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RESUMEN

Con el proposito de evaluar los efectos del Cd sobre la germinacion, crecimiento,
defensa antioxidante y estrés oxidativo en Zea mays L., se utilizaron diferentes
respuestas fisioldgicas y bioguimicas como biomarcadores (BMs). En una primera
fase del estudio, durante nueve dias consecutivos, semillas desinfectadas de esta
especie fueron colocadas en germinadores contentivos de papel absorbente
humedecido ya sea en agua destilada, correspondiente al tratamiento control (To) 0
en soluciones de cadmio a concentraciones de 5 UM (T1), 25 UM (T2) y 50 uM (T3).
Finalizado el periodo de exposicion, se estimo el porcentaje de germinacion relativo
(PGR), indice de germinacién (IG), crecimiento relativo de la radicula (CRR) e
indice de tolerancia de las plantulas de desarrollo inicial (IT). En la segunda fase, de
las plantulas de crecimiento inicial obtenidas en la fase anterior, se seleccionaron 10
plantulas de apariencia saludable y tamafio homogéneo para ser expuestas durante 30
dias a los mismos tratamientos con Cd en materos plasticos, contentivos de un
sustrato organico natural, mezclado con agua (To) y las soluciones respectivas del
metal. Durante el ensayo, se hicieron observaciones de la sintomatologia de las
plantulas y, como BMs de crecimiento se estimaron: la Tasa Relativa de Crecimiento
(TCR), el nimero de hojas y las longitudes de la raiz, tallo y hojas; las
concentraciones de glutation reducido (GSH) y malondialdehido (MDA) en raices y
hojas fueron evaluadas como marcadores de defensa antioxidante y estrés oxidativo,
respectivamente. Adicionalmente, al final de este ensayo se cuantifico el indice de
Tolerancia en estas plantas (ITg). Ambos bioensayos se llevaron a cabo en
condiciones naturales con temperatura y fotoperiodo de 28+3 °C y 12/12 h luz
indirecta/oscuridad, respectivamente. Los resultados del primer ensayo, revelaron
una elevada tasa de germinacion de las semillas de Z. mays, obteniéndose un PGR de
100 %; éste indice al igual que el IG no fueron afectados por la exposicion al metal;
sin embargo, el CRR decrecio en T2 y Ta. Similarmente, el IT, fue afectado por el
metal, pero sélo en Tsz. Los resultados del segundo ensayo evidenciaron que, los
distintos tratamientos con Cd no afectaron el ITr, ni el crecimiento de las plantas
expuestas al metal por 30 dias, en contraste, la concentracién de GSH en raices y
hojas aumento significativamente en T1; mientras que, el nivel de MDA incremento
solo en Ti. Se concluye que, ninguna de las concentraciones de Cd afectaron la
germinacion; no obstante, la elongacion radicular y desarrollo inicial de las plantulas
fueron més sensibles a las dosis mas altas del metal, inferencia sustentada ademas,
por el descenso en el 1T, a esa concentracion. La estimulacion de los niveles de GSH
en hojas y raices, revelan la importancia de esta molécula como defensa antioxidante
y estrategia bioquimica que le permite tolerar las dosis bajas (5 y 25 uM Cd) y
controlar la toxicidad del metal, evitando el desarrollo de estrés oxidativo en ambos
tejidos; en cambio, a la dosis de Cd mas alta (50 puM), se sobrepasa la capacidad de
defensa, evidenciandose dafios oxidativos asociados a incrementos de MDA. Los ITs
corroboraron que 5y 25 uM de Cd son dosis toleradas por la especie, pero 50 uM de
Cd ya es perjudicial y afecta el crecimiento, al menos durante el desarrollo inicial de
las plantulas de Z. mays.



INTRODUCCION

Diversas sustancias quimicas, derivadas principalmente de la actividad industrial, son
continuamente liberadas al ambiente, en el que persisten por mucho tiempo y ponen en
riesgo la salud del ser humano y la sustentabilidad de los ecosistemas. Por tal motivo,
desde hace algunos afios ha incrementado el interés cientifico por el desarrollo de
protocolos metodologicos que permitan evaluar, monitorear y mitigar el impacto de tales
sustancias, empleando distintas respuestas biolégicas conocidas como biomarcadores
(Ali y Naaz, 2013; Zapata-Vivenes et al., 2015; Hernandez et al., 2016; Marcano et al.,
2017).

El término biomarcador (BM) se le asigna a cualquier respuesta frente a la exposicion de
un quimico (o mezclas de ellos), estimada a distintos niveles de organizacion bioldgica,
que da una medida de la exposicién y, en ciertos casos, de los efectos que producen
dichas sustancias (Depledge et al., 1995). El uso de BMs en los programas de evaluacién
y monitoreo de la contaminacion quimica, surge como un nuevo enfoque
complementario al tradicional, basado en el analisis cuantitativo de los quimicos en el
medio, entre otras razones porque este Ultimo excluye aspectos fundamentales como: los
efectos que generan las sustancias quimicas sobre el componente biotico, efectos
interactivos (sinergismo y antagonismo) entre los quimicos y su biodisponibilidad
(Schettino et al., 2012).

A pesar de que los estudios sobre BMs a nivel de poblaciones y comunidades son de
mayor relevancia desde el punto ecotoxicoldgico; por la participacion e interaccion de
muchos factores fisico-quimicos y la falta de control de éstos, se hace muy complejo y
dificil el desarrollo de investigaciones a estos niveles. En este sentido, la mayoria de las
investigaciones se llevan a cabo en individuos y, los cambios moleculares, celulares, en
procesos biogquimicos y fisiologicos, asi como en el crecimiento y la reproduccién son
los BMs mas frecuentemente utilizados (Calisi et al., 2011). De especial importancia por

su caracter predictivo son los BMs medidos a nivel bioquimico, ya que sirven como



sefiales de alerta temprana de dafios causados por los contaminantes, siendo de mucha
utilidad en la evaluacion de riesgos de impacto ambiental en los ecosistemas (Pernia et
al., 2008; Fontanetti et al., 2011).

Diversos grupos taxondmicos han sido empleados como biomonitores del estado de
salud del suelo; entre ellos destacan, por su interaccion directa con este medio, las
lombrices de tierra (Marcano et al., 2013; Cortesia et al., 2015; Hernandez et al., 2016;
Marcano et al., 2017) y las plantas superiores (Fontanetti et al., 2011; Rastgoo et al.,
2014; Kisa et al., 2016). Particularmente, estas Ultimas son organismos de escasa
movilidad y por lo tanto, testigos fieles de los contaminantes que continuamente
ingresan al suelo. Son altamente sensibles a las variaciones medioambientales y
reaccionan mas rapido gque otros organismos ante la presencia de sustancias toxicas
(Ojekunle et al., 2014). Ademas, por ser la base de la cadena alimenticia, la absorcién de
contaminantes en plantas puede facilitar el ingreso y transferencia de éstos a niveles
superiores en la trama trofica (proceso conocido como biomagnificacion), poniendo en
riesgo la salud de organismos animales, inclusive la del ser humano (Manara, 2012;
Remon et al., 2013).

Los metales pesados se incluyen dentro del grupo de contaminantes ambientales mas
toxicos debido, entre otros aspectos, a su elevada persistencia en el ambiente, alto
potencial de bioacumulacién y baja tasa de excrecion en los organismos; ademas, son
facilmente transportados por el viento y el agua a través de largas distancias, causando
efectos adversos a la biota (Ramirez, 2002; Martinez et al., 2013). La presencia de
metales pesados en el suelo es un importante factor limitante del desarrollo vy
crecimiento de las plantas; elementos como el cobre (Cu) y zinc (Zn) a bajas
concentraciones son micronutrientes esenciales; sin embargo, otros metales como el
plomo (Pb), aluminio (Al) y cadmio (Cd) no tienen funcion bioldgica alguna y son

conocidos por su elevada toxicidad (Hodson y Bryant, 2012).



