios de Lin et al. (2003) y Santoyo-
Martinez et al. (2020) avalan los resultados obtenidos en el presente trabajo para
Cu. En el primer estudio reportaron bioacumulacién de Cu en Helianthus annuus
(L.) (Asteraceae), con una concentracion de 2 a 10 veces mayor que la
concentracion de Cu en el suelo. En el segundo estudio, los autores documentaron
que V. campechiana reportd FBC en raiz 7,6 veces mayor que la concentracion de
Cu en sustrato jale. Con respecto al Fe, nuestros resultados estan respaldados por
Santoyo-Martinez et al. (2020) quienes reportaron en V. campechiana FBC de 5.3
en raiz y de 4.3 en tejido foliar. Asimismo, con respecto al Pb, Santoyo-Martinez et
al. (2020) documentaron en V. campechiana un BFC de 15.1 en raizy de 17.4 en
tejido foliar. En D. viscosa, la acumulacion de metales esenciales (Cu, Fe, Zn) y no
esenciales (Cd, Cr, Pb) aumentd con el tiempo (18 meses) en hojas y raiz; por lo
que estudios a largo plazo podrian registrar una mayor acumulacion de estos
metales. El indice de estomas y la biomasa de la raiz en las plantas de D. viscosa

no se vieron afectados significativamente por la bioacumulacion de metales
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pesados. A lo largo del estudio (18 meses), no se registré mortalidad en plantas de

D. viscosa expuestas a metales, hecho que aumenta el potencial fitorremediador.

Conclusiones

De acuerdo con el resultado del presente estudio, los individuos de D.
viscosa cultivados bajo condiciones de invernadero mostraron su capacidad de
bioacumular metales esenciales y no esenciales en los tejidos de la raiz y la hoja
cuando estuvieron expuestos (18 meses) al sustrato jale, registrando valores
elevados en los factores de bioconcentracion y translocacion. Los biomarcadores
evaluados en este estudio evidenciaron que los individuos expuestos mostraron
niveles mas altos de dafo genético y reducciones significativas en el tamafno vy
caracteres micromorfologicos, asi como incremento de MS en relacién con las
plantas que crecian en el sustrato de control, a pesar de que los individuos de D.
viscosa podian establecerse, desarrollarse y sobrevivir de forma natural en suelos
contaminados con metales. Los resultados del presente estudio sugieren que D.
viscosa puede ser una especie apropiada para la implementacioén de estrategias de
fitorremediacion en suelos contaminados con metales como Cd, Cu, Fe, Pb y Zn,
debido a su capacidad para establecerse exitosamente en sustratos con altos
niveles de metales, convirtiéndose en una de las especies de plantas dominantes
en estos sitios, con un crecimiento rapido y alta biomasa, sin afectar el desarrollo,
la supervivencia y la aptitud de las plantas, asi como su capacidad de
fitoestabilizacion en el sistema radicular y la fitoextraccion de altos niveles de
metales del suelo a través de mecanismos de translocacion. Ademas, no hay

reportes de insectos herbivoros asociados con esta especie; por lo tanto, los
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metales bioacumulados en las hojas no se transfieren a través de las redes tréficas.
Sugerimos evaluar el potencial fitorremediador de D. viscosa mediante estudios in
situ, preferiblemente estudios durante un tiempo de exposicibn mas largo,

particularmente porque detectamos que BCF y TF aumentan con el tiempo.
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