En los ultimos afios, la contaminacion de los suelos por Cd ha incrementado
drasticamente convirtiéndose en un severo problema a nivel mundial (Yue et al., 2016),
en gran parte debido, a los maltiples usos de este metal en industria como, la textil,
fabricacion de pinturas, plasticos, vidrios, cauchos, tintas de impresion y pilas, ademas
su larga vida media en el suelo (aproximadamente 300 afios) impide el reciclaje continuo
en el ambiente, por lo que se acumula progresivamente en el medio y en el componente
biotico (Tran y Popova, 2013). En plantas, este metal es rapidamente absorbido y
transportado a diferentes tejidos, hecho que podria explicar su elevada toxicidad aun a
muy bajas concentraciones (Gallego et al., 2012). Su accién perjudicial incluye,
inhibicion del crecimiento y desarrollo de la planta, alteracion de la fotosintesis y del
balance hidrico y genotoxicidad. EI Cd igualmente, altera el estado nutricional de la
planta, afectando la absorcion de iones metalicos esenciales y su metabolismo, e
interfiere con las vias de transduccion de sefiales (Kwankua, 2012; Gill et al., 2012;
Irfan et al., 2014).

Ademas de su accién directa, interactuando con distintas macromoléculas (proteinas
estructurales, enzimas, lipidos y é&cidos nucleicos), la accion toxica del Cd estd
relacionada con dafios oxidativos, causados por una sobreproduccién de especies
reactivas del oxigeno (EROSs); entre los que se incluyen, el anion superoxido (O27), el
radical hidroxilo (OH") y otros como el perdxido de hidrégeno (H202) que, aunque no es
un oxiradical, su metabolismo puede inducir la formacion del radical hidroxilo.
(Ravindran et al., 2013; Pérez-Chaca et al., 2014). El control de concentraciones
fisiolégicamente apropiadas de las EROs est4 a cargo de enzimas como, la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), guayacol peroxidasa (POX), glutation peroxidasa
(GPX), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y polifenol oxidasa (PPO)
y, moléculas no enzimaticas tales como, fitoquelatinas (FQ), carotenos (CAR), fenoles
totales (FT), ascorbato (ASC) y el glutation en su estado reducido (GSH) (Rastgoo et al.,
2014; Kisa et al., 2016). De éstos, el tripéptido GSH es uno de los mas abundantes v,

junto con el ASC vy las FQs constituyen la principal linea de defensa contra el estrés



oxidativo inducido por la exposicién a metales, (Hodson y Bryant, 2012; Anjum et al.,
2015).

Ciertas patologias oxidativas se pueden desencadenar por la exposicion a metales
pesados cuando se sobrepasa la capacidad de defensa antioxidante celular y, uno de los
blancos moleculares méas sensibles al ataque de EROs son los lipidos de las membranas,
los cuales son oxidados a radicales lipidicos e hidroperoxidos organicos formando
malondialdehido (MDA) como producto. La peroxidacion de lipidos es uno de los
procesos que contribuye con la pérdida de la integridad estructural de las membranas y
funcionalidad celular bajo situaciones de estrés oxidativo, por ello se emplea como
marcador de este dafio oxidativo en organismos expuestos a metales (Manara, 2012;
Saidi et al., 2013).

Existen muchos antecedentes sobre el uso de BMs en plantas que revelan la accion
toxica de muchos metales pesados. En relacion al Cd, D’Souza y Devaraj (2013)
observaron un incremento en las concentraciones de H;O, y MDA, asociado con
descenso de GSH en hojas y raiz del frijol Lablab purpureus. De la misma manera, en
plantas de Phaseolus vulgaris se reporté un incremento en las concentraciones de H>Oz,
asi como del contenido de lipidos peroxidados como resultado de la exposicion de a este
metal (Saidi et al., 2013). La exposicién de Glicine max a Cd produjo un aumento en la
acumulacién de EROs y 6xido nitrico en las raices, coincidente con incrementos en la

actividad de enzimas antioxidante (Pérez- Chaca et al., 2014).

El maiz, junto con el trigo y el arroz, es uno de los cereales de mayor importancia a nivel
mundial, siendo un gran porcentaje de este cereal que se produce o importa en cada pais,
destinado al consumo humano. En este sentido, los cultivos de maiz son un factor de
sobrevivencia para poblaciones que habitan en la mayoria de los paises del continente
americano (Serratos, 2009). Algunos estudios han revelado que el maiz exhibe una
excepcional tolerancia al Cd, asociada con el desarrollo de estrategias bioquimicas que
le permiten absorber y acumular en sus tejidos elevadas concentraciones de este metal

(Anjum et al., 2015). En este contexto, Telkiran y Erglin (2014), encontraron una



disminucion en la biomasa de raiz y hojas, inverso a un aumento de las enzimas
antioxidantes. Kisa et al., (2016), evidenciaron un incremento en las concentraciones de
los &cidos clorogénico y rutinico; ambos relacionados con funciones de defensa
antioxidante y control de la toxicidad inducida por metales pesados. El analisis de la
actividad de Cd en raices, reveld que la auxina afecta la acumulacién de este metal como

un mecanismo de compensacion al dafio ocasionado (Yue et al., 2016).

Como se evidencia, a nivel mundial, ha sido creciente el empleo de plantas como
biomonitores en estudios de evaluacion de toxicidad por metales pesados; sin embargo,
en Venezuela es escasa la informacion en este sentido. A pesar de que existe una linea
de investigacion orientada a evaluar la accion perjudicial de estas sustancias quimicas y
su papel en el deterioro del ambiente, la mayoria de los estudios han utilizado modelos
animales; principalmente invertebrados, tales como, el poliqueto Eurythoe complanata
(Marcano et al., 1996; 1997; Nusetti et al., 1998; Zapata-Vivenes et al., 2005), la ascidia
Pyura vittata (Arredondo et al., 2012), el mejillén Perna viridis (Lemus et al., 2013;
2014) y las lombrices de tierra Amynthas hawayanus (Nusetti et al., 1999) e Eisenia sp.
(Marcano, 2006; Jiménez, 2009; Polo et al., 2011; Hernéndez et al., 2016; Marcano et
al., 2018). También en vertebrados como peces de rio (Hermoso y Hernandez, 2005) y
el pez marino Abudefduf saxatilis, en el Parque Nacional Mochima (Pérez, 2012).

Tomando en cuenta la escasez de estudios ecotoxicolégicos en plantas realizados en
nuestro pais y considerando que la eficiente acumulacién de Cd en plantas como el maiz,
particularmente en frutos comestibles, pone en riesgo la produccion de estos cultivos y
la seguridad alimentaria de la poblacion, se consideré de gran importancia desde el
punto de vista ambiental y de la salud publica, el desarrollo de la presente investigacion,
en la que se plante6 como objetivo general: evaluar los efectos del Cd en Zea mays
mediante biomarcadores indicativos del crecimiento y desarrollo de la planta, de las

defensas antioxidantes y de estrés oxidativo.



METODOLOGIA

Obtencidn del material bioldgico

Las semillas de maiz (Zea mays) que se emplearon en los bioensayos fueron adquiridas
en un local comercial, ubicado en Cumana, estado Sucre, Venezuela, y el sustrato
orgénico fue suministrado por el laboratorio de investigacion en genética vegetal y

biotecnologias agricolas de la Universidad de Oriente, Cumana, Venezuela.

Disefio experimental

El bioensayo de exposicion a Cd de las semillas y plantulas de Z. mays se llevo a cabo
en condiciones de ambiente natural, utilizando un disefio completamente aleatorizado
con cuatro tratamientos (control y tres concentraciones de Cd). Para el ensayo de
germinacion, se utilizaron 50 semillas por cada tratamiento, distribuidas en cinco
réplicas (germinadores) de 10 semillas cada una y, para el ensayo de exposicion de las
plantulas al metal, se emplearon 40 plantulas, distribuidas en 10 réplicas por cada
tratamiento; cada réplica estuvo conformada por una plantula sembrada individualmente

en un recipiente plastico.

Bioensayo de exposicion de semillas de Z. mays a cadmio

Siguiendo las recomendaciones de D’Souza y Dejarav (2013), previo al ensayo las
semillas de Z. mays, fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (4,5%) durante 3 min,
lavadas con agua destilada estéril y luego sumergidas en agua destilada por 24 h a una
temperatura de 25 + 3°C y condiciones naturales de luz y oscuridad. Seguidamente, se
seleccionaron semillas de tamafio homogéneo y aspecto saludable para conformar los
distintos tratamientos. Se utilizaron 200 semillas en total; 50 para cada uno de los
grupos, distribuidas en cinco réplicas de 10 semillas cada una. Las semillas se colocaron
en germinadores, preparados con recipientes de vidrio estériles (185 ml), contentivos de
papel absorbente humedecido con 10 ml de agua destilada sin metal para el caso del

tratamiento control (To) y 10 ml de la solucion del metal, a concentraciones nominales



de 5 (T1), 25 (T2) y 50 (T3) uM de Cd (CdCl,, Sigma Co) para los tratamientos con el
metal. El ensayo se llevo a cabo durante nueve dias sujeto al fotoperiodo natural (12
h/12 h de luz y oscuridad, respectivamente) y temperatura ambiente (28 + 3°C).
Diariamente se hicieron riegos con 5 ml de agua sin metal para mantener la humedad del
sistema. Durante los nueve dias del bioensayo se hicieron conteos diarios del nimero de
semillas germinadas y se tomaron medidas de la elongacion de la raiz en todos los
tratamientos, para determinar los indices de germinacion y desarrollo de las plantulas.
Adicionalmente, se estimd la biomasa seca de las plantulas de cada tratamiento para

calcular el Indice de Tolerancia (IT).

indices de germinacion y desarrollo radicular

Se utilizd la metodologia seguida por Tiquia (2000) para determinar el porcentaje de
germinacion relativo (PGR) y el crecimiento relativo de la radicula (CRR) y la de Liu et
al. (2012) que toma en consideracion lo sugerido por la Asociacion Oficial de Analistas

de Semillas (AOAS), para el indice de germinacion (IG), aplicando las siguientes

ecuaciones:

pGR = N° de semillas tratadas con Cd germinadas x 100

N° de semillas controles germinadas
_ Alargamiento de radicula tratadas con Cd  x 100
CRR = - -
Alargamiento de radicula control
IG = > (Gt/Dt)

Donde:

Gt: Cantidad de semillas germinadas
Dt: Tiempo de germinacion

Bioensayo de exposicion de plantulas de Z. mays a cadmio

Para este ensayo se emplearon 40 plantulas de tamafio homogéneo y de nueve dias de
germinadas, obtenidas del bioensayo realizado con semillas y descrito en el parrafo
anterior. El grupo control consisti6 de 10 plantas, las cuales fueron sembradas



individualmente en recipientes plasticos (325 ml) contentivos de 150 g de un sustrato de
de humus de criaderos de Eisenia andrei, humedecido con 90 ml de agua destilada (To)
y 90 ml de solucion del metal, a concentraciones nominales de 5 (T1), 25 (T2) y 50 (Ts)
uM de Cd (CdClz, Sigma Co) para los tratamientos con el metal. Los recipientes se
mantuvieron durante 30 dias en condiciones de ambiente natural; se hicieron riegos cada
tres dias con 50 ml de agua para mantener la humedad en los sustratos a valores
cercanos al de la capacidad de campo (60%) y el fotoperiodo fue de 12 h/12 h de luz y
oscuridad, respectivamente; asi como también se hicieron registros diarios de la
temperatura (28 + 3 °C). Durante el transcurso del bioensayo se hicieron observaciones
de algunos sintomas y, al término del periodo de exposicion (30 dias) para estimar los
indices de crecimiento, a cada una de las plantas de los distintos tratamientos se les
cuantificoé el namero de hojas, la longitud foliar, del tallo y de la raiz. Seguidamente, se
tomaron muestras de la parte aérea y de la raiz para estimar la biomasa seca y calcular la
tasa relativa de crecimiento (TRC) y el indice de tolerancia. Adicionalmente se tomaron
muestras de tejido fresco (hojas y raices) para evaluar los BMs bioquimicos (GSH y
MDA).

Tasa relativa de crecimiento (TRC)

Para estimar la TRC, se cuantifico la biomasa seca de las partes aérea y radical de las
plantas evaluadas. Para ello, cada parte vegetal fue pesada en fresco previamente en
balanza analitica (Analytical Plus Ohaus) y sometida luego a un proceso de secado a 80
°C en estufa (Pselecta Fuse, A:15) hasta obtenerse un masa constante (48 h). Asi, la
sumatoria de las biomasas secas de ambas partes se usé para calcular la TRC (g/dia),

aplicando la formula sugerida por Blackman, modificada por Hunt (1978):

InBSal Ts—InBSal T;
t

TRC (g/dia) =
Donde:
In: logaritmo neperiano

BST+: Biomasa seca total a los 30 dias



BSTi: Biomasa seca total al dia 0
t: Tiempo final (30 dias)

indice de tolerancia (IT)
Para calcular el IT se siguid la propuesta de Orrofio (2011), empleando la formula:

IT (%)= Pesoseco promedio de plantas con Cd x 100
Peso seco promedio de plantas control

Glutation reducido (GSH)

Para la determinacién de la concentracion del tripéptido GSH se utiliz6 el método GSH-
400 de Bioxytech® proporcionado por la casa comercial Oxis Research™; este método
colorimétrico se basa en una reaccion quimica de dos pasos; el primero lleva a la
formacion de productos de sustitucion (tioéteres) entre el reactivo R1 (4-cloro-1-metil-7-
trifluorometil-quinolina metilsulfato) y todos los mercaptanos (-SH) presentes en la
muestra. El segundo paso es una reaccion que tiene lugar en condiciones alcalinas, la
cual es mediada por el reactivo R2 (NaOH 30 %) que transforma el producto del paso 1
(conjugado GSH-tioéter) en el producto final; una tiona que tiene absorbancia maxima a
400 nm (Blume et al., 1975).

Se tomaron muestras de hojas y raices de las plantas sometidas a los distintos
tratamientos por 30 dias; se pes6 0,1 g de cada tejido y se lavd con una solucion salina
(NaCl 0,9 %), sequidamente se preparé un macerado y se homogeneiz6 a 4 °C en 0,9 ml
de 4cido tricloroacético frio al 10%; el homogeneizado se centrifugd a 3000 g por 10
min a 4 °C. A continuacion, se tom¢ una alicuota de 100 ul del sobrenadante y se
mezcl6 con 700 ul de buffer fosfato 50 mmol/l (KH2PO4/K2HPO4, pH 7,0), 50 ul de R1
y 50 ul de R2, se agitd la mezcla y se incubd a 25 + 2 °C por 10 min en la oscuridad para
medir luego la absorbancia a 400 nm en un espectrofotometro. Las concentraciones de
GSH en las muestras fueron determinadas usando una curva de calibracion preparada

con GSH estandar (Sigma Co.), cuyas concentraciones oscilaron entre 0,2 y 0,9 mg/ml.



Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos en el tejido foliar y raiz de los distintos tratamientos se
cuantificdé mediante el método LPO-586™ (Bioxytech® LPO-586™: Oxis Research™),
un ensayo colorimétrico, el cual se basa en la reaccion de un reactivo cromogénico, N-
metil-2-fenilindol (R1) con el malondialdehido (MDA), uno de los productos mas
comunes de la lipoperoxidacion, a 45 °C, para formar un croméforo estable que absorbe
luz méxima a 586 nm (Esterbauer et al., 1991). Para ello, se pes6 0,1 g de tejido, se
homogeneiz6 en 0,9 ml de buffer fosfato 20 mmol/l, pH 7,4 vy, justo antes de
homogeneizar, se agregaron 10 pl de butilato hidroxitolueno (0,5 mol/l, diluido en
acetonitrilo) por cada ml de homogeneizado. Luego de centrifugar a 4000 g a 4 °C por
15 min, se tomaron alicuotas de 200 ul del sobrenadante y se mezclaron con R1 y HCI,
después de un periodo de incubacion a 45 °C por 60 min, se midio la absorbancia a 586
nm (UV mini-1240, Japdn). Las concentraciones de MDA se estimaron, utilizando una
curva de calibracion con MDA estandar (Acetal: 1,1,3-tetrametoxipropano) cuyas

concentraciones oscilaron entre 0,5 y 4 umol/ml.

Andlisis estadisticos

A cada una de las variables evaluadas se le realiz6 la comprobacién de los supuestos
estadisticos (normalidad y homogeneidad de los datos), y se aplicé un ANOVA de una
via para determinar diferencias significativas entre las medias de los parametros
estudiados. Todos los datos se analizaron con el paquete estadistico Statgraphics Plus
version 5,1, con un nivel de significacion de 95 %; y fueron reportados como la media +
error estandar (EE). Las diferencias significativas halladas en las variables medidas, se
analizaron mediante la prueba a posteriori de Duncan, utilizando un nivel de

significacion de 95 %, segun lo recomendado por Sokal y Rohlf (2012).
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RESULTADOS

Germinacion y establecimiento de las plantulas Z. mays

La tabla 1 muestra los resultados de los indices de germinacion y desarrollo radicular de
plantulas de Z. mays controles y tratadas con Cd. EI PGR fue de 100 % en todos los
tratamientos; mientras que los valores del IG para To y Ti1 fueron de 41,67,
disminuyendo aproximadamente hasta 36 para T» y Tz este descenso no fue
estadisticamente significativo (Fs = 0,67; p>0,05). En contraste, el CRR mostré un
descenso significativo (Fs = 5,86; p<0,05) de aproximadamente 50 % en los tratamientos
Toy Ta.

Tabla 1. indices de germinacion y desarrollo temprano de plantas de Z. mays L.
controles y expuestas durante nueve dias a los distintos tratamientos con Cd: Porcentaje
Relativo de Germinacion (PRG), indice de Germinacion (1G) y Crecimiento Relativo de
la Radicula (CRR). To = (control), T1 = (5), T2= (25), Ts= (50) uM de Cd.

Tratamiento PRG IG CRR
To 100+0,00 41,67+0,00a 100,0+0,28 a
T1 100+0,00 41,67+0,00a 91,50+0,29 a
T2 100+0,00 3542+4,42a 50,96+0,06 b
el T: 100:000 3611:3983a 5589:017b g oy
representan  la media + error

estandar: EE (n=10). Letras iguales no difieren significativamente segun la prueba de rangos mdltiples,
Duncan a 95,0 % de confiabilidad.

Sintomas en plantas de Z. mays

En la Figura 1 se muestran los rasgos morfologicos de laminas foliares de Z. mays
controles y expuestas a Cd por 30 dias. En comparacion con las plantas de To, las cuales
presentaron laminas firmes, completamente extendidas, coloracion verde intensa y tallo
estable (Figura 1, Al y A2); las sujetas a los distintos tratamientos con el metal

mostraron rasgos visibles de alteracion (sintomas), tales como: laminas con bordes
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ondulados, chamuscado de los &pices, manchas, clorosis y necrosis, los cuales se
magnificaron con el incremento de la concentracion del metal. Especificamente en el Ty,
los sintomas se limitaron a unas pocas laminas que mostraron chamuscado de los apices
(Figura 1, B1) y clorosis tanto en las primeras hojas (viejas), como en otras menos
desarrolladas (nuevas), en los bordes (Figura 1, B2) y en la base en forma de “v” (Figura
1, B3). En T», la clorosis se extendid al area central de las laminas (Figura 1, C1),
observandose también manchas cloréticas en toda la ldmina foliar de algunas plantas
(Figura 1, C2). Adicional a los sintomas previamente mencionados, en Tz las laminas
presentaron deformaciones como "quebraduras” y enrollamientos (Figura 1, D1y D2) y
chamuscado avanzando y progresivo desde el apice hasta la region media de la lamina
(Figura 1, D3). En este Gltimo tratamiento se registré la muerte en una de las plantas
(Figura 1, D4).

3

Figura 1. Sintomas en plantas de Z. mays L. tratadas durante 30 dias con diferentes

concentraciones de Cd. A: Controles; Lamina de planta control firme, con coloracion verde intensa
(A.ly A2). B: Laminas de plantas expuestas a 5 uM Cd; circulo de linea discontinua muestra necrosis
apical (B.1), clorosis en el margen (B.2) y en la base de la lamina en forma de “v” (B.3). C: Ldminas de
plantas expuestas a 25 uM Cd; flecha de linea discontinua sefiala clorosis extendida en toda la lamina
(C.1) y el circulo de linea discontinua evidencia manchas foliares (C.2). D: Laminas de plantas expuestas
a 50 pM Cd; enrrollamientos y/o quebraduras foliares (D.1 y D.2), flecha de linea discontinua indica
chamuscamiento desde el apice hasta la regién media de la hoja (D.3), planta muerta (D.4).
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Crecimiento de Z. mays

En la Figura 2 se muestran los resultados del crecimiento, medido a traves del numero
total de hojas (Figura 2A) y la longitud de la raiz, tallo y hojas (Figura 2B) en las plantas
de Z. mays sujetas a los tratamientos con Cd por 30 dias. EI nimero promedio de hojas
en el grupo de plantas controles fue de 5,6 + 0,43, el cual mostrd un ligero aumento no
significativo (Fs = 1,40; p>0,05) hasta un valor promedio de 6,3 £ 0,55 en todos los
tratamientos con Cd. Las laminas de las plantas controles exhibieron una longitud de
18,78 £ 5,62 cm que se mantuvo sin variaciones significativas en los tratamientos con
Cd, (Fs = 0,94; p>0,05). Similarmente, el Cd no tuvo un efecto sobre la longitud del
tallo (Fs = 0,71; p>0,05) ni en la longitud de la raiz (Fs = 0,15; p>0,05).
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Figura 2. Namero de hojas (A) y longitud (cm) de laminas, tallos y raices (B), en plantas

de Z. mays L. controles y expuestas durante 30 dias a Cd (5, 25 y 50 uM). Las barras
representan la media + error estdndar: EE (n= 10).
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La Figura 3 muestra los resultados de la TRC en plantas de Z. mays controles y
expuestas por 30 dias a las distintas concentraciones de Cd. El analisis estadistico no
reveld diferencias significativas (Fs = 0,31; p>0,05) en esta variable entre los grupos
control y expuestos al metal. La TRC promedio en el grupo de plantas controles fue de
0,0488 + 0,001 g/dia y en los grupos tratados con el metal, el valor promedio fue de
0,0524 + 0,011 g/dia.
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Figura 3. Tasa relativa de crecimiento (g/dia) en plantas de Z. mays L. controles y

expuestas durante 30 dias a Cd (5, 25 y 50 uM). Las barras representan la media + error
estandar: EE (n= 10).

GSH

Las concentraciones de GSH en los tejidos de las plantas de Z. mays controles y
expuestas por 30 dias a los distintos tratamientos con Cd se muestran en la figura 4. En
general, las hojas tuvieron mayores concentraciones de GSH que las raices; siendo los
valores promedios en Tp igual a 239,35 + 16,52 mg/g.m.h y 72,31 = 4,93 mg/g.m.h,
respectivamente. En ambos tejidos, en T: hubo un aumento significativo (Fs = 4,69;
p<0,05) hasta 347,00 + 24,57 mg/g.m.h para el caso de las hojas y 121,87 mg/g.m.h en
las raices (Fs = 4,55; p<0,05).
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Figura 4. Concentracion de GSH (mg/g.m.h) en hojas y raices de plantas de maiz (Z.

mays L.) controles y expuestas a Cd (5, 25 y 50 uM). Las barras representan la media + error
estandar: EE (n= 10). Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) 95,0%.

Estrés oxidativo: Peroxidacion de lipidos

En el tratamiento con la dosis de Cd mas alta (T3), el contenido de MDA en las hojas
mostrd un incremento significativo (Fs = 10,64; p<0,05) hasta 132,30 + 15,90 uM de
MDA/g.m.h, con respecto al valor de To (78,43 + 10,42 uM de MDA/g.m.h), al igual
que en raices (Fs = 4,92; p<0,05), aumentando desde 16,32 + 5,24 uM de MDA/g.m.h
(To) hasta 85,87 + 21,18 uM de MDA/g.m.h (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de MDA (uM/g.m.h), en hojas y raices de plantas de maiz (Z.

mays L.) controles y expuestas a Cd (5, 25 y 50 uM). Las barras representan la media + EE (n=
10). Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) 95,0%.
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Indices de tolerancia

El indice de tolerancia de las plantas en desarrollo inicial (IT)) de nueve dias de
germinadas en los tratamientos con Cd, tuvo un descenso significativo (Fs = 2,98;
p<0,05) en Ts; sin embargo, este indice en las plantas posteriormente expuestas por 30
dias a los mismos tratamientos con el metal (ITr) no varié significativamente (Fs = 0,31,

p>0,05) en todos los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. indices de Tolerancia de las plantas de Z.mays L. en desarrollo inicial (IT)) y
establecidas (ITF) controles (To) y expuestas a 5 (T1), 25 (T2) y 50 (Tz) uM de Cd.

Cd (nM) IT) ITs
0 100,0+0,00a 100,040,111 a
5 93,32+0,01a 108,86+0,11a
25 93,05+0,01a  96,71+0,09 a
50 75,0240,00b  8596+0,09 a

Los valores estan expresados en porcentajes (%) y representan la media + error estandar: EE (n=10).
Letras iguales no difieren significativamente segln la prueba de rangos mdaltiples, Duncan a 95,0 % de
confiabilidad.
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DISCUSION

Germinacion y desarrollo inicial de plantas de Z. mays

La germinacion de las semillas de Z. mays estimada mediante los indices PGR y el IG no
fue afectada por los tratamientos con Cd, sugiriendo que las dosis del metal empleadas, a
pesar de exhibir toxicidad sobre la germinacion de otras especies (Yang et al., 2012; D
Souza y Devaraj, 2013), no alteraron este proceso en las plantas de maiz en este estudio.
Siendo la germinacidn, un proceso que se inicia con la absorcion de agua y culmina con
la elongacién del eje embrionario (Bewely, 1997), los resultados obtenidos ponen en
evidencia que, la absorcion de agua como paso inicial clave, transporte de oxigeno y, los
subsecuentes eventos bioguimicos del proceso germinativo, no fueron sensibles a la
accion perjudicial del metal, posiblemente esta respuesta esté asociada con la activacién
de estrategias moleculares que limitaron el ingreso del metal sin alterar el consumo de
agua, y/o posterior a su absorcion, intracelularmente éste pudo formar complejos
organicos no toxicos para acumularse en vacuolas citosélicas u otro compartimiento
celular (Emamverdian et al., 2015), limitando asi, su toxicidad e interferencia con la

germinacion.

Coincidiendo con los resultados de la presente investigacion, Agbadah et al. (2016)
observO una respuesta similar en semillas de maiz y de garbanzo expuestas a una
concentracion mayor de Cd (100 uM); los autores destacan lo poco sorprendente de este
resultado ya que, en etapas tempranas de la germinacién, el maiz carece de raices
prominentes lo que limita la absorcion del metal y por lo tanto, evita su accién
perjudicial. Courtis (2013) sefial6 que la presencia de un endosperma amilaceo en
semillas de maiz, favorece la utilizacion de reservas enddgenas que sostiene la
germinacion durante las primeras horas, evitando la imbibicion de metales en solucién
presentes en el medio acuoso (Mahmood et al.,, 2005). En el mismo contexto, la
germinacion de semillas de Acacia farnesia (huizache Ydndiro) no varié con
tratamientos de Cd superiores (<100 mg/kg) a los ensayado en este estudio (Alpizar y
Cruz, 2012). Sin embargo, la inhibicion del proceso germinativo es un efecto del Cd
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frecuente en plantas (Kiran y Sahin, 2006), tal como lo evidencié Karahooagil (2002) en
semillas de Sorghum bicolor y Liu et al. (2012) en semillas Suaeda salsa.

En contraste a lo observado con los indices de germinacion, el CRR de Z. mays
indicativo del establecimiento inicial de la planta, exhibié una mayor sensibilidad al Cd,
mostrando un descenso aproximado al 50 % en los tratamientos T2 y Ts, evidencidndose
la accidn perjudicial del metal sobre la elongacion de la radicula y posteriores etapas del
desarrollo de la plantula. La germinacion y subsecuente desarrollo inicial son estadios
importantes en el ciclo de vida de las plantas y altamente sensibles a Cd, debido a que la
germinacion de la semilla es la primera interfase de intercambio material entre la planta
en desarrollo y el ambiente (Liu et al., 2012). En este sentido, la radicula es el primer
organo de la planta en contacto con los metales y, por lo tanto, sensible a su accion

toxica sobre el crecimiento (Zheng et al., 2010).

Las alteraciones inducidas por Cd que pueden ser causales del descenso en el
crecimiento radicular son diversas; entre éstas: inhibicion de la division celular en los
meristemos por retardo mitdtico (Casierra-Posada et al., 2008), disminucion en la
sintesis de componentes de la pared celular, alteraciones en el aparato de Golgi,
variaciones en el metabolismo de carbohidratos y reduccion del tamafio en el espacio
intercelular, debido al establecimiento de fuertes entrecruzamientos de las moléculas de
pectina en la pared celular (Pal et al., 2006). La incorporacién de lignina en la pared
celular que aumenta la rigidez y reduce su expansion, también resulta en inhibicién del

crecimiento de raices en maiz (Degenhardt y Gimmler, 2000).

La reduccion de la elongacion de la radicula es uno de los primeros efectos evidentes de
la toxicidad del Cd en plantas (Aiman et al., 2009). Acorde con los resultados del
estudio realizado, en varias especies de plantas (Vigna radiata, V. angularis, Lablab
purpureus y Dumasia vellosia), se evidencié que el crecimiento de la radicula y del
coleoptilo fueron indices mas sensibles que la germinacién para evaluar efectos toxicos

del Cd (Tao et al., 2015). En plantas de canola y trigo, el tratamiento con Cd también
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result6 en una inhibiciébn de la elongacion radicular (Moosavi et al., 2012).
Especificamente en maiz, la exposicion a 1,0 uM de Cd por 24 horas redujo en un 30 %
el crecimiento de la raiz, asociado con un descenso en la viabilidad de las células
radiculares. Nocito et al. (2002), reportaron una reduccion en la formacién de raices
laterales, elongacion del coleoptilo, acompafiado de clorosis y necrosis en plantas de
maiz expuestas a Cd.

Sintomas en plantas de Z. mays

El Cd es un elemento no esencial que es eficientemente absorbido por las plantas y se
distribuye répidamente a través del sistema vascular, ocasionando varios sintomas o
anormalidades morfologicas como consecuencia de la accion del metal (Pinto et al.,
2004). Acorde con esta propuesta, en esta investigacion, los tratamientos de Z. mays con
Cd provocaron alteraciones morfoldgicas (deformaciones en las laminas, chamuscado,
manchas, clorosis y necrosis), dependientes de la concentracion, que ponen en evidencia
la accién perjudicial del metal, asociadas posiblemente con alteraciones de la

homeostasis metabdlica y fisioldgica de la planta inducidas por la exposicion al metal.

En el contexto anterior, un amplio rango de interacciones quimicas a nivel celular
podrian explicar los sintomas de toxicidad inducidos por metales pesados en plantas
(Hall, 2002). De manera indirecta el Cd puede alterar la absorcion de minerales por las
raices de la planta, afectando la disponibilidad de éstos en el suelo (Moreno et al., 2009)
y directamente, al interactuar con grupos funcionales de transportadores de membrana
de micronutrientes esenciales (Ca, Mn, Zn, Fe y Cu), limita su absorcion y translocacion
a los distintos 6rganos de la planta (Benavides et al., 2005; Nazar et al., 2012; Sun et al.,
2015). El blogueo de ligandos moleculares especificos por su interaccion con Cd, altera
el balance hidrico y limita la absorcion ademas de P, K, N y S, causando su deficiencia a
nivel intracelular, lo cual genera el desarrollo de las alteraciones morfoldgicas en las
partes aéreas de la planta (Adiloglu, 2006; Oporto et al., 2009; Kudo et al., 2011).

De manera general se ha descrito en las plantas, reduccion en el contenido de nitrégeno

por efecto del Cd, debido a la disminucion en la actividad de la enzima nitrato reductasa

19



(Gill et al., 2012), asi como también un descenso en el contenido de K™ y una reduccion
en la translocacion del P (Lbpez-Millan et al., 2009). También se ha reportado
variaciones en el contenido de S por efecto del Cd, asociado a cambios en la demanda de
la planta para la produccién de tioles (Astolfi et al., 2004; Carvalho et al., 2012).
Especialmente la clorosis, sintoma mayormente observado en este estudio, en las plantas
bajo los distintos tratamientos con Cd, puede aparecer por deficiencia en la absorcion de

Fe, fosfatos o reduccion en el transporte de Mn (Aina et al., 2007).

En concordancia con los resultados de este trabajo, algunos autores han sefialado que, el
enrollamiento de las hojas, clorosis, necrosis, entre otros, son sintomas comunes en
plantas sujetas al tratamiento con Cd (Benavides et al., 2005; Ling et al., 2017).
Particularmente en maiz, Wojcik y Tukendorf (2005), hallaron clorosis, necrosis y
chamuscado en hojas jovenes, expuestas a las mismas concentraciones de Cd empleadas
en este estudio y a 400 uM de Cd, ademéas de necrosis, se observaron raices con
meristemos marrones y reduccion del brote (Ling et al., 2017). En el frijol Lablab
purpureus, la exposicion a concentraciones de Cd, equivalentes a las usadas en este
estudio, produjo clorosis, pigmentacidn oscura y lesiones necréticas en hojas (D"Souza y
Devaraj, 2013) y despigmentacion en hojas de Marsilea minuta (Das et al., 2014). En
contraste a lo observado en el presente estudio, empleando las mismas dosis de Cd,
Elloumi et al. (2007) no reportd sintomas visibles de toxicidad en plantas de almendras,
revelando la existencia de diferencias interespecificas en cuanto a la accion toxica de

este metal.

Crecimiento de plantas Z. mays

En este estudio, los parametros de crecimiento (nimero de hojas y longitud de raiz, tallo
y hojas) y la tasa relativa de crecimiento (TRC) en las plantas de maiz no se vieron
afectados perjudicialmente por la exposicion a las distintas concentraciones de Cd
empleadas; por el contrario, a la dosis méas baja (T1) hubo una ligera estimulacion en
estas variables, aunque estadisticamente este aumento no fue significativo. Al respecto,

es conocido que los organismos para mantener la homeostasis funcional pueden activar
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una amplia gama de estrategias bioquimicas para enfrentar presiones ambientales como,
la presencia de estresores quimicos (Hediji et al., 2010); entre ellos, metales pesados.
Especificamente en el caso de maiz, son varios los antecedentes que revelan su elevado
potencial de tolerancia a estos quimicos, incluyendo el Cd (Chaffai et al., 2006;
Retamal-Salgado et al., 2017). EI incremento de GSH observado en hojas y raices de Z.
mays L. en las plantas sujetas a ese tratamiento (T1), reflejan la importancia de esta
molécula como una de las estrategias bioguimicas que le confiere tolerancia y control de

la toxicidad del metal, garantizando la homeostasis y el crecimiento a la especie.

En el contexto anterior, hormesis es una respuesta comin en organismos expuestos a
sustancias quimicas; caracterizada por una estimulacién de la respuesta a bajas
concentraciones del quimico y, un cambio posterior a la inhibicion de ésta, con el
aumento de la concentracion y el tiempo de exposicion al estresor quimico (Kapoor,
2016). Por lo tanto, es frecuente encontrar que, a bajas concentraciones, los metales
pesados puedan tener un efecto beneficioso (hormético) y estimulante del crecimiento de
las plantas, el cual puede revertirse a perjudicial cuando las concentraciones del metal
aumentan. La hormesis inducida por Cd ha sido bien documentada en plantas (Yang et
al., 2005; Cedergreen, 2008; Lian et al., 2015).

Antecedentes sobre la accion del Cd sobre el crecimiento de plantas reportan diferentes
patrones de respuestas, asociadas principalmente con la especie, la concentracion y el
tiempo de exposicion al metal (Hediji et al., 2010; Das et al., 2014). Acorde con lo
observado en este estudio, un patron similar de respuesta al Cd fue evidenciado en
Elymus dahurico, donde 50 uM de Cd no afecto la biomasa ni el crecimiento de hojas y
raices; sin embargo, concentraciones entre 100-300 uM de Cd tuvieron un efecto
estimulante del crecimiento (Zhang et al., 2012). En plantas de maiz, Ling et al. (2017)
encontraron que concentraciones < a 100 uM de Cd no causé variacion alguna en la
biomasa seca de hojas y raices; sin embargo, durante las primeras horas del tratamiento
de plantas de maiz con 4 y 20 uM de Cd, hubo un incremento en el crecimiento (Stingu

et al., 2011). Por otro lado, a diferencia de los resultados de este estudio, Sandalio et al.
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(2001) demostraron una inhibicién del desarrollo de hojas y raices en plantas de
guisantes expuestas a 50 uM de CdCly, evidenciandose las diferencias interespecificas e
incluso, intraespecificas que exhiben las plantas ante el estrés por metales pesados
(Meng et al., 2012; Akhter et al., 2014).

Concentraciones de GSH en plantulas de Z. mays

Las concentraciones de GSH mostraron un patron similar en hojas y raices de Z. mays L.
sujetas a los distintos tratamientos con Cd; observandose, al igual que en los BMs de
crecimiento (TCR, longitud de raiz, tallo y hojas), un incremento significativo en Ti;
mientras que, en T2 y Tz no hubo cambios en esta variable con respecto a To (control).
Tales resultados sugieren la importancia de este tripéptido como defensa antioxidante en
ambos tejidos para controlar, a baja concentracion, la toxicidad del metal y el desarrollo
de estrés oxidativo; a pesar de la alta demanda para tal fin, la tasa de recambio de GSH
no se vio afectada, posiblemente sostenida por una elevada actividad de las enzimas
glutationa reductasa (GR) y y-glutamilcisteinilglicina sintasa (Marmiroli et al., 2014). La
estimulacion de esta respuesta bioguimica podria ser la razon por la que esa dosis del
metal no afectd perjudicialmente el crecimiento de las plantulas y mas bien, favorecio

una ligera estimulacion en los BMs de crecimiento.

GSH es ampliamente reconocido como uno de los antioxidantes celulares mas
importantes con funcién de defensa contra el estrés por Cd en la plantas (Mie et al.,
2017); éste puede formar complejos estables con metales pesados, actuar como
coenzima de enzimas antioxidantes, precursor de la sintesis de FQs y, participar en la
eliminacién directa de EROs, de tal manera que, la estimulacién del contenido de GSH y
otras moléculas tioladas ha sido bien documentada en plantas como una respuesta ante la
exposicion a Cd y otros metales pesados (Nadgorska et al., 2013; Anjum et al., 2015;
Nahar et al., 2015). Especificamente en maiz, concentraciones de Cd (50 — 600 M)
estimularon la asimilacion de azufre desde el suelo, asociada esta respuesta a la
influencia del Cd sobre los transportadores de sulfato a nivel de la raiz, los cuales tienen

una alta afinidad por el metal (Kapoor et al., 2016).
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Coincidente con los resultados de la investigacion realizada, en la misma especie objeto
de estudio, Rellan-Alvarez et al. (2006) demostraron el efecto estimulante de 6 pM de
Cd sobre el contenido de GSH en raiz, e inhibitorio de una concentracion mayor (30
M) del mismo metal. La importancia de GSH en el control de la toxicidad del Cd en
plantas de arroz, también se manifesto en un aumento de este tiol a bajas
concentraciones de Cd (<10 uM); mientras que, a 100 pM de Cd destacaron las FQs
como principal defensa antioxidante (Aina et al., 2007). Similarmente, el nivel de GSH
incrementd a bajas concentraciones de Cd, seguido de un decrecimiento a elevadas
concentraciones del metal en Sesamum orientale L. (Abdul y Kumaraswamy, 2016) y en
plantulas de Marsilea (Das et al., 2014).

Recientemente, en un ensayo en el que se evalué la accion conjunta de GSH y Cd en Z.
mays L., Mie et al. (2017) evidenciaron que GSH revirtio los efectos perjudiciales del
Cd, ejercidos sobre el crecimiento, produccion de hormonas y desarrollo de estomas,
asociado el efecto protector del tripéptido, con una elevada regulacion positiva de la
transcripcion de genes (proteinas similares a FQ sintetasa y los factores de transcripcion
MYB, WRKY y CYP450; entre otros), que le confieren el potencial de tolerancia
exhibido por esta especie al metal. En general, los mecanismos de defensa inducidos por
Cd que le confieren tolerancia a las plantas sin dafio aparente incluyen, la formacion de
complejos intracelulares, compartimentacion y desintoxicacién del metal (Song et al.,
2017). La biosintesis de moléculas con grupos funcionales sufhidrilos (-SH), tales como
cisteina, GSH y las FQs destacan como principal estrategia bioquimica para
contrarrestar el estrés por Cd y otros metales (Emamverdian et al., 2015). Los resultados
de este estudio, corroboran lo anteriormente sustentado por otros investigadores y, al
igual que en otras especies, en la tolerancia de Z. mays a Cd, GSH juega un rol

preponderante.
Por otro lado, se conoce que el Cd también puede promover un agotamiento del

contenido de GSH cuando la demanda de éste supera su tasa de biosintesis, siendo esta

respuesta también, muy frecuentemente observada en plantas y de mucha utilidad en la
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deteccion temprana de dafios oxidativos inducidos por el metal (Mendoza-Cozatl et al.,
2011; D" Souza y Devaraj, 2013). En este contexto, Xu et al. (2014) evidenciaron la
sorprendente tolerancia y potencial de adaptacion que tiene Z. mays a bajas
concentraciones de Cd, mediada por una alta utilizacién de GSH que produce descensos
en su concentracion en raices, acompafiado de aumentos en las actividades de SOD y
CAT.

Concentraciones de MDA en plantulas de Z. mays

Uno de los efectos perjudiciales méas frecuentes del Cd es la induccion de estrés
oxidativo, mediado por un incremento en las reacciones de lipoperoxidacion, indicativas
de pérdida de la integridad estructural de las membranas celulares, oxidacion de
proteinas y dafios a la estructura del ADN (Wang et al., 2009). En este estudio fueron
evaluadas las concentraciones de MDA, uno de los productos méas comunes de las
reacciones de lipoperoxidacion (LPO), usado como un indicador de estrés oxidativo
(Yadav y Singh, 2013), obteniéndose que, esta variable sélo exhibié un incremento
significativo en hojas y raices de Z. mays sujetas al Tz (50 uM de Cd), indicando el
desarrollo de dafios oxidativos en ambos tejidos, causado posiblemente por un
desbalance en la sobreproduccion de EROs y las defensas antioxidantes.

En contraste a los metales redox-activos (Fe, Cr, Cu y Mn) que inducen estrés oxidativo
por aumento de EROs via reacciones de Haber-Weiss y de Fenton, los no redox-activos
(Cd, Ni, Hg y Zn) indirectamente pueden propiciar un incremento de EROs, via
multiples mecanismos; entre ellos, descensos en GSH, unién a grupos —SH de proteinas,
inhibiendo enzimas antioxidantes o induciendo enzimas productoras de EROs, tales
como NADPH oxidasas (Bielen et al., 2013). En este contexto, se conoce que el Cd
puede actuar como catalizador de reacciones de LPO, proteinas y &cidos nucleicos,
estableciéndose asi el estrés oxidativo, que interfiere con la homeostasis metabdlica y
afecta el funcionamiento normal de los organismos (Wu et al., 2015). Los lipidos de las
membranas celulares son blancos moleculares muy sensibles a la accién de las EROs y

las reacciones en cadena de peroxidacion de éstos es una respuesta comun en
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organismos sujetos al estrés por metales pesados, incluyendo al Cd (Agbadah et al.,
2016).

Muchos antecedentes apoyan la propuesta de que el estrés oxidativo manifestado por
incrementos en LPO, es uno de los principales efectos del tratamiento con Cd en plantas;
no obstante, se han publicado algunos datos contrarios a esta propuesta, sugiriendo que
la respuesta depende en gran medida, de la especie, la concentracion y el tiempo de
exposicion al metal (Romero-Puertas et al., 2012). En raices de soya (Glycine max L.) y
Brassica juncea expuestas, respectivamente por 48 horas y siete dias, a altas
concentraciones de Cd no se observaron cambios en LPO (Mohamed et al., 2012); sin
embargo, en raices de esta Ultima especie y en Arabidopsis sp. expuestas por 24 horas a

una concentracion mas baja del metal (10 uM), la LPO aumentd (Cuypers et al., 2011).

En muchas especies de plantas se ha revelado la toxicidad del Cd, mediada por estrés
oxidativo (Gallego et al., 2012). Similar a lo encontrado en este estudio, en plantas de
Lemna minor L. sujetas a distintas concentraciones de Cd, se evidencidé un aumento en
las concentraciones de MDA so6lo a concentraciones mayores de 10 pM, incluyendo 50
UM Cd; el estrés oxidativo inducido a estas dosis del metal se asocié con un descenso
del contenido de GSH en la planta (Razinger et al., 2008). También en alfalfa (Medicago
sativa), el aumento de MDA en hojas y raices fue proporcional al aumento de la
concentracion de Cd (Flores-Caceres, 2013). La accion inductora de estrés oxidativo por
Cd incluye ademas, plantas de tomate (Dong et al., 2006; Smeets et al., 2009), en A.
thaliana (Smeets et al., 2009), Medicago truncatula (Xu et al., 2009), leguminosas
(Rahoui et al., 2010) y Medicago sativa (Cui y Zhao, 2013). Del mismo modo, Rellan-
Alvarez et al. (2006) y Sun et al. (2015), encontraron una induccion de peroxidacion
lipidica y estrés oxidativo causado por Cd en Z. mays y Cucumis sativus,

respectivamente.

En la presente investigacion se cuantificaron mayores niveles de MDA en hojas que en

raices en todos los tratamientos, coincidiendo con lo reportado por Elloumi et al. (2007)
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para plantas de Prunus dulcis tratadas con varias concentraciones de Cd (0,25, 50, 100 y
150 puM). Liu et al. (2011) en varias especies de sorgo y Saidi et al. (2013) en Phaseolus
vulgaris. No obstante, en este estudio, el incremento en MDA observado en T3 fue dos
veces mayor en raices que en hojas, indicando una mayor sensibilidad de la raiz al estrés
oxidativo que la parte aérea de la planta. En este sentido, se conoce que la raiz juega un
papel central como primera linea de defensa para contrarrestar la toxicidad de metales

pesados, sitio de acumulacion preferencial del Cd (Adeniji et al., 2010).

En el contexto anterior, las estrategias desarrolladas a nivel radical, se basan en evitar o
disminuir la absorcion del metal y su posterior distribucién a los tejidos aéreos de la
planta (Pal et al., 2006). Barreras fisicas como el desarrollo de estructuras morfoldgicas;
entre ellas, el desarrollo de gruesas capas de cuticulas, presencia de tricomas, paredes
celulares y la simbiosis con micorrizas, se incluyen dentro de estas estrategias
adaptativas de las plantas para enfrentar el estrés por Cd y otros metales que su vez, le

confieren tolerancia o resistencia a su accion perjudicial (Emamverdian et al., 2015).

Indices de tolerancia en plantulas de Z. mays

En concordancia con los resultados de GSH observados en las plantas de Z. mays el cual
fue estimulado, principalmente a bajas concentraciones de Cd (T1 y T2), los valores de
los IT en esos tratamientos sefialan que, tanto las plantas en desarrollo inicial (nueve dias
de germinadas), como las tratadas posteriormente por 30 dias a los mismos tratamientos
con el metal (39 dias de germinadas), fueron tolerantes a 5 y 25 uM de Cd. No obstante,
50 uM de Cd afectd la tolerancia, sélo en las plantas de desarrollo inicial, en las que el
IT tuvo un descenso del 25 % aproximadamente, evidenciandose el efecto toxico de esta
concentracion sobre la biomasa y crecimiento de las plantulas en desarrollo inicial, al
parecer méas sensibles a la toxicidad del metal que las plantas con mayor tiempo de

germinacion.

Los indices de tolerancia (IT) son de mucha utilidad para caracterizar la resistencia de la

plantas a la accioén perjudicial de sustancias quimicas (Audet y Charest, 2007).
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Resultados similares a los de este estudio fueron reportados por Klaus et al. (2013),
quienes observaron valores de IT entre 55 y 80 % en plantas de maiz sujetas al
tratamiento con Cd. En tres especies del género Pelargonium, la tolerancia al Cd
disminuyd, medida por un marcado descenso del 75 % en el IT comparado con el valor
del control (Orrofio, 2011). En contraste, Retamal-Salgado et al. (2017), encontraron que
en diferentes partes de plantas de maiz, los IT no fueron afectados por concentraciones
de Cd (0,1 y 2 mg/kg) superiores a la empleadas en esta investigacion. En este sentido,
es conocido que las especies vegetales e incluso, las variedades, difieren entre si en su
capacidad para absorber metales, translocarlos, acumularlos y tolerarlos, provocando
limitaciones en la raiz (Angelova et al., 2004; Yang et al., 2014).

En este contexto, son varios los antecedentes que han revelado, el elevado potencial de
tolerancia que exhibe el maiz a metales pesados, incluyendo al Cd (Chaffai y et al.,
2006; Tao et al., 2015). En general, las plantas exhiben dos tipos de estrategias que le
confieren resistencia a la accion toxica de los metales pesados; algunas se basan en la
exclusion del metal, evitando su absorcién radicular limitando asi, su ingreso y
distribucion en tejidos aéreos y, las otras, permiten la absorcion, posterior
compartimentacion interna, acumulacion e inmovilizacion del metal en forma de
complejos organicos (con cisteina, GSH y FQs, entre otros) no tdxicos (Emamverdian et
al., 2015).
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CONCLUSIONES

La germinacion de las semillas de Z. mays no fue afectada por los tratamientos con Cd;
sin embargo, el desarrollo inicial de las plantulas decrecié a las concentraciones mas
altas.

Los efectos del Cd sobre la morfologia de las hojas de Z. mays fueron dependientes de la
concentracion del metal y se manifestaron como: clorosis, chamuscado, necrosis y
enrrollamiento.

El crecimiento de las plantas de Z. mays (TRC, numero de hojas y longitud de la lamina,
tallos y raices) no fueron afectados por la exposicion al metal.

Las concentraciones de GSH en hojas y raices de Z. mays forman parte de las defensas
antioxidantes que le confieren tolerancia al Cd, a bajas concentraciones, evitando el
desarrollo de patologias oxidativas.

El tratamiento con Cd (50 uM) incrementd los niveles de MDA en raices y hojas de Z.
mays, reflejando aumento de lipoperoxidacion y estrés oxidativo en ambos tejidos.

Los indices de tolerancia corroboraron que 5y 25 uM de Cd son dosis toleradas por la
especie, pero 50 UM de Cd ya es perjudicial y afecta el desarrollo inicial de las plantulas
de Z. mays.
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Con el proposito de evaluar los efectos del Cd sobre la germinacion, crecimiento,
defensa antioxidante y estrés oxidativo en Zea mays L., se utilizaron diferentes
respuestas fisioldgicas y bioquimicas como biomarcadores (BMs). En una primera fase
del estudio, durante nueve dias consecutivos, semillas desinfectadas de esta especie
fueron colocadas en germinadores contentivos de papel absorbente humedecido ya sea
en agua destilada, correspondiente al tratamiento control (To) 0 en soluciones de cadmio
a concentraciones de 5 UM (T1), 25 pM (T2) y 50 UM (Ts). Finalizado el periodo de
exposicion, se estimé el porcentaje de germinacion relativo (PGR), indice de
germinacion (IG), crecimiento relativo de la radicula (CRR) e indice de tolerancia de las
plantulas de desarrollo inicial (ITi). En la segunda fase, de las plantulas de crecimiento
inicial obtenidas en la fase anterior, se seleccionaron 10 plantulas de apariencia
saludable y tamafio homogéneo para ser expuestas durante 30 dias a los mismos
tratamientos con Cd en materos plasticos, contentivos de un sustrato organico natural,
mezclado con agua (To) y las soluciones respectivas del metal. Durante el ensayo, se
hicieron observaciones de la sintomatologia de las plantulas y, como BMs de
crecimiento se estimaron: la Tasa Relativa de Crecimiento (TCR), el nimero de hojas y
las longitudes de la raiz, tallo y hojas; las concentraciones de glutation reducido (GSH) y
malondialdehido (MDA) en raices y hojas fueron evaluadas como marcadores de
defensa antioxidante y estrés oxidativo, respectivamente. Adicionalmente, al final de
este ensayo se cuantifico el Indice de Tolerancia en estas plantas (lTF) Ambos
bioensayos se llevaron a cabo en condiciones naturales con temperatura y fotoperiodo de
2813 °C y 12/12 h luz indirecta/oscuridad, respectivamente. Los resultados del primer
ensayo, revelaron una elevada tasa de germinacion de las semillas de Z. mays,
obteniéndose un PGR de 100 %,; éste indice al igual que el IG no fueron afectados por la
exposicion al metal; sin embargo, el CRR decrecio en T2 y Tz. Similarmente, el IT, fue
afectado por el metal, pero sélo en Ta. Los resultados del segundo ensayo evidenciaron
que, los distintos tratamientos con Cd no afectaron el ITg, ni el crecimiento de las
plantas expuestas al metal por 30 dias, en contraste, la concentracion de GSH en raices y
hojas aumentd significativamente en T1; mientras que, el nivel de MDA increment6 so6lo
en Ts. Se concluye que, ninguna de las concentraciones de Cd afectaron la germinacion;
no obstante, la elongacion radicular y desarrollo inicial de las plantulas fueron mas
sensibles a las dosis méas altas del metal, inferencia sustentada ademas, por el descenso
en el IT, a esa concentracion. La estimulacion de los niveles de GSH en hojas y raices,
revelan la importancia de esta molécula como defensa antioxidante y estrategia
bioquimica que le permite tolerar las dosis bajas (5 y 25 uM Cd) y controlar la toxicidad
del metal, evitando el desarrollo de estrés oxidativo en ambos tejidos; en cambio, a la
dosis de Cd mas alta (50 uM), se sobrepasa la capacidad de defensa, evidenciandose
dafios oxidativos asociados a incrementos de MDA. Los ITs corroboraron que 5y 25
MM de Cd son dosis toleradas por la especie, pero 50 uM de Cd ya es perjudicial y
afecta el crecimiento, al menos durante el desarrollo inicial de las plantulas de Z. mays.
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